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Pautas para aplicar las técnicas
para los exadmenes de deteccion del
VIH a la vigilancia

A medida que la epidemia del VIH/SIDA impone al mundo una carga cada vez mayor, la vigi-
lancia de la infeccidon por VIH adquiere mayor urgencia, dado que es necesario entender las
tendencias de la epidemia y tomar decisiones adecuadas para responder a ella. Esto es espe-
cialmente importante en los paises en desarrollo, que se han visto desproporcionadamente
afectados tanto por infecciones nuevas como antiguas. Con el fin de ayudar a los paises a
programar sus actividades de vigilancia segun el estadio de la epidemia (bajo nivel, concen-
trada o generalizada), la OMS y el ONUSIDA han elaborado un marco conceptual para mejo-
rar la vigilancia del VIH, conocido como vigilancia de segunda generacion. Las pautas para
la vigilancia de segunda generacién proponen algunos metodos para mejorar el uso de los
datos y expandir y mejorar asi la respuesta a la epidemia del VIH. Dado que la vigilancia bio-
I6gica (seroldgica) es un componente significativo de la mayoria de las actividades de vigi-
lancia, es importante comprender claramente la tecnologia de que se dispone actualmente
para realizar las pruebas de deteccion del virus.

Estas pautas de laboratorio se refieren a los métodos para seleccionar, evaluar y aplicar la tec-
nologia existente a las pruebas de deteccion del VIH. También presentan estrategias que se
ajustan a la infraestructura nacional de laboratorios y las necesidades de vigilancia, siempre
en el &mbito de la vigilancia de segunda generacion. Incluyen asimismo recomendaciones
para seleccionar, obtener, almacenar y analizar los especimenes asi como para seleccionar y
evaluar las estrategias y técnicas apropiadas para realizar los exdmenes y cumplir con los
objetivos de la vigilancia. También se analiza aspectos de garantia de calidad.

Estas pautas técnicas estan dirigidas a coordinadores de la vigilancia del VIH y otros profe-
sionales de la salud que participan en las pruebas de deteccidn del VIH en relacion con la
vigilancia de la infeccion del VIH en los paises en desarrollo. Asimismo, forman parte de una
serie de guias operativas aplicadas a los sistemas de vigilancia de segunda generacion.
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1.0 Introduccion

Temas tratados en estas pautas

« Seleccion, obtencion y almacenamiento de los especimenes y pruebas de detec-
cion del VIH

« Técnicas Yy estrategias relacionadas con las pruebas de deteccién del VIH

« Seleccion y evaluacién de las técnicas relacionadas con las pruebas de deteccién
del VIH

* Medidas de control de calidad

El Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el SIDA (ONUSIDA) y la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) recomiendan el uso de la vigilancia del VIH de segunda genera-
cion para mejorar la recoleccidn, el analisis y la utilizacién de datos indispensables para la
gestion de los programas de prevencion del SIDA. Otro objetivo de la vigilancia de segunda
generacion es ayudar a organizaciones nacionales e internacionales a monitorear la epidemia
y guiar la respuesta a la misma (ONUSIDA/OMS 2000). Al utilizar los métodos propuestos por
la vigilancia de segunda generacidn, los sistemas de vigilancia adquieren la flexibilidad nece-
saria para cambiar de acuerdo a las necesidades del pais y el estadio de la epidemia, ya sea
esta de bajo nivel, concentrada o generalizada (recuadro 1) (ONUSIDA/OMS 2000). A medida
gue en los paises evolucionan o mejoran los programas de vigilancia con la incorporacién de
los principios de la vigilancia del VIH de segunda generacion, los datos obtenidos cumpliran
mejor con los propositos planteados anteriormente.

Recuadro 1. Tres estados distintos de la epidemia

Epidemia de bajo nivel: es aquella que, a pesar de que lleva muchos afios, nunca ha alcanza-
do un grado significativo de infeccién en ninglin grupo de poblacién en particular. (La preva-
lencia del VIH no ha superado 5%, de manera constante, en ningun grupo especifico de
poblacién).

Epidemia concentrada: es aquella en que el VIH se ha difundido rapidamente en un grupo de
poblacién determinado, pero no asi entre la poblacion en general. (La prevalencia del VIH se ha
mantenido constante, por encima del 5%, en por lo menos un grupo de poblacién especifico y
es de menos de 1% entre las mujeres embarazadas de las zonas urbanas.

Epidemia generalizada: en este tipo de epidemia, el VIH se encuentra bien establecido entre la
poblacién en general. (La prevalencia del VIH se encuentra constantemente por encima del 1%
entre las mujeres embarazadas).
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La vigilancia de segunda generacion utiliza la informacion obtenida por medio de la vigilan-
cia bioldgica (o seroldgica), la del comportamiento y de otras fuentes (por ejemplo, la vigi-
lancia de los casos de SIDA y VIH, de las infecciones de transmision sexual [ITS] y los
registros de mortalidad). Con estos datos se aumenta el conocimiento de la situacién epide-
mioldgica y se permite programar una respuesta mas eficaz.

La vigilancia serolégica se utiliza para hacer estimaciones de tasas de prevalencia de la infec-
cion por VIH y su distribucion geogréfica, seguir las tendencias a lo largo del tiempo en gru-
pos especificos de poblacidn y determinar qué grupos tienen un riesgo mayor de contraer la
infeccion. A su vez, esta informacion se utiliza en los paises para apoyar el establecimiento
de politicas y prioridades, planificar y evaluar programas de prevencion, y caracterizar la efi-
cacia de la respuesta de los paises a la epidemia.

La vigilancia bioldgica es el método principal para determinar las tasas de prevalencia de la
infeccién por VIH, tanto en el &mbito local como en el nacional, por lo tanto, es indispensa-
ble que las pruebas de deteccién del VIH se hagan de manera exacta, si han de constituir la
base de la vigilancia de segunda generacién. El progreso alcanzado por la inmunologia diag-
néstica ha mejorado con creces las técnicas aplicadas a los exdmenes de deteccidn del VIH.
Actualmente, las pruebas de inmunovaloracién enzimatica (EIA) son mucho mas exactas que
sus predecesoras; asimismo, las pruebas rapidas de generacion mas reciente, dan resultados
similares a los de las EIA en menos de 45 minutos, requieren minima experiencia y no nece-
sitan equipo alguno. Estas pruebas rapidas han permitido llegar a hacer pruebas de deteccion
del VIH para la vigilancia en lugares donde anteriormente no se podia llevar a cabo tal acti-
vidad, por ejemplo, donde los recursos de laboratorio son escasos. También facilitan el acce-
S0 a grupos de poblacién a los cuales de otro modo el acceso era dificil, como las trabajadoras
sexuales, que podrian no ser accesibles por medio de los servicios de salud.

En estas pautas se presenta el tipo de espécimen que habra que obtener y como guardarlo y
analizarlo. También se describen las estrategias recomendadas por la OMS para seleccionar
los exdmenes, segln la tasa de prevalencia y la tecnologia existente para realizar las pruebas
de deteccidn de la infeccion por VIH como parte de la vigilancia bioldgica. EI documento tam-
bién incluye informacién sobre las estrategias y técnicas aplicadas a los exdmenes de diag-
noéstico, ya que estos a su vez pueden servir de insumo a la vigilancia. Asimismo, se resumen
los métodos para seleccionar y evaluar la tecnologia mas apropiada para la fase de la epide-
mia que afecta a un pais determinado y sus necesidades. Dada la importancia de obtener
resultados precisos de la vigilancia biolégica del VIH, las pautas tratan también el tema de
las medidas de control de calidad. Finalmente, se incluye un glosario de la terminologia uti-
lizada en el documento. Estas pautas técnicas estan dirigidas a las personas que coordinan la
vigilancia del VIH y a otros profesionales de la salud que participan en actividades relacio-
nadas con las pruebas de deteccion del VIH para la vigilancia de la infeccidn en los paises en
desarrollo y forman parte de una serie de pautas operativas aplicadas a los sistemas de vigi-
lancia del VIH de segunda generacion.
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2.0 Resumen de los aspectos relacionados con
el uso los examenes de deteccion del VIH
para la vigilancia serologica de la infeccion

Uso los examenes de deteccion del VIH para la vigilancia
serologica de la infeccion

« Objetivos de los exdmenes de deteccién del VIH
Vigilancia
Diagnostico
Tamizaje de la sangre para transfusién

e Métodos utilizados en los examenes de deteccion del VIH
Examenes no ligados (vinculados)
Examenes ligados (vinculados)

» Poblaciones estudiadas

Para aplicar estas pautas, es necesario tener claro el objetivo del examen de deteccién, los
métodos gque se aplican a tales examenes en relacion con la vigilancia serolégica y los gru-
pos de poblacion a los que se hara la prueba.

2.1 Objetivos de los examenes de deteccion del VIH

Los exdmenes de deteccidn del VIH pueden tener tres objetivos especificos: la vigilancia de
la infeccion, su diagndstico o el tamizaje para sangre para transfusion (ONUSIDA/OMS, 1998).
En los paises en desarrollo, gran parte de las pruebas de VIH relacionadas con la vigilancia
se realiza en torno a estudios de seroprevalencia en grupos especificos de poblacién, como
son las mujeres que reciben atencion prenatal, pacientes con ITS, trabajadoras sexuales o per-
sonas que se inyectan drogas. También puede obtenerse datos sobre la prevalencia de las
pruebas de diagndstico (como las que se hacen en lugares que dan consejeria y hacen exa-
menes a quien los solicita voluntariamente) y del tamizaje de la sangre para transfusion
(donantes de sangre), o del andlisis de pruebas administradas a otros grupos de poblacion,
como reclutas del ejército. La informacion generada por las pruebas de diagnostico, el tami-
zaje de sangre y la de otros grupos especiales de poblacién no puede extrapolarse a la pobla-
cién general, ya que tienen sesgos inherentes a la seleccion de las poblaciones examinadas.

2.2 Métodos utilizados en los examenes de deteccion del VIH

La seleccién del método para hacer el examen serolégico de deteccion del VIH depende del
medio en que se realiza la prueba, por ejemplo, el dado por las politicas nacionales, y segun
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el estadio de la epidemia que afecta al pais, de los grupos de poblacion seleccionados y los
sitios donde se pueden tomar los examenes. Las pruebas anénimas no ligadas sin consenti-
miento informado solo pueden hacerse como parte de los servicios de atencién de la salud
donde se obtenga sangre rutinariamente para propésitos no relacionados con el VIH, por lo
general, deteccion de sifilis (Recuadro 2). En esos casos, dentro de lo posible, los examenes
deberén llevarse a cabo en lugares que tengan la capacidad de derivar a los clientes a servi-
cios consejeria y pruebas voluntarias de deteccién del VIH. Los examenes ligados (confiden-
ciales y andénimos), que se realizan con el debido consentimiento del paciente que
previamente ha recibido informacién, constituyen el método de eleccion, si es que el espéci-
men se obtiene solo con el fin de someterlo a la prueba de deteccion del VIH. Este es, por
ejemplo, el caso de la vigilancia del VIH entre grupos a los que no se puede llegar a través
de los servicios de salud (poblaciones de dificil acceso, como son las que usan drogas inyec-
tables, las trabajadoras sexuales y los hombres que tienen relaciones sexuales con hombres)
(véase el Recuadro 2). Cuando los especimenes se obtienen exclusivamente con el fin de
detectar VIH, también puede usarse el método anénimo no ligado, con consentimiento infor-
mado, siguiendo las politicas y normas nacionales pertinentes.

En los casos en que se requiera consentimiento informado del cliente (recuadro 2), este requi-
sito debe cumplirse antes de analizar el espécimen para VIH y se seguiran las politicas y nor-
mas vigentes en el pais. En esta situacion el sesgo de participacion es un elemento importante
que debe tenerse en cuenta cuando se haga el andlisis de la informacion.

Recuadro 2. Examenes del VIH ligados y no ligados

Examenes andnimos no ligados (sin consentimiento informado)

= Anélisis de especimenes obtenidos con otros propdsitos

= No se recoge informacion personal que pueda identificar al cliente ni nombres, no requiere
consentimiento informado ni consejeria

= Se asigna un cddigo al espécimen

Ex&menes anénimos no ligados (con consentimiento informado)

= Anélisis de especimenes obtenidos exclusivamente con el propdésito de hacer vigilancia

= Requiere consentimientob del paciente que previamente ha recibido la informacion debida

= No se recoge informacion personal ni nombres que identifiquen al cliente y no se requiere
consejeria

= Se asigna un codigo al espécimen

Examenes confidenciales ligados (con consentimiento informado)

= Requiere consentimiento informado del paciente (véase nota al piea, anterior) y consejeria
antes y después del examen de deteccién

= Se recoge informacion personal o nombres

* Se asigna un cadigo al espécimen, que se vincula con informacién personal del cliente

Examenes andnimos ligados (con consentimiento informado)

= Requiere consentimiento informado del paciente (véase nota al pieb, anterior) y consejeria
antes y después del examen de deteccién

* No se utiliza informacién que pueda identificar al cliente ni nombres

« Se asigna un cadigo al espécimen, que se le proporciona al paciente para que él o ella Gni-
camente pueda obtener los resultados

uawinsay H
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Habra que asignar un codigo a cada muestra que se someta a examen de VIH. Tal codigo,
Unico, identifica cada muestra durante todo el proceso de analisis y puede servir para rela-
cionarlo con informacién personal del cliente (nombre, nimero de identificacion del servicio
de salud) cuando corresponda 0 no, segun se trate de pruebas ligadas o no ligadas. El codigo
también puede vincularse con informacion demogréafica (edad, sexo, estado civil, lugar de
residencia) ya sea que se trate de exdmenes ligados o no ligados, y con informacion sobre
comportamientos de riesgo (solo en los examenes no ligados). Esa informacion se recoge en
el momento en que se obtiene la muestra.

Las pruebas anénimas no ligadas (Figura 2.1) sin consentimiento informado se llevan a cabo
exclusivamente en el ambito de la atencion clinica, cuando se obtienen muestras de sangre
con otros fines, por ejemplo, deteccidn de sifilis como parte de la atencion prenatal. La mues-
tra se somete al examen de VIH después de haber eliminado toda informacion que pueda
identificar su origen. Asi, los resultados del analisis no pueden vincularse con el paciente que
dio la sangre y, en consecuencia, la persona no puede recibir el resultado del examen.

Figura 2.1 Exadmenes de deteccion del VIH andnimos no ligados
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especimen
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*Con el fin de garantizar el anonimato del paciente, los funcionarios No. 1 y 2 deberian ser personas diferentes.

Para mantener la informacion del paciente anénima tanto en la clinica como en el laboratorio,
un funcionario obtendra el espécimen y otro lo analizard. Un miembro del personal (clinico o
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del laboratorio) obtendra la muestra y la procesara para los analisis de rutina y para el examen
anonimo no ligado del VIH. Para realizar este Gltimo se necesita trasladar una alicuota de san-
gre a otro tubo, al que se le pondréd una etiqueta con un codigo nuevo que no permita ligarlo a
informacion personal del cliente. Otro miembro del personal haré el examen de VIH.

En algunos servicios el mismo funcionario (técnico de laboratorio) tiene la responsabilidad de
sacar la muestra y realizar la prueba de deteccion del VIH en forma an6nima y no ligada. En
estos casos, se recomienda que otra persona procese el espécimen para la prueba anénima no
ligada (por ejemplo, que traslade una alicuota a un tubo limpio rotulado con el cédigo nuevo,
como se sefiala en el parrafo anterior).

En el momento en que se obtiene la muestra del paciente, un miembro del personal solicita infor-
macion demogréfica, como edad, sexo, estado civil y lugar de residencia, y toma la historia
médica del paciente. La informacion se registra en el formulario clinico junto con el cédigo del
espécimen (que incluye, por ejemplo, nombre y namero de identificacién del establecimiento de
salud). Una vez procesado el espécimen para la prueba andnima no ligada y asignado un nuevo
cadigo a la alicuota correspondiente, la misma persona anota el nuevo cédigo en el registro de
vigilancia, en el que también agrega la informacion demogréafica necesaria (por ejemplo, edad,
sexo y estado civil). Asi, esta informacion no puede relacionarse con ningin dato personal del
paciente, y no puede ser identificado. Los resultados de las pruebas an6nimas no ligadas si pue-
den relacionarse con la informacion demogréfica, que se recupera para el analisis con el nuevo
cddigo. Es importante mantener el caracter anénimo del espécimen, por lo cual la informacion
demografica que se recoja no debe ser tanta que permita identificar al paciente de origen.

En los lugares donde no se saca sangre a los pacientes para otro propdésito de manera ruti-
naria, se considera que los examenes andnimos no ligados sin consentimiento informado no
son éticos. En consecuencia, en tales situaciones se debe ofrecer el examen de deteccion de
caracter ligado y acceso gratuito a la consejeria y pruebas voluntarias o, si las politicas nacio-
nales lo permiten, pruebas anénimas no ligadas con consentimiento informado.

En los examenes anénimos no ligados con consentimiento informado, se le pregunta a los
participantes si estan de acuerdo en participar en un estudio de vigilancia de VIH. También
se les indica que los resultados de la prueba de VIH que se les realizard no estaran ligados y
que quitara toda identificacion personal de la muestra. Por lo tanto, no sera posible seguir
que participantes tiene resultados positivos. A los participantes se les debe ofrecer acceso gra-
tuito a la prueba y consejeria. Los personas pueden optar por no participar en el estudio, y
por lo tanto introducir un posible sesgo de participacion.

Cuando se realizan examenes ligados (Figura 2.2), los resultados de la prueba de deteccion
del VIH se vinculan con el paciente en cuestion, lo cual le permite a este recibir sus propios
resultados. Cuando se utiliza este método es necesario obtener consentimiento informado del
paciente y dar consejeria antes y después del examen de deteccion. Los examenes ligados
pueden hacerse en los servicios de salud o fuera de ellos y pueden ser confidenciales o and-
nimos. En vista de que el paciente en este caso puede optar por recibir sus resultados, este
tipo de examen requiere una prueba de confirmacion adicional.

uswnsay H
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En los examenes confidenciales ligados, el cliente accede a hacerse la prueba de deteccién del
VIH bajo la garantia de que sus resultados se mantendran confidenciales y s6lo algunos
miembros especificos del personal de salud tendran acceso a ellos. En este tipo de examen,
un trabajador de la salud obtiene el consentimiento informado y da la consejeria antes de
obtener el espécimen para el examen. Luego se rotula el espécimen con un codigo que puede
relacionarse con la informacién personal del paciente (nombre, nimero del establecimiento
de salud). Una vez se realiza la prueba confidencial, los resultados se entregan a la persona
durante la consejeria posterior al examen.

En los exdmenes anénimos ligados, el cliente accede a hacerse un examen de deteccion del
VIH. El método para obtener la muestra y procesarla es el mismo que en las pruebas confi-
denciales ligadas. No obstante, el espécimen recibe un codigo que no puede relacionarse con
informacion que identifica su origen y solo el paciente puede tomar esta accion para obtener
sus resultados.

Figura 2.2 Examenes de deteccion del VIH confidenciales ligados y an6nimos
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*Con el fin de garantizar el anonimato del paciente, los funcionarios No. 1 y 2 deberian ser personas diferentes.
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2.3 Poblaciones estudiadas

El estadio de la epidemia es el que determina qué grupos de poblacion son los que se ha de
investigar. En los paises con epidemias generalizadas, la vigilancia serolégica se lleva a cabo
principalmente entre las mujeres embarazadas que reciben atencién prenatal, y es la base de
sus sistemas de vigilancia. Este tipo de vigilancia se realiza en clinicas o servicios grandes,
consulta externa de hospitales o centros de salud. Por otra parte, en los paises con epidemias
concentradas o de bajo nivel, la vigilancia se dirige principalmente a poblaciones especificas
entre las cuales se percibe un riesgo mas alto de contraer la infeccion por VIH, como son las
trabajadoras sexuales y sus clientes, los usuarios de drogas inyectables o los hombres que tie-
nen relaciones sexuales con hombres. Por lo tanto, se seleccionan para la vigilancia centine-
la los lugares adonde acuden estas personas, por ejemplo, clinicas que atienden infecciones
de transmision sexual o de tratamiento de drogadiccidn, instituciones carcelarias, prostibu-
los, bares y clubes nocturnos. Otras poblaciones que se recomienda estudiar son reclutas del
ejército o conscriptos militares, y grupos laborales que pueden tener un riesgo mas elevado
de infeccion por VIH, como son obreros de fabrica, mineros o trabajadores migratorios. Las
tasas de prevalencia que se encuentren solo deberan aplicarse a los mismos grupos estudia-
dos y no a la poblacion en general.

RECOMENDACION

= Donde la epidemia sea generalizada, se recomienda llevar a cabo la vigilancia centinela por
serologia en los servicios de atencidn prenatal.

= En los casos de epidemias concentradas o de bajo nivel, el sistema de vigilancia debera con-
centrarse en grupos especificos de poblacion que se perciben como de riesgo mas alto, por
ejemplo, trabajadoras sexuales y sus clientes, usuarios de drogas inyectables y hombres que
tienen relaciones sexuales con hombres.

Un tratamiento mas detallado de los métodos de seleccién de grupos de poblacién, las mues-
tras correspondientes y los sitios donde llevar a cabo la vigilancia del VIH supera el propési-
to de este documento.

2.4 Medicidn de la incidencia del VIH

Modificaciones recientes a un tipo de prueba de VIH denominada "detuned assay” o
Algoritmos para Pruebas Estandarizados en Casos de Seroconversion Reciente (APECS o
STARHS, del inglés Standardized Testing Algorighm for Recent HIV Seroconversion). Si bien
no se ha aprobado el uso de esta prueba en ningan pais, excepto como parte de proyectos de
investigacion, aqui se describe brevemente debido a que se sigue estudiando su aplicacién en
el terreno para la vigilancia.

uawinsay E
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El uso de APECS permite determinar si la infeccion por VIH de una persona es reciente.
Especificamente, indica si la persona ha sufrido una conversién seroldgica (produccion de
anticuerpos al VIH) en un plazo promedio de 130 dias antes del examen propiamente tal
(Janssen et al. 1998). La capacidad de distinguir las infecciones recientes de las mas antiguas
permite estimar la incidencia de infecciones recientes, lo cual es sumamente valioso para eva-
luar las tendencias recientes de la infeccion por VIH.
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3.0 Especimenes utilizados para los examenes
de deteccion del VIH

Especimenes utilizados para los exadmenes de deteccion
del VIH

» Seleccion del espécimen
Ventajas y desventajas relacionadas con el uso de sangre completa, suero y plasma
Ventajas y desventajas relacionadas con el uso de orina o secreciones orales

» Obtencidn, procesamiento y almacenamiento de las muestras de sangre
= Obtencién y almacenamiento de orina y secreciones orales
» Rotulacion y registro de los especimenes

Es posible usar varios tipos de especimenes con las técnicas utilizadas para las pruebas de VIH
para la vigilancia biolégica, entre ellos, sangre completa, plasma, suero, secreciones orales y
orina. La seleccion del tipo de espécimen depende de aspectos logisticos, de la poblacion y
sitios seleccionados, y de la estrategia que se use para las pruebas del VIH. Las muestras deben
obtenerse, analizarse y almacenarse de manera apropiada, con el fin de obtener resultados
exactos y fiables.

En el caso de la vigilancia seroldgica, normalmente los especimenes se obtienen y se guar-
dan para luego ser analizados en un laboratorio regional o nacional. Las muestras de suero,
plasma y sangre seca pueden guardarse para ser analizadas en el futuro; en tal caso, la forma
de guardarlas dependera del tipo de espécimen de que se trate.

Las muestras que no se analicen localmente, en su lugar de origen, deberan transportarse a un
laboratorio regional o nacional para ese efecto. Los métodos de transporte varian segun la
infraestructura del pais. Es posible que solo en pocos paises haya sistemas de mensajero que
puedan ir de los establecimientos de salud a los laboratorios y viceversa. Lo mas corriente es
que el personal de terreno lleve las muestras del servicio de salud al laboratorio nacional.

3.1 Seleccion del espécimen
3.1.1 Ventajas y desventajas de usar sangre completa, suero y plasma
Se puede obtener sangre, suero y plasma por puncion venosa o al pinchar la yema de los

dedos (véase el parrafo 3.2). A continuacion se analizan las ventajas e inconvenientes de estos
especimenes en relacion con las pruebas de VIH.
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Ventajas

e Su concentracion de anticuerpos al VIH es mas alta que la que se encuentra en orina o
secreciones orales (Rose et al. 1997).

Potencialmente, con la misma muestra se puede hacer otros andlisis, por ejemplo, para sifi-
lis, hepatitis By C.

Es posible realizar estudios especiales, por ejemplo para tipificacion de VIH (VIH-1 y VIH-2).
Se pueden obtener y analizar facilmente en los establecimientos de salud que cuentan con
un laboratorio y un técnico flebotomiano especializado.

Las muestras se pueden obtener facilmente fuera de los establecimientos de salud (sangre
completa por pinchazo dactilar).

Desventajas

« La técnica para obtener la muestra es invasiva.

< Se requiere contar con un técnico capaz (para obtener y procesar suero o plasma).

Requiere mas equipo que las muestras de sangre y secreciones orales (agujas, tubos, lance-

tas) ademas de la posibilidad de descartar productos bioldgicos peligrosos.

Es dificil obtener muestras de suero o plasma por puncién venosa fuera del &mbito clinico.

« Dado que los productos de la sangre contienen mayores concentraciones de virus y que
para obtener la muestra se usan objetos punzantes, tales muestras presentan un riesgo
mayor para el personal de salud que las secreciones orales.

3.1.2 Ventajas y desventajas de las muestras de orina y las
secreciones orales

Aparte de sangre y productos sanguineos, hay otros especimenes que se prestan para las prue-
bas de deteccion del VIH, como las secreciones orales para las pruebas ligadas que requieren
consentimiento informado. La orina es otro producto, el Unico ademas de la sangre, que se
obtiene para analisis de rutina en algunos servicios de atencion de la salud donde se realizan
pruebas anénimas no ligadas.

Ventajas

< No es necesario contar con técnicos capacitados para obtener y procesar las muestras.

= Se evita el contacto con materiales de laboratorio potencialmente contaminados, como
agujas o jeringas, que deben descartarse como productos bioldgicos peligrosos.

e Las secreciones orales pueden obtenerse en una variedad de situaciones, incluso fuera de
los servicios clinicos de atencién de la salud.

< Es posible que sea mas aceptable entre los grupos de dificil acceso obtener muestras de
secreciones orales que los especimenes que requieren puncion venosa o digital, por lo tanto,
una mayor proporcion de la poblacién blanco podria consentir a la prueba.

Desventajas
e Las pruebas inmunitarias enzimaticas son menos sensibles y especificas que las que utili-
zan sangre (Martinez et al. 1999).
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= Las muestras de orina deben analizarse en el laboratorio (EIA); actualmente no se dispone
de pruebas rapidas para la orina.

Podria ser necesario contar con equipo especial para obtener secreciones orales.

La tecnologia para hacer estas pruebas actualmente es limitada.

Probablemente sean mas caras que las pruebas que utilizan suero o plasma.

Podria requerirse una segunda muestra (de sangre, por ejemplo) de confirmacion.

No sirve para realizar otros analisis relacionados con estudios especiales (por ejemplo, VIH-
1 o VIH-2, subtipificacidn, resistencia antirretroviral).

RECOMENDACION

Para los exdmenes de VIH es preferible utilizar sangre (completa, suero o plasma) porque su
concentracion de anticuerpos de VIH es mas alta que la de orina o secreciones orales. Con
la sangre también se pueden hacer otros andlisis, por ejemplo, de sifilis, hepatitis By C, y
estudios especiales de tipificacion y subtipificacién del VIH y de resistencia antirretroviral.

3.2 Obtencion, procesamiento y almacenamiento de las
muestras de sangre

3.2.1 Sangre completa, suero y plasma

La sangre que se utiliza para la prueba del VIH puede obtenerse por puncion venosa (sangre
completa, suero o plasma) o por puncién dactilar (sangre completa).

3.2.1.1 Procesamiento de sangre obtenida por puncion venosa

Para extraer sangre por puncién venosa, se seguiran los procedimientos clinicos o de labora-
torio. En el Apéndice y en la Seccion 6.3 se explican los procedimientos de seguridad.

Se recomienda seguir los pasos siguientes en el procesamiento de la sangre obtenida por pun-
cién venosa (Comité Nacional de Estdndares de Laboratorios Clinicos [NCCLS] 1998):

1. Extraer un maximo de 10 ml de sangre de la vena del paciente y recogerla en un tubo esté-
ril de 10 ml. Cuando se trata de muestra de suero, se utiliza el frasco de tapa roja (sin anti-
coagulantes). Para las muestras de plasma se utiliza el frasco de tapa morada (con
anticoagulantes, por ejemplo, EDTA).

Por seguridad, se recomienda usar un sistema de recoleccion de sangre evacuada (por
ejemplo, tubo Vacutainer%o) (Nota: se considera falto de ética y, por lo tanto, no se reco-
mienda, que durante la extraccion de sangre de rutina se saque un tubo extra de sangre
con el propdsito exclusivo de hacer pruebas andnimas no ligadas).
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En los casos en que no se pueda procesar el espécimen sanguineo inmediatamente (por
ejemplo, porque no se dispone de centrifuga), la sangre se colocara en un tubo de tapa
morada con EDTA. Se dejara reposar por unos 20 a 30 minutos; luego, se sacara el plas-
ma cuidadosamente con una pipeta de modo que no se saguen muchos glébulos rojos. Se
procesara (véase el paso 3) y analizard en un plazo de 24 horas para evitar la hemdlisis del
espécimen. En este momento, también se puede preparar una muestra de sangre seca con
sangre anticoagulada.

2. El espécimen se centrifugara para separar el suero (sin EDTA) o plasma (con EDTA). Si se
desea obtener suero, se dejara reposar la sangre por lo menos 20 a 30 minutos, de modo
gue se forme un coagulo antes de centrifugar. En general, la muestra de sangre se centri-
fugard a 300 a 400 g 0 1200 a 1500 rpm por 10 minutos, por lo menos (Lennette et al. 1985).

3. Una vez centrifugado el espécimen o después que ha tenido tiempo de separarse, se usara
una pipeta limpia (no se debe verter) para sacar una alicuota de 0,5 ml a 2,0 ml de la capa
superior. Esta se transfiere a un tubo estéril (plastico, no de vidrio) con etiqueta 0 a un
criovial (1,5 a 2,0 ml con tapa atornillada) y se cierra bien. La muestra esta ahora lista para
guardar y analizar.

3.2.1.2 Almacenamiento de sangre y plasma obtenidos por puncidn venosa
Al guardar suero y plasma habra que seguir las siguientes recomendaciones (NCCLS 1990):

« Verificar que la tapa del tubo pléstico o del criovial estd bien cerrada. (No debera usarse
tubo de vidrio para guardar estos especimenes.) Los crioviales se colocaran en una caja de
cartén para congelador que tenga una separacién.

< Si las muestras se transportaran al laboratorio para su andlisis, habré que empacar la caja
de manera vertical en una heladera con paquetes de frio para lograr una temperatura de
4°C. Si no se dispone de paquetes de frio, las muestras de suero podran permanecer a tem-
peratura ambiente por un maximo de 3 dias. Pasado los 3 dias, podria haber crecimiento
bacteriano y dafiarse la muestra.

« Cuando los especimenes no se puedan enviar antes de 3 dias al laboratorio que los anali-
zard, habra que congelar las muestras a —20°C en un congelador que no forme escarcha.
Para almacenar los especimenes por plazos mas largos, deberan congelarse a —70°C en un
congelador del tipo ya mencionado.

< El nimero de ciclos de congelacion/descongelacion debera ser de no mas de 5, ya que las
descongelaciones multiples afectaran el nivel de anticuerpos y, por lo tanto, el resultado del
analisis.

3.2.1.3 Obtencion de sangre por puncién digital

La sangre que se obtenga por puncién digital sirve para realizar una prueba rapida o preparar

una gota de sangre seca en papel de filtro. EI método de gota de sangre seca puede ser prefe-

rible en el &mbito rural o fuera del ambiente clinico, donde a menudo no se cuenta con un téc-
nico flebotomiano ni instalaciones de laboratorio con el equipo necesario, como centrifugas.
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Para obtener un espécimen de sangre dactilar, habra que dar masajes al dedo (de prefe-
rencia el anular o el del medio) para que se acumule sangre en la punta.

Se limpiara la yema del dedo (no la punta ni el costado) con alcohol isopropilico (alcohol
de friccion) al 70%. Se secara el dedo con un trozo de gasa estéril.

Se usara una lanceta estéril para pinchar la yema del dedo. Se limpia la primera gota de
sangre con una gasa estéril y se recoge la siguiente, que se coloca en el equipo de la prue-
ba rapida o en papel filtro para preparar la gota de sangre seca. Si la primera puncién no
sirve, no debera pincharse nuevamente el mismo sitio, sino otra parte del mismo dedo u
otro dedo. Se evitara apretar el sitio de la puncién para sacar mas sangre, dado que esto
puede causar hemolisis del espécimen y afectar el resultado de la prueba (NCCLS 1999).
También puede pincharse el 16bulo de la oreja en vez de un dedo.

3.2.1.4 Preparacion y almacenamiento de gota de sangre seca para la

prueba del VIH

La sangre obtenida por puncion digital o del 16bulo de la oreja puede usarse para preparar la
gota de sangre seca (George et al. 1989). Si bien el método tipico es de puncion digital, las
gotas de sangre seca también pueden formarse con sangre que se haya obtenido de un tubo
con anticoagulante (NCCLS 1997). Las gotas de sangre seca tienen la ventaja de poderse
transportar con facilidad y sin necesidad de contar con cadena de frio. Habra que seguir los
siguientes pasos:

1.

Aplique, en papel de filtro especial, la sangre sacada directamente del dedo o de una pipe-
ta (Papel de filtro 903 de Schleicher y Schuell o papel 180 de Whatman BFC). El papel
podria venir ya con circulos impresos que llenos pueden contener aproximadamente 100
mL de sangre. Si el papel no viene con circulos impresos, se coloca la sangre en el papel
de modo que forme un circulo de 1,5 cm de didmetro. Se deja que la sangre empape el
papel y llene completamente el circulo. Ojo: si la sangre no satura el papel de filtro, ese
papel no debera usarse.

Una vez que el papel de filtro esté saturado de sangre (el circulo se llend), ponga un codi-
go en el costado del mismo.

Cuelgue a secar las tiras de papel de filtro con el circulo de sangre de modo que el aire
circule alrededor del papel. En el comercio existen estantes especiales para colocar las tiras
de papel. Sin embargo, las Gltimas también pueden secarse si se colocan entre dos libros,
pegadas de las puntas con cinta adhesiva, 0 en la mesa del laboratorio, siempre y cuando
la superficie que contiene la sangre no entre en contacto con la superficie de la mesa.
Habra que cerciorarse de que la cinta adhesiva no toque la mancha de sangre.

Déjense secar las gotas de sangre al aire a temperatura ambiente por 4 horas por lo menos
(24 horas en climas humedos). Estas manchas de sangre no deberan calentarse, ponerse
una sobre otra ni dejar que toguen otras superficies mientras se secan.
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5. Una vez que las manchas de sangre se han secado bien, la tira de papel se envuelve en una
hoja de papel cristal o de plastico para evitar que se contamine una mancha con otra.

6. Coldquense las tiras envueltas en una bolsa impermeable al gas con desecante y tarjetas
gue indiquen la humedad. Cada bolsa puede llevar hasta 20 tiras de papel. Se pueden dejar
a temperatura ambiente por un periodo maximo de 30 dias y luego guardar a 4 °C por un
plazo de 90 dias. Si las gotas de sangre seca en las bolsas de plastico se han de guardar
por méas de 90 dias, deberan mantenerse a —20 °C (George et al. 1989). Se ha demostrado
que, si la sangre seca se guarda bien, se conserva estable por 2 afios, por lo menos. Las
bolsas deben colocarse en un sobre grueso para su envio (Knudsen et al. 1993).

3.3 Obtencion y almacenamiento de orina y secreciones
orales

3.3.1 Obtencion de orina y secreciones orales

Para obtener la muestra deberdn seguirse las instrucciones de las pruebas y las normas apli-
cables a los procedimientos de laboratorio locales. Véase en la seccion 6.3 la informacion
sobre procedimientos de seguridad.

3.3.1.1 Orina

Hay una variedad de protocolos para la inmunovaloracién enzimatica de muestras de orina.
No obstante, no se dispone actualmente de pruebas rapidas para especimenes urinarios.

A continuacién se presentan algunas consideraciones importantes con respecto a la obten-
cion de muestras de orina:

< Se necesita normalmente un minimo de 200mL de orina para realizar una prueba de inmu-
novaloracién enzimatica.

< La muestra puede obtenerse a cualquier hora del dia y en cualquier momento del flujo uri-
nario.

e Puede agregarsele una substancia que preserve la orina para guardarla, pero esto no es un
requisito.

3.3.1.2 Secreciones orales
Las secreciones orales pueden analizarse tanto con inmunovaloracion enzimatica modificada
como con las pruebas rapidas. Estas Gltimas se encuentran actualmente en fase de evaluacion

en el terreno.

A continuacién figuran los pasos necesarios para obtener muestras de secreciones orales:
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1. Usese una almohadilla tratada especialmente y adherida a un sostén de plastico (este ulti-
mo normalmente es parte del producto provisto por el fabricante).

2. Coloquese la almohadilla en la boca del paciente, contra la cara interna de la mejilla, por
el tiempo que indiquen las instrucciones del fabricante. A continuacién ponga la almoha-
dilla en un tubo con solucién preservativa (normalmente provista también por el fabri-
cante de la prueba).

Dada la complejidad de este tipo de analisis, las muestras de secreciones orales deberan enviar-
se a un laboratorio nacional para realizar la prueba de EIA.

3.3.2 Almacenamiento de orina y secreciones orales

Las muestras de orina deberan colocarse en crioviales con una substancia que las preserve, y
pueden guardarse por un plazo de 1 afio, maximo, a una temperatura de 4 °C a 8 °C. Las
muestras de orina no deben congelarse para el examen de VIH.

Las muestras de secreciones orales se pueden guardar a temperaturas de 4 °C a 37 °C por un
maximo de 21 dias (incluido el tiempo que toma el traslado y el analisis). Las muestras de
secreciones orales deberan refrigerarse durante el traslado. Se pueden congelar los especime-
nes (-20 °C) por un periodo corto (aproximadamente 6 semanas). Una vez que se desconge-
lan pueden volverse a congelar una vez mas. Habrd que consultar las instrucciones que
vienen con la prueba antes de realizarla con el fin de obtener informacion més especifica
sobre las condiciones de almacenamiento.

3.4 Rotulacién y registro de los especimenes
3.4.1 Rotulacion de los especimenes

Es necesario rotular con un codigo el tubo plastico, criovial o papel de filtro con la muestra al
momento de obtenerla y procesarla. Si para ese efecto se usa una etiqueta, habré que tener cuida-
do de ponerla sobre la pared del tubo y no en la tapa. Para los crioviales habra que usar etiquetas
impresas disefiadas especialmente para adherirse al tubo durante el almacenamiento en congela-
dor. Los coordinadores de la vigilancia deberan dar al personal de campo que obtiene las muestras
una serie de etiquetas o marcadores permanentes, ademas de los codigos que deberan usar.
Cuando se esté haciendo vigilancia con pruebas anénimas no ligadas, el tubo sélo se rotula-
ra con un codigo no ligado al nombre de la persona a quien pertenece la muestra (véase la
figura 2.1).

3.4.2 Registro de los especimenes
Habra que mantener un libro de registro de laboratorio o listado separado para la vigilancia

en el cual se anotaran los resultados de las pruebas de VIH con su codigo respectivo. El libro
de registro debera poder verlo solo el personal de laboratorio o quien esté a cargo de la vigi-
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lancia y, mientras no esté en uso, debera mantenerse guardado bajo llave para garantizar el
caracter confidencial de los resultados de las pruebas y de su participacién en las actividades
relacionadas con la vigilancia (véanse las figuras 2.1y 2.2).

En el caso de las pruebas an6nimas no ligadas, solo se anotara en el libro de registro o lista-
do el cédigo nuevo y el resultado de la prueba de VIH. No se registrara informacion personal
alguna sobre los pacientes que dieron la muestra. Los resultados de la prueba del VIH se rela-
cionan con los datos demogréaficos obtenidos en el formulario de vigilancia por medio del
nuevo codigo. (Véase la figura 2.1.)
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4.0 Técnicas Yy estrategias actuales de
deteccion del VIH aplicadas a la vigilancia

Técnicas y estrategias actuales de deteccion

e Técnicas para la deteccion (inmunovaloracion enzimatica y pruebas rapidas)
Caracteristicas y aplicaciones de los examenes
Pasos generales para realizar el examen

e Estrategias I, Il y 11l de ONUSIDA y la OMS para realizar los examenes

4.1 Técnicas para la deteccion del VIH

4.1.1 Resumen de los aspectos relacionados con los examenes de
deteccion del VIH

Las técnicas relacionadas con los exdmenes de deteccion del VIH actualmente pueden
identificar:

e Anticuerpos al VIH (por ejemplo, inmunovaloracién enzimaética, pruebas rapidas, Western
Blot, prueba de inmunofluorescencia, aglutinacion de particulas)

« Antigenos especificos del VIH (por ejemplo, inmunovaloracion enzimatica, prueba de antigeno)

= Acido nucleico viral del VIH (por ejemplo, por reaccion en cadena de polimerasa u otra téc-
nica)

« VIH (por cultivo viral)

En los paises en desarrollo, ya sea para la vigilancia o el diagnéstico, los métodos de deter-
minacidén del antigeno, el acido nucleico viral o el VIH propiamente son caros, mas dificiles
de realizar desde el punto de vista técnico y a menudo méas propensos a errores de laborato-
rio. Por otra parte, en la mayoria de los paises industrializados, el diagnostico se realiza
actualmente por medio de una prueba de EIA para la deteccién o el tamizaje, y en caso de
reaccion positiva, el resultado se confirma con un examen de Western Blot. No obstante, se
ha demostrado en algunos estudios que las pruebas de inmunovaloracion enzimatica y las
pruebas rapidas de Gltima generacion dan una confirmacion tan fiables como el examen de
Western Blot. Comparados con este ultimo, los EIA y las pruebas rapidas son més baratos, no
requieren un alto nivel de pericia técnica para realizar o interpretar la prueba y producen
menor ndmero de resultados indeterminados (Tam 1999; Stetler et al. 1997). Por ello, el ONU-
SIDA y la OMS recomiendan estrategias de tamizaje alternativas utilizan combinaciones de
EIA o pruebas rapidas para confirmar un resultado positivo inicial (ONUSIDA 1997). La pri-
mera prueba (de tamizaje) deberia ser de alta sensibilidad de manera que detecte de manera
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fidedigna los anticuerpos en la muestra. La segunda pruebas (confirmatoria) deberia ser alta-
mente especifica para confirmar que la muestra contenga verdaderamente anticuerpos espe-
cificos para el VIH (ONUSIDA/OMS 1999).

La mayoria de las EIA y pruebas rapidas contienen antigenos contra el VIH-1 y el VIH-2 por
lo que pueden detectar anticuerpos para los dos tipos de VIH. Sin embargo, la mayoria de las
pruebas no distinguen entre el VIH-1 y el VIH-2. Estas pruebas se recomiendan con fines
diagndsticos y de vigilancia porque son mas precisas y costo-eficientes. Las cuatro categori-
as definidas por el ONUSIDA y la OMS segun el grado de complejidad de las pruebas de detec-
cién de anticuerpos al VIH son: 1) No requiere equipo ni experiencia de laboratorio adicional;
2) Requiere que se preparen los reactivos o un proceso de varios pasos; 3) Requiere cierta
capacidad especifica, por ejemplo, para hacer la dilucién, y 4) Requiere equipo y técnicos de
laboratorio capacitados (ONUSIDA/OMS 1998).

RECOMENDACION

Entre todas las tecnologias disponibles, las EIA y las pruebas rapidas son las mas precisas
y costo-eficientes tanto para vigilancia como para diagndstico

4.1.2 Inmunovaloracion enzimatica (EIA)
4.1.2.1 Descripcion general

Este tipo de prueba funciona por la interaccién primaria de antigeno y anticuerpo y utiliza
lisado viral completo de VIH o uno o més antigenos del virus. Las primeras EIA daban un
mayor numero de resultados falsos positivos que las pruebas actuales, de tercera generacion
(Tam 1999). Las preparaciones de antigeno en las versiones méas antiguas de la prueba teni-
an mas reacciones cruzadas con componentes de la célula huésped (lineas celulares de linfo-
citos humanos utilizadas para cultivar el virus). Por lo tanto, era necesario confirmar los
resultados positivos de la inmunovaloracion enzimatica con una prueba de Western Blot. No
obstante, las EIA de segunda y tercera generacion han mejorado sensiblemente en cuanto a
especificidad y sensibilidad, por lo cual han pasado a ser buenas opciones como pruebas de
confirmacion. El uso de proteinas recombinantes y péptidos sintéticos también mejoré la sen-
sibilidad al reducir el periodo no reactivo que sigue a la infeccién inicial con el VIH y per-
miti6 asi detectar tempranamente la infeccion (ONUSIDA/OMS 1999). La mayoria de las EIA
para VIH contiene antigenos de VIH-1y VIH-2; asimismo, la prueba se ha perfeccionado para
detectar los anticuerpos a ambos virus (Tam 1999; ONUSIDA/OMS 1999).

4.1.2.2 Caracteristicas de la inmunovaloracion enzimatica
El uso de las EIA da mejores resultados en los laboratorios regionales o nacionales, ya que

requiere contar con técnicos de laboratorio bien adiestrados y capaces y equipo tecnoldgico
de avanzada (incubadoras, lavadoras y espectrofotébmetros) que requiere mantenimiento y
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energia eléctrica sin interrupcion. ElI uso mas eficiente de este tipo de prueba se da en los
laboratorios que procesan un gran namero de muestras diariamente (100 o mas) o cuando las
muestras se procesan en lotes, situacion bastante comun en la vigilancia centinela. El dise-
fio mismo de la prueba hace que no sea un buen método para procesar unos pocos especi-
menes, ya que en esos casos el costo en relacion con la eficacia es demasiado alto. No
obstante, si un laboratorio procesa corrientemente un minimo de 50 muestras diarias, las EIA
podrian presentar ventajas sobre las pruebas rapidas. A menudo los laboratorios acumulan las
muestras para procesarlas en lotes, todas al mismo tiempo, con lo cual los resultados se retra-
san algunos dias o incluso 2 o 3 semanas. Si bien este retraso podria constituir un problema
cuando se trata de pruebas de diagndstico, no es asi en relacion con las pruebas anénimas no
ligadas, porque el paciente no espera recibira los resultados de su prueba. De hecho, un resul-
tado que se obtiene el mismo dia en que se obtuvo la muestra podria facilitar la identifica-
cion de la persona que la proporciond. Por lo general, la inmunovaloracion enzimatica se
Ileva a cabo en laboratorios regionales o nacionales (véase la seccion 6.0) con lo cual se faci-
lita el establecimiento de sistemas de garantia de calidad y medidas de control de calidad,
puesto que solo se instaurard en unos pocos laboratorios (véase la seccién 6.0). El uso de este
tipo de prueba serd muy limitado en el medio rural, ya que la infraestructura de laboratorios
y la disponibilidad de equipos probablemente sea insuficiente en esos lugares (Cuadro)

El costo de un andlisis por EIA varia de US$1 a $2. Si se suman los costos directos e indi-
rectos (tecnologia, personal y equipo), el costo real podria superar los $15 6 $20 por prueba
(Brown y Burke 1995). No obstante, si los costos directos e indirectos se sufragan entre varios
programas (tamizaje de sangre, diagnoéstico y vigilancia), la parte correspondiente a la vigi-
lancia podria reducirse a alrededor de $4 a $6.

RECOMENDACION

Las pruebas de inmunovaloracién enzimatica son eficientes cuando se llevan a cabo en
laboratorios que procesan diariamente un nimero grande de muestras, que es normalmen-
te el caso cuando se realiza vigilancia centinela de la infeccion por VIH.

4.1.2.3 Como se realiza la inmunovaloracion enzimatica

Estas pruebas pueden utilizarse con muestras de suero, plasma, orina, secreciones orales e,
incluso, con gotas de sangre seca (una vez eluido). El examen dura de 2 a 4 horas (incluido el
tiempo de preparacion y dilucion). Si es necesario confirmar el resultado, serd necesario contar
con otras 3 a 4 horas. Se recomienda seguir las instrucciones especificas de cada fabricante.

A continuacion figuran los pasos que, en general, hay que dar para realizar una prueba de
inmunovaloracién enzimatica:

1. Se diluye el espécimen en el buffer y se coloca en la placa con las hendiduras con antige-
no de VIH adherido a la placa.
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2. Se incuba la placa y se lava segun lo indica el protocolo.

3. Se agrega conjugado de inmunoglobulina-enzima antihumana, que reacciona con el anti-
cuerpo de VIH especifico, cuando este esta presente.

4. Se incuba.
5. Se lava la placa y se agrega substrato de enzima; se incuba segun se indica.

6. Se agrega una solucion para detener la reaccion de la enzima y se lee la absorbencia de la
solucién en el espectrofotdmetro.

La reaccion es positiva cuando la muestra colocada en la hendidura de la placa cambia de
color o se tifie. El color sefiala la presencia de anticuerpos especificos al VIH. La reaccion
puede medirse mejor con un espectrofotometro de placa de EIA.

Los siguientes elementos son indispensables para realizar con éxito la prueba de EIA:

« La fecha de la prueba tiene que estar vigente y no haber caducado.

= El equipo debe estar bien calibrado y bien mantenido.

= Deben seguirse estrictamente los tiempos de incubacion y dilucion descritos en las instruc-
ciones del fabricante.

« El agua que se use deberd ser desionizada.

« Debe usarse un espectrofotometro para leer los resultados de manera exacta y objetiva.

= El personal se habra capacitado sobre las técnicas que se utilicen.

e Habrda energia eléctrica constante, ya que los cortes de luz afectan el almacenamiento de
los reactivos y el funcionamiento del equipo.

4.1.3 Pruebas rapidas
4.1.3.1 Descripcion general

Las pruebas rapidas se generaron en respuesta al interés de contar con examenes de anti-
cuerpos al VIH que pudieran dar resultados en el dia y que se pudieran hacerse sin reactivos
0 equipo que no formen parte de la prueba propiamente tal. Son cuatro los principios inmu-
noldgicos que sirven de base a las pruebas rapidas actuales: aglutinacion de particulas, inmu-
nodot (tira sumergible), inmunofiltracion (dispositivo inmunoadsorbente) e
inmunocromatografia (flujo lateral) (ONUSIDA/OMS 1998). La mayoria de las pruebas rapi-
das contienen antigenos de VIH-1 y VIH-2 y detectan los anticuerpos a ambos (Tam 1999;
ONUSIDA/OMS 1999). Los resultados positivos aparecen como amontonamiento, mancha,
punto o linea, segun el formato de la prueba que se use. Tanto la sensibilidad como la espe-
cificidad de las pruebas rapidas de ultima generacion son similares a las de las EIA. En
muchos paises en desarrollo ya se esta usando o evaluando pruebas para tamizaje, diagnés-
tico y vigilancia epidemioldgica.
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4.1.3.2 Caracteristicas de las pruebas rapidas

Este tipo de pruebas es Gtil en los laboratorios pequefios que llevan a cabo diariamente menos
de 100 examenes de deteccion del VIH. También sirve para aquellos laboratorios que no cuen-
tan con electricidad o equipo y en lugares donde la infraestructura de laboratorio es limitada.
En ciertos casos, estas pruebas podrian presentar ventajas aun cuando se haga méas de 100 exa-
menes diarios, pero que sea solo en algunos periodos del afio. El resultado puede obtenerse
normalmente en menos de 45 minutos y se interpreta facilmente. Aln asi, se requiere dar algo
de capacitacion para realizar la prueba de manera correcta y aprender a interpretar el resulta-
do. Por lo general, los estuches de las pruebas contienen todos los reactivos necesarios para el
analisis, y no se necesita agregar otros reactivos ni equipo. Muchas pruebas rapidas pueden
realizarse sin electricidad, equipo especial, refrigeracion o personal altamente calificado; sin
embargo, algunas requieren refrigeracion para ciertos reactivos que son sensibles al calor.

Las pruebas rapidas podrian servir para realizar examenes confidenciales ligados entre los gru-
pos de poblacién menos accesibles desde el punto de vista social, como son las trabajadoras
sexuales y las personas que usan drogas inyectables, o geogréfico, en el caso de habitantes de
lugares remotos. En estos casos la oportunidad de dar los resultados de los examenes a cada
persona después del contacto inicial es limitada. Por lo tanto, podria ser necesario hacer las
pruebas (tamizaje y confirmacion) en el mismo lugar y dia en que se toma la muestra (Respess,
Rayfield y Dondero 2001). Cuando esté previsto dar los resultados a la persona que someti6 a
la prueba, debe hacerse un examen de confirmacion (por ejemplo, otra prueba rapida o EIA).

Normalmente las pruebas rapidas cuestan entre US$1 y $3, un poco mas caras que las de EIA,
aunque las primeras podrian ser mas eficaces en relacién con el costo que las ultimas, si se
toma en cuenta el costo adicional de la EIA (equipo, infraestructura de laboratorio, capacita-
cion de tecnologos). Asimismo, los pasos necesarios que conlleva una prueba rapida son muy
pocos, por lo cual son menos también las oportunidades de cometer errores en comparacion
con la EIA. Por lo demés, la mayoria de las pruebas rapidas incluyen su propio sistema de
control interno de calidad. No obstante, cuando se utilicen las pruebas rapidas es necesario
establecer y poner en préctica medidas de garantia de calidad y control externo de calidad en
todos los sitios en que se utilice.

RECOMENDACION

Las pruebas rapidas son utiles donde el uso de EIA no es factible o practico y en zonas geo-
gréficas con poca infraestructura de laboratorio. Las pruebas rapidas también son apropia-
das cuando se trata de poblaciones menos accesibles socialmente (usuarios de drogas
inyectables, trabajadoras sexuales) o de habitantes de zonas geograficamente remotas. En
estos casos probablemente sea necesario hacer el andlisis y obtener el resultado en el lugar
y dia en que se toma la muestra.
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1 Cuadro 4. Comparacion de dos métodos de pruebas de VIH:
§ inmunovaloracion enzimatica (EIA) y pruebas rapidas
g‘ Método de |Especimenes| Ventajas Desventajas Costo? Grado de
prueba (en US$) complejidad®
EIA Suero « Pueden someterse |« No es flexible (es nece- | 1-2 4
Plasma en lotes: sirven sario completar un
Gotas de para =100 muestras | ndmero minimo de
sangre seca| a la vez. pruebas para lograr el
Secreciones | « Puede automatizarse.| maximo de eficiencia).
orales » Garantia de cali- |« Necesita de tecnélogos
Orina dad/control de cali-| capacitados para hacer
dad en laboratorios | el examen e interpretar
nacionales y regio- | los resultados.
nales; mas facil de |« Los resultados se
controlar. obtienen en >2 horas
= El costo unitario es| (>5 horas cuando se
mas bajo que el de | requieren dos pruebas)
las pruebas rapidas.| ® Se necesita equipo
« Detecta temprana- especial y manteni-
mente a las personas | miento del equipo.
con seroconversion; | « Se necesita mantener los
es muy sensible y, reactivos refrigerados.
por lo tanto, reduce el
periodo no reactivo.
Prugbas « Suero « Se puede examinar | « No son buenas para 1-3 Para pruebas
rapidas = Plasma de 1 a 100 mues- examinar mas de 100 con base en :
« Sangre tras a la vez. muestras a la vez.
completa | Necesita un equipo |« Los sistemas de garan- Inmunocromato
= Secreciones| Y reactivos minimos.| tia de calidad y control grafia -1
oralesc « Se puede hacer en de calidad funcionan
una clinica (en el en sitios maltiples, por Tira sumergible
lugar de toma de la| lo que requieren mas y membrana
muestra). control. adsorbente—-2
« No requiere perso- | Su costo por unidad es
nal altamente cali- | mas alto que el de las Aglutinacién -3
ficado. EIA.
* Se dispone de los |« La seleccion de la
resultados en <45 estrategia de deteccion
minutos. puede requerir varios
* Los insumos se especimenes.
pueden guardar a |« Puede darse diferencia
temperatura de resultados segun
ambiente (mas quien los interpreta,
estabilidad) especialmente con
algunos formatos, por
ejemplo, el de aglutina-
cién de particulas.

a El costo del método de prueba que se use depende de los costos directos e indirectos.
b Las cuatro categorias definidas por el ONUSIDA y la OMS segun el grado de complejidad de las pruebas de deteccién de anticuerpos al VIH son:

1) No requiere equipo ni experiencia de laboratorio adicional; 2) Requiere que se preparen los reactivos o un proceso de varios pasos; 3) Requiere
cierta capacidad especifica, por ejemplo, para hacer la dilucién, y 4) Requiere equipo y técnicos de laboratorio capacitados (ONUSIDA/OMS 1998).
¢ Las pruebas rapidas de secreciones orales se estan evaluando en el terreno.
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4.1.3.3 Como se realiza una prueba rapida

Las pruebas rapidas pueden realizarse con muestras de suero, plasma, sangre completa o secre-
ciones orales. Estas ultimas actualmente se encuentran en la fase de evaluacion en terreno. En
el momento no se dispone de una prueba rapida para muestras de orina. En algunos tipos de
pruebas rapidas la preparacion del espécimen puede tomar de 10 a 20 minutos, pero las méas
sencillas no requieren preparacion alguna. En consecuencia, es posible obtener resultados con-
firmados del examen en menos de 45 minutos, a partir del momento en que se aplica el dis-
positivo o la tira al espécimen. Deben seguirse las instrucciones que el fabricante incluye con
el estuche de la prueba. La mayoria de los resultados se puede leer facilmente ya que toma la
forma de amontonamiento, mancha, punto o linea, segun el tipo de prueba que se use.

Los siguientes elementos son fundamentales para el éxito de la prueba rapida:

La fecha del estuche no debe haber caducado.

Debe darse capacitacién en el método que se use.

Hay que seguir las instrucciones del fabricante.

La persona que lee los resultados debe interpretarlos correctamente.

4.2 Estrategias de deteccion del VIH aplicadas a la vigilancia

El ONUSIDA y la OMS recomiendan tres criterios para seleccionar la estrategia de deteccion
del VIH (es decir, la seleccion del método apropiado de deteccion o de una combinacion de
pruebas) (ONUSIDA/OMS 1998):

1. Objetivo de la prueba (vigilancia, tamizaje de la sangre o diagnostico)
2. Sensibilidad y especificidad de la(s) prueba(s) que se elija
3. Prevalencia del VIH en la poblacion objeto de la prueba

Una vez definidos estos criterios, la estrategia de deteccion del VIH puede seleccionarse de
modo que logre una sensibilidad y especificidad maximas con un costo minimo. Las tres
estrategias recomendadas por ONUSIDA y la OMS son (Véase la figura 4):

Estrategia I:

= Solo necesita una prueba.

e Se usa para hacer el diagnéstico en grupos de poblaciéon con una prevalencia de mas de
30% entre las personas con signos o sintomas clinicos de infeccién por VIH.

« Se usa para el tamizaje de sangre en todas las situaciones, al margen de la tasa de prevalencia.

« Se usa para la vigilancia entre grupos de poblacién cuya prevalencia de infeccion por VIH
es més de 10% (por ejemplo, vigilancia por medio de pruebas andénimas no ligadas entre
mujeres embarazadas que se atienden en clinicas prenatales). No se entregan los resultados.
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Estrategia Il:

e Requiere un maximo de dos pruebas.

« Se usa para el diagndéstico en poblaciones cuya prevalencia de infeccion por VIH es menos
de 30% entre personas que presentan signos o sintomas clinicos de la infeccién o més de
10% entre individuos asintomaticos.

« Se usa en la vigilancia dirigida a grupos de poblacion cuya prevalencia de infeccion por
VIH es menos de 10% (por ejemplo, pruebas anénimas no ligadas para la vigilancia entre
pacientes de clinicas de atencidn prenatal o infecciones de transmision sexual). No se entre-
gan los resultados.

_|
D~
o
>
o
QD
(7]
o
(¢>]
o
D
—+
D
o
D7
O
>

Estrategia IlI:

< Requiere un maximo de tres pruebas.

= Se usa para el diagnostico de poblaciones cuya prevalencia de infeccion por VIH es menos
de 10% entre personas asintomaticas.

Figura 4. Estrategias de deteccion del VIH recomendadas por ONUSIDA y la OMS

Estrategia | Estrategia Il Estrategia Ill
Tamizaje/Vigilancia Vigilancia/Diagndsti Diagndstico
Al Al Al
I I I I I I
ALt AL AL+ AL AL+ AL
Positivo Negativo Negativo Negativo
A2 A2
I I I I
AL+A2+ AL+ A2- AL+A2+ AL+ A2-
Positivo Negativo Positivo
A3
P = Prueba |
1,2,3 = Orden de las pruebas | |
+ = Reactivo
Positivo Negativo

En el caso de las estrategias que puedan requerir mas de una prueba (la Il y la 11l de las men-
cionadas), la seleccion del método de la prueba y el orden en que se aplica (algoritmo) son
importantes para lograr resultados correctos. En primer lugar las pruebas deben hacerse con
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antigenos distintos. Segundo, la primera prueba debe tener maxima sensibilidad y la segun-
da, maxima especificidad. La primera prueba corresponde al tamizaje, de modo que ideal-
mente debe ser muy sensible para detectar todos los casos positivos. Dado que habré algunos
casos falsos positivos, la segunda prueba (de confirmacion) debera ser de alta especificidad,
para garantizar que todos los casos verdaderamente negativos se detectan como tales.
Ademas, cuando se usa la Il o la Il estrategia, se recomiendan pruebas de suero, plasma o
sangre seca, de modo que puedan realizarse varias pruebas sobre el mismo espécimen y evi-
tar asi tener que obtener otras muestras.

Para las pruebas que usan secreciones orales o sangre de puncién digital, el espécimen se
coloca directamente en el aparato de la prueba rapida, por consiguiente, serd necesario obte-
ner una segunda muestra para la confirmacién, si es que la primera resulta reactiva. En con-
secuencia, para la | y la Il estrategia se recomienda que, dentro de lo posible, se realicen dos
pruebas rapidas simultdneamente con el mismo espécimen o producto de la misma puncion
digital y luego se analicen como si se hubieran obtenido consecutivamente.

Esta situacion puede surgir como parte de los exdmenes confidenciales ligados de poblacio-
nes de dificil acceso. En tales casos se presenta una oportunidad Unica para obtener el con-
sentimiento informado, tomar la muestra, hacer la prueba y dar los resultados y la consejeria
al cliente. Las pruebas répidas son las Unicas que funcionan de modo tal que se pueda hacer
el tamizaje y la confirmacion en el mismo sitio durante un mismo dia. Si la muestra es de
sangre, se pueden preparar gotas de sangre seca con el objeto de realizar el control de cali-
dad (Respess, Rayfield y Dondero 2001).

RECOMENDACION

Cuando se apliquen la Il o la Il estrategia, se recomiendan las pruebas de suero, plasma o
gotas de sangre seca, de modo que pueda hacerse mas de una prueba con una muestra Gnica
para evitar tener que obtener especimenes adicionales.
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5.0 Seleccion y evaluacion de las técnicas
utilizadas para los examenes de deteccion
del VIH aplicadas a la vigilancia del virus
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Seleccion y evaluacion de la tecnologia de los examenes
de deteccion del VIH
» Elementos de la seleccio

Recomendaciones de ONUSIDA/OMS Recommendations Regarding Selection of
ElAs or Rapid Test)

Informe anual de ONUSIDA/OMS Annual Report of Operational Characteristics of
Available Tests in Laboratory Settings

Caracteristicas operativas de las pruebas en el terreno
Condiciones nacionales

= Evaluacion nacional de las pruebas seleccionadas

Evaluacion de las pruebas en el laboratorio nacional de referencia, laboratorio
regional y entornos donde existe la mayor posibilidad de que se usen

En muchos paises se usa una variedad de técnicas y algoritmos para la deteccion del VIH. Por
ejemplo, un laboratorio nacional de referencia puede hacer la primera deteccion con una
prueba rapida y confirmar el resultado con una de inmunovaloracién enzimatica; por su
parte, el laboratorio regional podria estar usando pruebas rapidas diferentes a las del labora-
torio nacional tanto para deteccién como para confirmacion. Estas diferencias obligaran al
coordinador de la vigilancia a llevar un registro de todas las técnicas y algoritmos que se uti-
licen en el pais para detectar y confirmar el VIH. Asimismo, con el fin de garantizar que los
datos de la vigilancia sean fidedignos y comparables a lo largo del tiempo, habra que redu-
cir a un minimo las técnicas utilizadas para las pruebas de VIH en el pais.

RECOMENDACION

El coordinador de la vigilancia del VIH debera llevar un registro de todas las técnicas y
algoritmos que se utilicen en el pais para detectar y confirmar el VIH.

5.1 Seleccion de los examenes

En los paises en desarrollo, la seleccion de la técnica mas apropiada para el examen de VIH
puede ser una tarea compleja, ya que es posible que no se cuente con un grupo técnico ase-
sor que pueda estudiar y evaluar las pruebas disponibles. En consecuencia, la agencia de coo-
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peracion financiera acaba siendo la que selecciona la prueba, con base en el precio o por
influencia del fabricante. Por el contrario, si el pais cuenta con una infraestructura nacional
de laboratorio adecuada, las técnicas para las pruebas podrian evaluarse en los propios labo-
ratorios nacionales. No obstante, la evaluacion nacional de estas técnicas a menudo puede
verse limitada por el costo y la falta de personal capacitado para llevarla a cabo y por la falta
de capacidad para procesar las muestras y transportarlas al laboratorio nacional.

Cuando no sea posible hacer una evaluacion nacional, el pais debe analizar los elementos per-
tinentes a la seleccién y asi elegir la prueba de la lista actual preparada por el ONUSIDA y la
OMS o seleccionar la prueba con base en las evaluaciones que haya llevado a cabo algun ente
independiente sin fines de lucro, de preferencia en la region.

Figura 5. Seleccion de la prueba de deteccion del VIH

Seleccion de la estrategia de deteccién

Y

Estrategia | Estrategia Il Estrategia Il

A4

Seleccion de las pruebas a evaluar con base en:

= Recomendaciones de ONUSIDA/OMS para la utilizacion de pruebas rapidas o de
inmunovaloracion enzimatica

m Caracteristicas operativas (por ejemplo, exactitud) de las pruebas comerciales disponibles,
seglin ONUSIDA/OMS

m Caracteristicas operativas de las pruebas en el terreno

= Situacion nacional

Hagase una evaluacion nacional*

Si No
Seleccionar la prueba o las pruebas Seleccionar la prueba o las pruebas de la
con base en los resultados de la evaluacion lista de ONUSIDA/OMS**

* Determinar la sensibilidad y especificidad de las pruebas elegidas en el &mbito clinico y del laboratorio.
** Seleccionar la mejor prueba o pruebas, para la Il 'y la Il estrategia, ordenar las pruebas.
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RECOMENDACION

Antes de elegir las pruebas para un determinado pais, habra que evaluar su exactitud y carac-
teristicas operativas en ese pais; si eso no fuera posible, se seleccionaran las pruebas después
de una evaluacion independiente realizada por una institucion sin fines comerciales.

Elementos de la selecciéon

En primer lugar habra que seleccionar el tipo de técnica de deteccion del VIH que se usard,
ya sea inmunovaloracién enzimdtica, pruebas rdpidas o una combinacion de ambas.
Seguidamente, se analizaran las caracteristicas operativas de la técnica en relacion con la
infraestructura nacional y la capacidad del personal de laboratorio, y en cuanto a la disponi-
bilidad de un sistema de garantia de calidad y medidas de control.

8 Recomendaciones de ONUSIDA/OMS en cuanto a la seleccion de pruebas de inmunovalo-
racion enzimatica o rapidas (Recommendations Regarding Selection of EIAs or Rapid Tests).
El ONUSIDA y la OMS recomiendan, de preferencia, el uso de pruebas rapidas en vez de la
inmunovaloracién enzimaética en zonas geogréaficas remotas o donde no se cuenta con infraes-
tructura de laboratorio y en hospitales pequefios donde se realizan menos de 100 exdmenes
diariamente. En estos casos las pruebas rapidas toman menos tiempo y son més faciles de
hacer; ademas, la mayoria duran mas tiempo que los reactivos de las pruebas de inmunova-
loracion enzimatica (ONUSIDA/OMS 1998). Las pruebas rapidas son ideales en los niveles loca-
les, dado que son sencillas y sus costos indirectos son bajos (especialmente en cuanto a equipo
y su mantenimiento). EIl ONUSIDA y la OMS recomiendan el uso de las pruebas de inmuno-
valoracion enzimatica en lugares donde se cuenta con buena infraestructura de laboratorio y
personal capacitado y para hospitales que realizan mas de 100 analisis por dia. La utilizacion
de estas pruebas resulta eficiente cuando las muestras se procesan en lotes. Asimismo, su apli-
cacion en los laboratorios nacionales o regionales es facil (ONUSIDA/OMS 1998).

e Informe anual de OMS Annual Report of Operational Characteristics of Commercially
Available HIV Tests (Caracteristicas operativas de las pruebas de VIH disponibles comer-
cialmente, http://www.who.int/bct/BTS). La OMS y el ONUSIDA publican un informe anual
sobre las caracteristicas operativas de las pruebas de VIH que se encuentran en el merca-
do. El informe incluye una evaluacion de las pruebas segun su sensibilidad y especificidad,
facilidad de utilizacion, aplicabilidad en laboratorios pequefios y costo (ONUSIDA/OMS
1999). Para obtener ejemplares de este informe debe solicitarse a ONUSIDA u OMS en las
siguientes direcciones electrénicas: unaids@unaids.com o publications@who.int. Como ya
se indicara en la seccion 4.2, se recomienda utilizar pruebas que sean sumamente exactas
con el fin de disminuir el nimero de resultados falsos negativos y falsos positivos. Las nue-
vas recomendaciones de ONUSIDA y la OMS sefialan que las pruebas de anticuerpos al VIH
propuestas para la vigilancia centinela deben mostrar una especificidad de por lo menos
95% (ONUSIDA/OMS 1998). Actualmente la mayoria de las pruebas disponibles tienen una
especificidad de 98% o mas, pero la sensibilidad y especificidad real de las pruebas en el
campo varian segun el origen geografico de los especimenes (ONUSIDA 1997).
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» Caracteristicas operativas de las pruebas aplicadas en el terreno. Es importante conside-
rar las caracteristicas operativas de las pruebas seleccionadas aplicadas al pais en el cual se
pondran en uso. Las mas importantes son la facilidad con que se pueden usar, el costo uni-
tario, como se almacenan, duracion, equipo necesario y su mantenimiento, necesidad de
capacitacion y disponibilidad constante de los insumos de parte de los fabricantes (ONUSI-
DA 1997).

« Condiciones nacionales. Las caracteristicas del pais que habrd que tomar en cuenta para
seleccionar la prueba incluyen el nimero de anélisis que se hara diariamente, la capacidad
técnica del personal de laboratorio, el costo de las pruebas, la infraestructura de laborato-
rio, la existencia de un laboratorio de referencia, medidas de control y garantia de calidad
en el laboratorio, capacidad de almacenamiento (control de temperatura y refrigeracion) y
logistica (por ejemplo, suministros y energia eléctrica).

5.2 Evaluacion nacional de los examenes seleccionados

Idealmente habra que evaluar las técnicas de laboratorio seleccionadas por el pais con el fin
de 1) determinar la sensibilidad y especificidad de las pruebas de VIH disponibles comercial-
mente en el pais y 2) validar los distintos algoritmos de las pruebas con base en los resulta-
dos de la sensibilidad y especificidad de las pruebas evaluadas (Branson 2000). La evaluacion
nacional puede hacerse en tres etapas (Recuadro 3). La primera etapa se lleva a cabo en el
laboratorio nacional de referencia con el fin de determinar la sensibilidad y especificidad de
la prueba en condiciones ideales de laboratorio. En las fases siguientes, se utilizan especime-
nes obtenidos de manera prospectiva. En la segunda fase, se obtienen las muestras en unos
cuantos servicios regionales y se evalGan en los laboratorios analogos. En una tercera fase,
se obtienen las muestras y se evaltan en condiciones reales de terreno.

Evaluaciones como esta, en tres etapas, ya se han realizado en Honduras y Uganda (Stetler et
al. 1997; Downing et al. 1998). En Honduras se hizo la primera fase de la evaluacion de siete
pruebas rapidas con 600 especimenes almacenados en el laboratorio nacional de referencia.
Se seleccionaron cinco pruebas por su sensibilidad, especificidad y facilidad de aplicacién;
estas pasarian a una segunda fase en que se evaluaria de manera prospectiva con 900 espe-
cimenes. Tres de estas cinco pruebas pasaron a la fase siguiente, la tercera, que se realizaria
en hospitales y servicios de salud. Se calcularon los valores predictivos positivos y negativos
para diversos algoritmos que incluian las tres pruebas con el fin de determinar cuéal de ellos
seria el mejor. En el recuadro 3 se presenta un resumen de las tres etapas que conlleva una
evaluacion nacional, que habra que adaptar y ampliar en cada pais.
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Recuadro 3. Resumen general de una evaluacién nacional de las técnicas

para los examenes de deteccion del VIH

Primera fase: Evaluacién retrospectiva de la sensibilidad y especificidad de las pruebas seleccio-

nadas a cargo del laboratorio nacional de referencia

« Se seleccionan aproximadamente 500 especimenes de suero o plasma (uno 250 positivos y 250
negativos al VIH) de las muestras almacenadas en congelacion (por ejemplo, muestras obtenidas
para la vigilancia) o de sangre de los bancos de sangre.

« Antes de conducir la evaluacién de las pruebas habra que crear un panel constituido de aproxima-
damente 25 especimenes positivos y 25 negativos al VIH para evaluar la pericia de los tecnélogos
que realizaran la prueba. Los técnicos que pasen la prueba de pericia analizaran los especimenes con
las pruebas seleccionadas de acuerdo con los algoritmos actuales y sin saber cuales muestras son
positivas o cuales negativas.* El algoritmo vigente sera considerado como estandar de oro y sera el
baremo contra la cual se comparen las pruebas seleccionadas. A continuacién se determinan la sen-
sibilidad y especificidad de la prueba.

Segunda fase: Evaluacion prospectiva de las pruebas seleccionadas en los laboratorios regionales

= Si en la primera fase se determina que funcionan bien, es decir, su sensibilidad y especificidad son
adecuadas y son faciles de usar, las pruebas seleccionadas se evaluaran prospectivamente, junto
con las pruebas actualmente en uso, en unos pocos laboratorios regionales y hospitales del pais.
Habra que obtener unos 100 especimenes positivos y 200 negativos al VIH por sitio (en total habra
que contar con unos 600 a 900 especimenes).

« Cada espécimen recibira un codigo Unico que mas tarde se pueda parear con la informacién demo-
grafica correspondiente a cada sitio participante. Una forma de seleccionar los especimenes es uti-
lizando los que habian dado resultados positivos con las pruebas en uso para evaluarlos con las
pruebas nuevas. Por cada espécimen positivo se analizara un par de especimenes negativos al VIH,
hasta alcanzar en total un nimero de 100 muestras positivas y 200 negativas.

e La sangre se analizara con las nuevas pruebas seleccionadas segun las instrucciones del fabrican-
te; también se examinard con las pruebas en uso actualmente siguiendo los algoritmos habituales.
Solo se entregaran los resultados de las pruebas aplicadas segun los algoritmos nacionales vigen-
tes. Por lo tanto, los clientes no recibiran los resultados de las pruebas que se estan estudiando.

= Los resultados de las pruebas de deteccion del VIH obtenidos con los algoritmos vigentes constitui-
ran el estandar de oro, y seran el patrén contra el cual se comparara la sensibilidad y especificidad
de las nuevas pruebas seleccionadas. La sensibilidad y especificidad obtenidas en esta segunda fase
serviran para seleccionar dos o tres pruebas que pasaran a la tercera fase de evaluacion.

Tercera fase: evaluacion prospectiva de las pruebas seleccionadas en el lugar donde se usarian

e Se juntaran, prospectivamente, muestras de sangre de unas 500 a 900 de cuatro a seis servicios
donde sea mas probable que se vayan a utilizar las nuevas pruebas seleccionadas. Como minimo
se deberia contar con 50 muestras positivas al VIH de cada servicio. Los mejores resultados se
obtienen de lugares con tasas altas de prevalencia de la infeccion.

« En estos servicios se llevara a cabo el mismo procedimiento de seleccion utilizado en la segunda fase.

e Se determinara la sensibilidad y especificidad de cada una de las pruebas y algoritmos seleccio-
nados , que se compararan con los obtenidos con los algoritmos vigentes. Los resultados de la eva-
luacién de las nuevas pruebas y algoritmos seleccionados se usaran para recomendar las pruebas
y algoritmos se usaran en el pais.
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6.0 Garantia de calidad y seguridad en el
laboratorio

Garantia de calidad y seguridad en el laboratorio

* Garantia de calidad nacional
Pruebas de pericia

« Garantia de calidad en el laboratorio
Fase preanalitica
Fase analitica
Fase posanalitica

e Seguridad

Es necesario contar con pruebas que se caractericen por su fiabilidad y posibilidad de repro-
ducir los resultados a lo largo del tiempo. Estos son componentes importantes de la vigilan-
cia seroldgica del VIH. ElI hecho de disponer de pruebas de deteccion del VIH sumamente
exactas no garantiza que los resultados de los andlisis de laboratorio sean fidedignos. Son
muchos los procesos por los que pasa una muestra desde que llega al laboratorio hasta que
se registran los resultados, y pueden darse errores (ONUSIDA/OMS 1996). Por lo tanto, es
indispensable realizar un monitoreo constante del sistema de laboratorio, tanto interno como
externo. La garantia de calidad es un proceso constante y dinamico de monitoreo de un sis-
tema con el fin de que produzca resultados fiables y reproducibles y que permita tomar medi-
das correctivas cuando no se sigan los criterios establecidos.

6.1 Garantia de calidad en el ambito nacional

En todos los paises deberia ser un requisito que todos los laboratorios participen en un siste-
ma externo de garantia de calidad en relacién con su desempefio. El laboratorio nacional de
referencia, en colaboracion con el programa nacional de SIDA, debera vigilar la eficacia de
los sistemas de garantia de calidad de los laboratorios participantes para determinar qué ser-
vicios podrian estar necesitando mas capacitacién de su personal u otro tipo de apoyo.

El método maés corriente de garantia de calidad externa del desempefio de un laboratorio es
el que utiliza pruebas de pericia (ONUSIDA/OMS 1996). En estos casos, el laboratorio nacio-
nal de referencia manda un panel de pericia de mas 0 menos seis especimenes a cada labo-
ratorio participante, para que determinen si las muestras son positivas 0 negativas respecto
al VIH. El panel debe contener muestras positivas y negativas (de débiles a fuertes) que sean
representativas de las cepas que circulan en el pais y de las distintas etapas de la infeccién
por VIH (ONUSIDA/OMS 1996). Este ejercicio debera hacerse una o dos veces al afio. En zonas
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geograficas donde la infraestructura del laboratorio es débil, los laboratorios podran preparar
manchas de sangre seca en papel de filtro para ser analizadas en el laboratorio nacional de
referencia, con el fin de hacer el control de calidad. La garantia externa de calidad referida
al laboratorio nacional de referencia puede llevarla a cabo un laboratorio independiente (por
ejemplo, de una universidad) o un laboratorio de los programas regionales de la OMS para
garantia de calidad.

El sistema de garantia de calidad puede ayudar a establecer buenas préacticas de laboratorio
por medio de la aplicacion de procedimientos estandar. También facilitara el intercambio de
informacion entre los laboratorios (ONUSIDA/OMS 1996). También es importante entregar
informacion a los laboratorios participantes en relacién con la evaluacion de su desempefio.
El sistema de garantia de calidad debera constituir parte de los manuales de procedimientos
que utilizan los técnicos y otro personal del laboratorio. EI cumplimiento de este tipo de nor-
mas permitira dar maxima fiabilidad y exactitud a los resultados de las pruebas.

RECOMENDACION

Debera exigirse en todos los paises que todos los laboratorios, sea cual sea su grado de com-
plejidad (de referencia, de hospitales, servicios de transfusién sanguinea y laboratorios par-
ticulares), participen en un sistema externo de garantia de calidad del desempefio del
laboratorio.

6.2 Garantia de calidad en el laboratorio

En todos los niveles (nacional, regional y local) los laboratorios que realizan pruebas de detec-
cién de VIH deben contar con un programa interno, funcional de garantia de calidad. Cada
uno de los laboratorios que realice examenes de VIH debe hacer un monitoreo regular del pro-
ceso y determinar la calidad del mismo en las fases preanalitica, analitica y posanalitica.

6.2.1 Fase preanalitica
Esta fase incluye los siguientes elementos:

« Capacitacion

» Seguridad del laboratorio

Namero de técnicos capacitados y disponibles para hacer las pruebas de deteccion del VIH
Obtencidn, rotulacion y transporte de la muestra

Tratamiento de la muestra antes de la prueba

Fuente y tipo de especimenes analizados

Namero de especimenes analizados

Seleccion de los estuches de prueba

Fecha de caducidad de los estuches. Estos deben usarse antes de la fecha de vencimiento,
las que normalmente figuran en una cara lateral de la caja. Para usar los suministros nece-
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sarios para las pruebas de manera mas eficiente, habra que utilizar las existencias de modo
gue los estuches mas viejos se usen antes de su fecha de vencimiento y con anterioridad a
los estuches més nuevos.

6.2.2 Fase analitica

La fase analitica esta constituida por el andlisis de laboratorio propiamente tal. Algunos com-
ponentes del programa de garantia de calidad son:

Procesamiento y almacenamiento de las muestras

Manual de procedimientos escrito

Preparacion de reactivos

Desempefio durante el analisis

Funcionamiento y mantenimiento del equipo (por ejemplo, espectrofotémetros, lavadoras)
Uso correcto de los reactivos

Controles internos de calidad como parte de los estuches de prueba

Procedimientos de monitoreo del control de calidad

6.2.3 Fase posanalitica

La fase posanalitica incluye todos los procedimientos que siguen después de haber examina-
do el espécimen, es decir:

Interpretacion de los resultados

Transcripcion de los resultados, vale decir, registro de los resultados junto al codigo de
identificacién correcto

Ingreso de la informacion en un sistema de control (computarizado o en papel)

* Mantenimiento de registros

= Andlisis del control de calidad

6.3 Procedimientos de seguridad

Es indispensable tomar precauciones de seguridad, las que se deberd observar en todos los
pasos del proceso de analisis de la muestra: durante la toma, el almacenamiento y la dispo-
sicion de los deshechos biolégicos, de modo de reducir al minimo el riesgo laboral. Para
mayor detalle, véanse las precauciones de seguridad de la OMS (OMS 1991) y de los Centros
para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC 1988). En el Apéndice | se resumen las
precauciones para evitar la transmisién sanguinea del VIH y otros agentes patdgenos. Si se
desea obtener informacion sobre profilaxis después de una exposicion, se recomienda con-
sultar al programa nacional de SIDA correspondiente.

Nuevamente, es indispensable tomar las medidas apropiadas para el desecho de material de
laboratorio contaminado (OMS 1991). Todo desecho contaminado que salga del servicio de
salud o laboratorio debe ser descontaminado antes de tirarlo. Entre ellos se incluyen mues-
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tras de liquidos corporales, restos de equipo de vidrio roto y envases donde se desechan agu-
jas contaminadas (Richmond y McKinney 1993). Habra que contar con métodos para des-
contaminar todo desecho contaminado (autoclave, desinfeccion quimica, incineracion). Todo
material sujeto a descontaminacién o a ser descartado fuera del laboratorio se colocara en
envases a prueba de pérdidas antes de sacarlo del laboratorio.
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Apéndice.

Precauciones universales para prevenir la
transmision sanguinea del VIH, el virus de
la hepatitis B y otras infecciones en el
ambito de la atencion de la salud

El riesgo de transmision sanguinea del VIH, el virus de la hepatitis B y otras infecciones en
el medio hospitalario puede reducirse al minimo, si el personal toma las precauciones gene-
rales que figuran a continuacion:

1. Habra que evitar las heridas de agujas, bisturies u otro equipo o instrumentos punzantes
0 cortantes durante o después de los procedimientos, al limpiar los instrumentos o al des-
cartar las agujas. No se deben volver a tapar las agujas ni sacarlas de las jeringas manual-
mente. Tampoco habrd que doblar, quebrar o manipular las agujas con las manos. Las
jeringas, agujas, navajas de bisturi y otros instrumentos punzantes deben descartarse en
envases resistentes que no se rompan con los pinchazos.

2. El personal de salud debera usar barreras de proteccién (guantes, por ejemplo) para evitar
exponerse al contacto con la sangre, liquidos corporales en los que se vea sangre u otros
liquidos a los que se aplican las precauciones universales. El tipo de barrera debe ser ade-
cuado para el procedimiento y tipo de exposicion previstos.

3. Tanto las manos como otras partes de la piel contaminadas con sangre, liquidos corpora-
les en los que se vea sangre u otros liquidos a los que se aplican las precauciones univer-
sales deberan lavarse inmediatamente y con todo cuidado.

Uso de guantes durante la extraccion de sangre

El uso de guantes durante la extraccién de sangre deberia reducir la posibilidad de contami-
nacion de las manos durante el procedimiento, pero no evita las heridas punzantes causadas
por agujas u otros instrumentos. Como parte de las precauciones universales, se parte de la
base de que toda la sangre esta potencialmente infectada con algun agente patégeno de
transmision sanguinea, aunque se sabe que, en algunos medios (por ejemplo, en los centros
de donacion de sangre), la prevalencia de infecciones por estos agentes es muy baja.

Las instituciones que decidan que el uso corriente de guantes para extraer sangre no es nece-
sario deberian reconsiderar periddicamente su politica. Habra que contar siempre con guan-
tes para que el personal de salud que asi lo desee pueda usarlos durante procedimientos de
extraccion de sangre. Asimismo, habré que aplicar las siguientes normas:
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1. Uso de guantes durante la extraccion de sangre siempre que el trabajador de salud tenga
cortes, rasgufios u otra solucién de continuidad de la piel.

2. Uso de guantes cuando el personal de salud estime que la situacion podria prestarse a con-
taminacion con sangre, por ejemplo, al extraer sangre de un paciente que no coopere.

3. Uso de guantes al sacar sangre de los dedos o talones de bebés y nifios.
4. Uso de guantes durante sesiones de adiestramiento sobre como extraer sangre de un paciente.

5. Uso de guantes estériles en procedimientos en los que normalmente se entra en contacto
con tejidos corporales estériles. Uso de guantes dea examen para procedimientos que inclu-
yen contacto con mucosas, a no ser que se indique lo contrario, y al atender al paciente o
durante otros procedimientos para los cuales no sea necesario utilizar guantes estériles.

6. Cambio de guantes entre la atencion de un paciente y otro.

7. No deberan lavarse o desinfectar los guantes de examen ni los quirdrgicos con el fin de vol-
verlos a usar. El lavado con surfactantes puede causar perforaciones invisibles en los guantes
y hacerlos permeables a los liquidos. El uso de desinfectantes puede deteriorar los guantes.

8. Para las tareas de limpieza general en las que podria haber contacto con sangre y para lim-
piar los instrumentos y realizar procedimientos de descontaminacién pueden utilizarse
guantes de goma corrientes de uso domeéstico. Estos si pueden descontaminarse después de
Su uso y volverse a utilizar, pero habra que tirarlos si es que se estan pelando, partiendo
o decolorando, o si se han pinchado, rasgado o muestran otras sefias de deterioro.

Fuente: Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades. Perspectives in disease prevention and health promotion update: Universal pre-

cautions for the prevention of transmission of human immunodeficiency virus, hepatitis B virus, and other pathogens in health-care settings.
MMWR Morb Mortal Wkly Rep 1988; 37(24):377-88.
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Glosario

Codigo: Se usa un codigo para marcar un espécimen. Es Unico y corresponde solo a una
muestra y, en algunos casos, puede ligarse a informacién sobre caracteristicas personales
y en otros no.

Consentimiento informado: medida guiada por el principio que establece que las personas
competentes tienen derecho a tomar sus propias decisiones en cuanto a su participacion
en ciertas actividades que surgen de la relacion profesional entre el paciente o cliente y
su proveedor de servicios de salud. El consentimiento informado protege la libertad de
decidir de las personas y respeta su autonomia, especialmente en cuanto a las decisiones
que afectan su cuerpo y su salud.

Epidemia concentrada: es aquella en que el VIH se ha difundido rapidamente en un grupo de
poblacion determinado, pero no asi entre la poblacion en general. (La prevalencia del VIH
se ha mantenido constante, por encima del 5%, en por lo menos un grupo de poblacién
especifico y es de menos de 1% entre las mujeres embarazadas de las zonas urbanas).

Epidemia generalizada: es aquella en que el VIH se encuentra bien establecido entre la pobla-
cién en general. (La prevalencia del VIH se encuentra constantemente por encima del 1%
entre las mujeres embarazadas.)

Epidemia de bajo nivel: es aquella que, a pesar de que lleva muchos afios, nunca ha alcan-
zado un grado significativo de infeccion en ningan grupo de poblacion en particular. (La
prevalencia del VIH no ha pasado de 5%, de manera constante, en ningin grupo de espe-
cifico de poblacion.

Especificidad de una prueba: medida de la probabilidad de que la prueba detecte correcta-
mente a una persona que no tiene la infeccion por VIH.

Estrategia de deteccién: uso de la prueba correcta o combinacion de pruebas de deteccion
del VIH. La eleccién de la estrategia depende del objetivo de la prueba, de su especifici-
dad y sensibilidad, y de la prevalencia del VIH en la poblacién sometida al examen. Las
estrategias se crearon para obtener un maximo de exactitud con un minimo de costo.

Garantia de calidad: proceso constante y dindmico de monitoreo de un sistema con el fin de
que produzca resultados fiables y reproducibles y que permita tomar medidas correctivas
cuando no se sigan los criterios establecidos.

Incidencia: es el nimero de casos nuevos de infeccion o enfermedad que se presenta en una
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poblacién determinada en un periodo de tiempo definido (es la tasa de incidencia).

Inmunovaloracion enzimatica: es un tipo de prueba de VIH que detecta anticuerpos al virus.
Funciona por la interaccién primaria de antigeno y anticuerpo y puede usarse con lisado
completo de VIH o con uno o mas antigenos del virus.

Panel de (examen de) pericia: panel que contiene especimenes positivos y negativos (de débi-
les a fuertes) que sean representativos de las cepas que circulan en el pais y de las dis-
tintas etapas de la infeccion por VIH. El panel tiene aproximadamente seis muestras y
debe enviarse a los laboratorios participantes una o dos veces al afio para pruebas de
garantia de calidad.

Prevalencia: es el porcentaje de personas en una poblacién determinada que presenta una
enfermedad o afeccion en un periodo dado.

Pruebas andnimas ligadas: en este tipo de prueba, cuando una persona accede a hacérsela,
la muestra recibe un codigo que no lleva el nombre del individuo ni otro tipo de marca
que sirva para identificar a la persona. El método es voluntario y para realizarlo se requie-
re consentimiento informado y la entrega de los resultados al individuo que dio la mues-
tra (con la consejeria correspondiente).

Prueba no ligada: tipo de examen en el que la muestra de sangre se extrae con otros propo-
sitos y se le hace la prueba del VIH después de haberle quitado toda informacion que
pudiera servir para identificar a la persona que dio la muestra.

Prueba confidencial ligada: en este tipo de prueba, la persona que accede a hacerse el exa-
men de anticuerpos al VIH lo hace con la condicion de que el resultado se mantenga con-
fidencial y que solo se le informe a ciertos miembros del equipo de salud. EI método es
voluntario y para realizarlo se requiere consentimiento informado y una discusion de los
resultados con el individuo que dio la muestra. Este método permite obtener informacion
demogréfica y de los comportamientos de riesgo mas detallada.

Prueba rapida: prueba de deteccion de anticuerpos al VIH que es sencilla y no requiere con-
tar con reactivos 0 equipo que no sea parte del estuche provisto por el fabricante y da
resultados rapidamente.

Sensibilidad de una prueba: medida de la probabilidad de que la prueba detecte a una per-
sona infectada por el VIH.

Valor predictivo negativo: en relacion con las pruebas de deteccién del VIH, el valor predic-
tivo negativo es la probabilidad de que una persona que tiene un resultado negativo efec-
tivamente no esté infectada.

Valor predictivo positivo: en relacién con las pruebas de deteccién del VIH, el valor predic-
tivo positivo es la probabilidad de que una persona que tiene un resultado positivo efec-
tivamente esté infectada.
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Vigilancia centinela: tipo de vigilancia que se lleva a cabo en puestos centinela mediante los
cuales se obtiene acceso a grupos de poblacion de interés especial o que representan una
poblacion méas grande.

Vigilancia serolégica: estudio epidemioldgico que se usa para determinar la presencia o
ausencia de anticuerpos al VIH por medio de un examen seroldgico. Asi es posible detec-
tar, ademas de los casos clinicos manifiestos, infecciones de caracter subclinico y porta-
dores de la infeccion.

Vigilancia del VIH de segunda generacion: sistema de vigilancia creado por la Organizacion
Mundial de la Salud y el Programa Conjunto de Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA. Es
un marco conceptual para mejorar la vigilancia del VIH. Las guias para la vigilancia de
segunda generacion del VIH recomiendan algunos métodos para mejorar el uso de los
datos y aumentar y perfeccionar la respuesta a la epidemia de infeccién por VIH.

Western blot: tipo de prueba de deteccion del VIH que usa un método de electroblot, en el
cual se transfieren proteinas de un coloide gelatinoso a un soporte delgado, rigido; el
virus se detecta cuando el anticuerpo rotulado se adhiere al VIH.




