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SINTESIS

La deteccion rapida de un caso nuevo de VIH es de vital importancia cuando se
trata de mujeres embarazadas, ya que representa no solo una oportunidad de
tratamiento oportuno para ellas, sino también para el feto que se desarrolla dentro
de ella, En el salvador existe poca o ninguna informacion de falsos positivos o0
indeterminados en las pruebas de deteccion del VIH de mujeres embarazadas
por lo que se realizo un estudio descriptivo documental para determinar la
frecuencia de falsos positivos e indeterminados de pruebas rapidas y ELISA en
2009 a junio 2010 un total de 62,214 mujeres embarazadas se realizaron un
prueba rapida, se obtuvo un 99.35% de no reactivas 0.35% de reactivas y 0.3 de
indeterminadas de estos resultados de la prueba rapida un 34.1% fue un falso
positivo de la prueba y un 8.5% un falso indeterminado con lo cual el diagnostico
de la embarazada se dificulta por lo que es de interés la implementacion de
métodos alternativos directos para el diagnostico oportuno.



1-INTRODUCCION

Se estima que el numero total de personas que viven con VIH en América Central
y del Sur ha crecido a 1 millén seiscientos mil (1, 400,000 — 1, 900,000) en 2009, y
100.000 personas (82-140,000) se infectaron con el VIH, comparado con 170.000
(150.000-200.000) en el 2008. (1). Cerca de un tercio de los infectados con VIH de
la regién viven en Brasil; y la prevencion y el tratamiento han logrado contener la

epidemia entre adultos, con un indice inferior al 1% para la Ultima década.

En el Salvador el mecanismo de transmision mas frecuente es el sexual con un
99.5% de los casos, mientras que la trasmision vertical ocupa el 0.5%. La via
transfusional representa un importante factor de seguridad debido al analisis
sistematico que realizan a las unidades de sangre. (2).Se mantiene una tendencia
de 2.000 nuevas personas que se detectan con la infeccion de VIH al afio, ya que
la poblacion todavia no estad bien informada sobre el VIHSIDA, ni sobre las

medidas preventivas que deben tomar.

El mayor nimero de personas con VIH son los hombres (62.85%) lo que ha
mantenido una relacién de hombres entre 1.3 y 1.7 en relacion a las mujeres a lo
largo del dltimo quinquenio; sin embargo es importante analizar la posible
feminizacion de la epidemia partiendo de la mayor proporcion de mujeres con

respecto a hombres en algunos departamentos de el pais.

La Transmision Materno Infantil del Virus de Inmunodeficiencia Humana produce
mas del 90% de las infecciones de los menores de 15 afios. (3) El pais ha dado
grandes pasos en cuanto a la reduccion de la trasmision vertical del VIH sin
embargo parte de estos nifios que nacen libres del virus quedan huérfanos en los
primeros cinco anos de vida, se sabe que la tasa de orfandad es de 361 nifios
huérfanos por cada mil hijos de madres VIH positivas, expresando un indice de

orfandad de 2.78 veces mas que en la poblacion general.

Un total de 62,214 mujeres embarazadas se realizaron la prueba rapida de VIH en
los aflos 2009 hasta junio 2010 obteniéndose como resultado: prueba rapida con

resultado no reactivo fueron 99.35% prueba indeterminada 0.3 y prueba reactiva

5



0.35% de estas pruebas reactivas e indeterminadas se hizo un total de 406
muestras las cuales pasaron una prueba Elisa 1 para confirmacién por lo que es
necesario un diagnostico oportuno de la infeccion en esta poblacion y asi evitar la

trasmision vertical.



2-ANTECEDENTES

En El Salvador la prueba para VIH es gratuita y se da especial promocioén a su
realizacion en mujeres embarazadas como parte de una estrategia de pais para la
prevencion de la trasmision materno infantil, realizando una prueba rapida inicial
en su control prenatal y si el resultado es positivo o indeterminado se remite la
muestra al Laboratorio de referencia local que le corresponde para confirmar el
resultado realizando un segunda prueba de diferente principio aplicando el
flujograma diagnostico elaborado por el Ministerio de Salud para el diagndstico del
VIH/sida.

En nuestro pais las pruebas de confirmacion para el VIH son: inmunoensayo
ligado a enzimas (ELISA) las cuales se realizan en 4 laboratorios de referencia
local, Y Western Blott la cual solamente se realiza en el Laboratorio Central. De
ese modo se realiza el diagndstico, la prevalencia del VIH es de 0.5% con lo cual
es baja en la poblacion en este estudio pero se debe disminuir al 0.1%, alrededor
de 6,000 mujeres embarazadas al afio se realizan la prueba rapida de VIH en el
Salvador a las cuales es necesario brindarles una prueba confiable para reducir

los resultados falsos positivos e indeterminados para el diagnéstico del VIH.



3-JUSTIFICACION

El tiempo que toma realizar el proceso de confirmacion para el diagnostico del
VIH puede causar estrés emocional innecesario en los futuros padres, a su vez el
manejo clinico de la paciente se complica cuando no se tiene un resultado
confirmatorio es por eso importante conocer el grado de desempefio con que
cuentan las pruebas diagnoésticas utilizadas y reducir las confirmaciones extensas
de pruebas, para disminuir los resultados falsos positivos o indeterminados, y
ayudar al médico a la toma oportuna de decisiones en cuanto a la atencion de la

embarazada y su hijo(a).

En el salvador existe poca o0 ninguna informacion de falsos positivos o
indeterminados en las pruebas de deteccion del VIH de mujeres embarazadas
por lo que se realizd un estudio descriptivo documental para determinar la
frecuencia de falsos positivos e indeterminados de pruebas rapidas y pruebas
ELISA desde enero de 2009 a junio 2010.

Esta investigacion pretende ser un instrumento util para conocer ¢Cual es la
frecuencia de los falsos positivos e indeterminados en pruebas de VIH en las
mujeres embarazadas en El Salvador? y asi buscar las mejores alternativas para
el disefio de algoritmo diagnostico para esta poblacion y evitar o reducir los

diagnésticos falsos o indeterminados de la infeccién por VIH.



4-OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo general:

Determinar la Frecuencia de falsos Positivos e indeterminados en las pruebas
rapidas y pruebas Elisa para VIH en muestras de mujeres embarazadas enviadas

al Laboratorio Central en el periodo comprendido de enero 2009 hasta junio 2010

Objetivos especificos:

= Describir el porcentaje de falsos positivos e indeterminados en
pruebas rapidas para VIH en mujeres embarazadas enviadas al
Laboratorio Central en el periodo comprendido enero 2009 hasta
junio 2010.

= Determinar el porcentaje de falsos positivos e indeterminados en
pruebas ELISA para VIH en mujeres embarazadas enviadas al
Laboratorio Central en el periodo comprendido enero 2009 hasta
junio 2010



5-MARCO DE REFERENCIA

Para hablar de pruebas diagnosticas es necesario el conocimiento de ciertos

términos que a continuacion se describen.
Sensibilidad:

Es la probabilidad de obtener una prueba positiva entre los pacientes con la

enfermedad.
Especificidad:

Probabilidad de obtener una prueba negativa entre aquellos pacientes sin la

enfermedad.
Prevalencia:

Proporcion de personas afectadas con una enfermedad particular en un
determinado tiempo. También podria definirse como la probabilidad de encontrar

la enfermedad en una poblacion en cualquier periodo de tiempo.
Valor predictivo positivo:

Proporcion de pacientes con una prueba positiva, que en realidad tienen la
enfermedad de interés. El valor predictivo positivo puede estimarse, por tanto, a
partir de la proporcion de pacientes con un resultado positivo en la prueba que

finalmente resultaron estar enfermos (8)
Valor predictivo negativo:

Proporcion de pacientes con una prueba negativa que estan en realidad, libres de
la enfermedad de interés. Se estima dividiendo el nUmero de verdaderos negativos

entre el total de pacientes con un resultado negativo en la prueba.
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6-PRUEBAS DE LABORATORIO PARA EL DIAGNOSTICO DEL
VIH/SIDA

El diagndstico definitivo de la infeccion por el VIH solo puede establecerse por
Métodos de laboratorio, ya que en ningun caso las manifestaciones clinicas son lo

suficientemente especificas (9)

PCR cualitativo

PCR cuantitativo

METODOS DIRECTOS

Cultivo y aislamiento viral

Antigenemia p24

Pruebas rapidas
PRUEBAS DE TAMIZAJE (inmunocromatografia)

METODOS PRUEBAS ELISA de tercera
INDIRECTOS CONFIRMATORIAS generacion

ELISA de cuarta

generacion

Tabla 1: Métodos directos e indirectos para el diagnostico VIH

6.1-Métodos Directos: Evidencian o cuantifican la presencia del Virus o algunas

partes del virus como los acidos nucleidos en la muestra.

Figura 1: ADN

6.1.1-PCR cualitativo: Es una técnica molecular basada en el reconocimiento de

fragmentos del genoma del virus.
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6.1.2-PCR cuantitativo: Técnica molecular basada en cuantificar la carga viral, es

una prueba esencial aplicada al seguimiento de los pacientes mas que al
diagnostico de los mismos, ya que al medir el nivel de replicacion del virus permite

evaluar la eficacia del tratamiento antirretroviral.

6.1.3-Cultivo y aislamiento viral. Aunque es la técnica mas especifica para el

diagndstico de la infeccion su utilizacion suele reservarse para estudios basicos de
variabilidad genética, epidemiologia molecular, patogénesis virica o resistencia a

farmacos, debido a la complejidad y riesgo que supone su realizacion.

6.1.4-Antigenemia__ P-24: Antes de la aparicibn de los anticuerpos frente a

proteinas del VIH-1 puede detectarse antigenemia en mas de la mitad de los

casos durante 2-6 semanas (periodo de ventana)

6.2-Métodos Indirectos: Evidencian la presencia o ausencia de anticuerpos

especificos producidos por el Sistema inmunitario como respuesta a la infeccion
virica. Estos métodos son los mas utilizados en nuestro pais y se dividen en

pruebas de:

6.2.1-Pruebas de tamizaje: Disefiadas con un maximo de sensibilidad para

detectar todas las muestras positivas, y se deben acompafiar con un prueba de

confirmacién para dar un diagnostico.

Tés de pruebas rapidas como la inmunocromatografia son muy sencillas de
realizar ya que no requieren instrumentacién para su realizacion, se requiere
simplemente la adicién de la muestra que reaccionara con los distintos reactivos al

ser arrastrada por una soluciéon tamponada en una tira de papel.
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VENTAJAS DE LAS PRUEBAS RAPIDAS DESVENTAJAS DE LAS PRUEBAS

RAPIDAS

Versatilidad de muestras biolégicas a usar Presencia de falsos positivos: requiere
siempre confirmacién con pruebas

serologicas convencionales

No requerido laboratorio sofisticado En periodo de ventana podemos
obtener resultados falsos negativos.

Realizacion e interpretacion de los

resultados sencilla

No requiere personal altamente cualificado
si se entrena adecuadamente y trabaja con

supervision

Tabla 2: Ventajas y desventajas de las pruebas rapidas

6.3-Pruebas Confirmatorias: Caracterizadas por su especificidad y que

permiten asegurar la Positividad de una muestra previamente reactiva con una

prueba de tamizaje.

Figura 2: Principio de ELISA.
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6.3.1-ELISA de tercera generacion: Técnicas que detectan en una misma prueba

anticuerpos de distinta clase (IgG, IgM 6 IgA) mediante un disefio de tipo sandwich
o de inmunocaptura, Utilizando como antigenos proteinas recombinantes o
péptidos sintéticos especificos del VIH-1. De este modo se consigue reducir el

periodo ventana a tres semanas (ensayos de tercera generacion)

6.3.2-ELISA de cuarta generacién: Permiten la deteccion simultanea de antigeno y

anticuerpos.

Tienen como ventaja reducir en una semana el periodo ventana, estableciéndolo

en dos semanas desde el inicio de la infeccion.

Aungue estos ensayos tienen una excelente sensibilidad para la deteccion de
casos de infeccion aguda, pierden algo de sensibilidad analitica en cada uno de
sus componentes, de modo que el umbral de deteccion de antigeno es mayor, y lo
mismo ocurre con los anticuerpos, observandose una reduccion en la sefial de
reactividad en las muestras en las que el antigeno desciende o desaparece. De
cualguier modo en la comparacion con ELISA de tercera generacién en paneles
de seroconversion demuestra una sensibilidad del 100% y una especificidad del
99.7-100% (4).

6.3.3-Western Blot: Es el método mas recomendado permite discriminar, por la

aparicion de bandas reactivas, frente a antigenos viricos que dirigen los
anticuerpos presentes en la muestra. La interpretacion del WB se puede realizar
segun diversos criterios aunque el mas aceptado es el de la OMS que exige la

presencia de al menos dos bandas de la envoltura.

La muestra negativa implica una ausencia de bandas reactivas y cualquier

situacion intermedia se interpreta como reaccion indeterminada.

La reactividad indeterminada del WB puede ocurrir en determinadas situaciones
relacionadas con la infeccion por el VIH, En casos de seroconversion reciente en
las que aun no han aparecido todas las bandas, y en pacientes con enfermedad

avanzada y grave deterioro inmunolégico; Asi como también es posible la
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reactividad cruzada en pacientes con enfermedades autoinmunitarias,

embarazadas y en algunos donantes de sangre.

Figura 3: Western blot

Un resultado indeterminado en WB obliga a un control del paciente y a la
repeticion de la determinacion a los 3-6 meses siendo recomendable utilizar
métodos de diagnostico directo para resolver el problema. Existen diversos
factores que podrian interferir en una prueba de VIH obteniendo a si resultados
falsos positivos 0 negativos estos factores podrian ser intrinsecos o extrinsecos al

paciente a continuacion se presenta una serie de factores.
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CAUSAS DE RESULTADOS FALSOS CAUSAS DE RESULTADOS FALSOS

POSITIVOS NEGATIVOS
Calidad del suero Periodo ventana
Manipulacion de la muestra: extraccion y Tratamiento con inmunosupresores

almacenamiento

Contaminacion de la muestra Procesos malignos
Embarazo Factores Reumatoides
Presencia de enfermedades autoinmunes Trasplante de medula 6sea
Presencia de enfermedades virales o Disfuncion de células B

oncologicas.

vacunacion, insuficiencia renal, cirrosis, o Pobre respuesta inmune

alcoholismo

Estabilidad y calidad de los reactivos. Perdida de estabilidad de los

reactivos

Tabla 3: Causas de resultados falsos'positivos y falsos negativos

Figura 4: Ventajas de deteccion del VIH durante el embarazo
Fuente: Ricardo Saldafa
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7-DIAGNOSTICO PERINATAL

La realizacion de la prueba de VIH en la mujer embarazada (tras la obtencion
previa de su consentimiento) es obligatoria en su control prenatal
independientemente de que tenga o no antecedentes epidemioldgicos de riesgo la
prueba debe realizarse 2 veces durante el embarazo la primera en el momento de
la inscripcion y la segunda como control.(5) El detectar en ella la infeccion por el
VIH es primordial para poder disminuir la transmision vertical de la infeccion, ya
que permitira establecer la estrategia mas adecuada (prescripcion de TAR para
reducir la carga virica materna, reducir la exposicion del nifio a la sangre o
secreciones vaginales mediante cesarea o parto rapido) Por otra parte, es
fundamental realizar un diagndstico precoz de la infeccién en todo recién nacido
de una mujer infectada por el VIH, para iniciar tratamiento lo antes posible y

efectuar profilaxis frente a infecciones oportunistas.

Durante el embarazo los anticuerpos IgG de la madre atraviesan de forma pasiva
la placenta y pasan al feto, desapareciendo en unos 12-18 meses después del
nacimiento Por ello, la serologia no sirve para efectuar el diagnostico de la
infeccion por VIH en el recién nacido, pues no distingue entre los anticuerpos
maternos frente al VIH transferidos por via placentaria de los generados por la
infeccién en el nifio. Debemos recurrir a métodos directos mediante técnicas de

amplificacion molecular.

7.1-Transmision vertical del VIH

Del 25-35% de las mujeres embarazadas seropositivas al VIH transmitiran el VIH

a sus recién nacidos.
En caso de no haber lactancia materna:

El 30% de la transmision ocurre en utero y el 70% de la transmision ocurre

durante el parto. Se ha demostrado que 14% de la transmisidén ocurre a través de
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la lactancia materna y 29% de la transmisidon ocurre si hay infeccion aguda por

VIH de la madre o seroconversién reciente

Ventajas de deteccion del VIH durante el embarazo

Posible tratamiento para la madre

Reduccion del riesgo de transmision materno-infantil

Asuntos relacionados a la planificacion familiar en el futuro

Precauciones para evitar la mayor propagacion

Si las pruebas son negativas, proporcionar orientacion sobre la

prevencién del VIH

Tabla 4: Ventajas de deteccion del VIH durante el embarazo

Figura 4: Trasmision Vertical (Cedido Por Dra. Africa Holguin)
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7.2-Flujograma diagnostico de VIH en mujeres embarazadas

Actualmente el MINSAL ha elaborado un flujograma diagnostico para 4 tipos de

usuarios entre los cuales esta la embarazada, este se describe a continuacion.

Figura 5: Flujograma Diagnostico VIH. (Fuente Ministerio de Salud, Afio 2010)
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* Cuando el resultado inicial con prueba rapida VIH es no reactivo, se libera y se

elabora el informe: no reactivo a la fecha.

» Cuando el resultado inicial con prueba rapida VIH es reactivo o indeterminado y
existe sospecha de infeccion por VIH, se envia la muestra al Laboratorio de
Confirmacion de la Infeccidn por VIH, acompafiada de la solicitud con los datos, el
laboratorio debe realizar ELISA de tercera generacion; si el resultado de esta
prueba es reactivo, se libera y se elabora el informe: ELISA para VIH Positivo.

» Si la prueba resulta no reactiva o indeterminada, el laboratorio debe realizar
ELISA de cuarta generacion, si resulta No reactivo, se libera y se elabora el
informe: ELISA para VIH Negativo.

e Sj el resultado es reactivo o indeterminado, el laboratorio debe enviar al
Laboratorio Nacional de Referencia VIH, ubicado en la Unidad de Vigilancia

Laboratorial del Ministerio de Salud, la muestra con el formulario respectivo

e EIl resultado positivo obtenido con Western Blot debe ser liberado y

reportado de la siguiente manera: Cumple con el criterio de positivo.

e EIl resultado indeterminado o negativo por la prueba confirmatoria de
Western Blot se reporta y el médico debe indicar la prueba de carga viral

e Cuando el resultado de la carga viral es detectable, se libera y se elabora

informe.

e Si la carga viral es indetectable, se elabora informe y el médico debe

investigar otras patologias no relacionadas con VIH.
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8-METODOLOGIA

8.1-Tipo de estudio

Se realizo un estudio descriptivo: Revision documental

8.2-Poblacion de estudio

Se incluyeron todas las mujeres embarazadas con una prueba rapida reactiva o
indeterminada y que su muestra (suero) fue enviada para confirmacion al
Laboratorio Central del Ministerio de Salud. Alli se les realizo ELISA y Western-

blot en el periodo comprendido 2009 a junio 2010.

8.3-Criterios de inclusidén

Todas las muestras de mujeres embarazadas en las que se obtuvo un resultado

Reactivo o indeterminado en la prueba rapida o ELISA.

8.4-Criterios de exclusion

Aquellas mujeres a las que se les inicio el diagnostico a partir de una ELISA (se
tomara en cuenta solo aquella alas que se les inicia el flujo grama diagnostico con

prueba rapida.)(Ver figura 5)

8.5-Fuente de informacioén

Toda la informacion epidemiolégica de las pacientes incluidas se obtuvo del
Sistema de informacién en linea de Ministerio de Salud SUMEVE, que también

incluye todos los resultados de laboratorio de cada paciente
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El SUMEVE, es un software que se accesa por un navegador sobre una red, ya
sea internet o intranet (disponible https://sumeve.mspas.qob.sv/vih), pero no

tiene acceso publico, sino que requiere una autorizacion previa del administrador
del sistema. EL sistema fue creado en El Salvador por diversos profesionales del
sector salud y la colaboracion técnica de la Organizacibn Panamericana de la
Salud (OPS). Tiene niveles de usuarios a los cuales se les asigna un rol o perfil

de usuario para mantener la confidencialidad de la informacion.
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9-OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Sensibilidad:
Capacidad de la prueba para detectar la infeccion cuando la infeccion esta

presente.

Especificidad:
Capacidad de la prueba para detectar la infeccion cuando la infeccion esta

ausente.

Reactivo:
Demuestra la presencia de anticuerpos anti-VIH este resultado debe ser

confirmado con otra prueba.

No Reactivo:

Demuestra la ausencia de anticuerpos anti-VIH.

Prueba rapida: es aquella prueba que mide la cantidad de anticuerpos del VIH en
la sangre de forma sencilla con la finalidad de determinar si alguien tiene el virus
del VIH.

ELISA VIH:

Ensayo inmunoenzimatico ligado a enzimas para detectar anticuerpos del VIH.

Western Blot:

Prueba inmunitaria de enzimas que utiliza antigenos (Ag) previamente separados
por electroforesis para detectar Anticuerpos contra proteinas virales especificas.
Se la considera una prueba de confirmacién o suplementaria para los anticuerpos
anti-VIH.

23



Variable Definicion Valores Indicador Escala
Embarazada Prueba rapida | Sensibilidad Reactivo
En el control Indeterminado
prenatal se ,
Falsos _ No Reactivo
N realiza la
positivos .
prueba de VIH ELISA 1 Especificidad
Valor
Falsos predictivo
: : ELISA 2 N
indeterminados positivo
Positivo
Valor .
Western blot o Indeterminado
predictivo
Negativo Negativo
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10-PLAN DE ANALISIS

10.1-Recoleccidon de la Informacion y procesamiento de datos

El trabajado se realizo a través de la recopilacion de datos por de el Sistema Unico
de Monitoreo y Evaluacion y Vigilancia Epidemiolégica del VIH/Sida. Para ello se
solicitd a las autoridades del MINSAL el permiso de acceso a la informacion. El
Sistema tiene la caracteristica de poseer modulos en donde se agrupan las
diferentes variables de interés y a si poder ser filtrarlas en una base de datos de
Excel. A si se identificaron a todas las embarazadas en el periodo de 2009 hasta
junio 2010 y a las que se les realizo una prueba de VIH, de acuerdo al resultado:
reactivas, no reactivas o0 indeterminadas, identificados como 1, 2 y 3,
respectivamente En los casos donde no fue necesario realizar la prueba se indica
con null en la base de datos de SUMEVE (tabla 5). A continuacioén se presenta un
ejemplo de los Resultados filtrados en tabla de Excel obtenidos de la base de
datos de SUMEVE indicando 11 pacientes en estudio y los el resultado de la
prueba répida en la que se obtuvo un resultado no reactivo por lo q no fue

necesario realizar ELISA.

Edad |Prapida| Elisal | Elisa2 |w.blotc| Fectoma Fecha
23 2 NULL | NULL | NULL |2007-12-02 | 02/12/2007
19 2 NULL | NULL | NULL |2007-12-02 | 02/12/2007
16 2 NULL | NULL | NULL |2007-12-02 | 02/12/2007
18 2 NULL | NULL | NULL |2007-12-03 | 03/12/2007
21 2 NULL | NULL | NULL |2007-12-03 | 03/12/2007
21 2 NULL | NULL | NULL |2007-12-03 | 03/12/2007
37 2 NULL | NULL | NULL |2007-12-03 | 03/12/2007
34 2 NULL | NULL | NULL |2007-12-03 | 03/12/2007
25 2 NULL | NULL | NULL |2007-12-05 | 05/12/2007
19 2 NULL | NULL | NULL |2007-12-06 | 06/12/2007
17 2 NULL | NULL | NULL |2007-12-05 | 05/12/2007

Tabla 5: Ejemplo de resultados filtrados en tabla de Excel. Fuente propia
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Confirmacion de las pruebas rapidas positivas o indeterminadas

Todas las muestras que en la prueba ripida dieron positivas o indeterminadas
fueron confirmadas con ELISA de tercera o cuarta generacion. Las que fueron
positivas fueron diagnosticadas como positivas y las negativas se consideraron

como falsos positivos de la prueba rapida.
Confirmacion de los ELISAS indeterminados

Los ELISAS que fueron indeterminadas se confirmaron por Western blot. Las que
fueron positivas fueron diagnosticadas como positivas y las negativas se
consideraron como falsos positivos del ELISA los indeterminados se les debe de

dar seguimiento enviando nueva muestra para iniciar el estudio nuevamente.

A continuacion se presenta una serie de tablas 2x2 en donde se prueban las
diferentes pruebas y los resultados posibles. La tabla 6 describe la prueba rapida
comparada con la prueba ELISA 1, la tabla 7 describe la prueba ELISA 1
comparada con ELISA 2 y al final la tabla 8 describe ELISA 2 comparada con
Western Blot en cada una de las tablas se presenta los posibles resultados al

confrontar las pruebas.

Confirmacion de pruebas rapidas reactivas usando ELISA 32 generaciéon (ELISA 1)

Positivo (+) Indeterminado No reactivo (-)

Prueba rapida reactiva Prueba rapida reactiva Prueba rapida no
) , ) ) , reactiva

Elisa 1 reactiva Elisa 1 indeterminada o

] No es necesario realizar
Viceversa.

Elisa.

Tabla 6: Modelo de resultados Prueba rapida/ ELISA 1. Fuente propia
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Confirmacion del ELISA 1 reactivo con ELISA de 42 generacion (ELISA 2)

Positivo. (+)

Indeterminado

No reactivo (-)

Elisa 1 reactiva

Elisa 2 reactiva

Elisa 1 reactiva

Elisa 2 indeterminada

Elisa 1 reactiva

Elisa 2 no reactiva

Tabla 7: Modelo de resultados ELISA 1/ELISA2. Fuente propia

Confirmacion del ELISA 2 reactivo Western Blot (WB)

Positivo(+)

Indeterminado

No reactivo (-)

Elisa 2 reactiva

WB reactivo

Elisa 2 reactiva

WB indeterminado

Elisa 2 reactiva

WB no reactivo

Tabla 8: Modelo de resultados ELISA 2/ Western blot. Fuente propia.
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11-RESULTADQOS

11.1-Interpretacion y anélisis de resultados

Un total de de 62,214 mujeres embarazadas se realizaron la prueba rapida de VIH
durante afios 2009 hasta junio 2010 (Tabla 9). De ellas, 61,808 (99.35%) dieron
negativas (resultado no reactivo) en la prueba, 188 (0.3%) indeterminadas y
218(0.35%) reactivas.

PRUEBA RAPIDA EN EMBARAZADAS
(n=62,214 2009-Junio 2010)

NO
INDETERMINADO
REACTIVO
n=218 n=188 n=61,808
(0.35%) (0.3%) (99.35%)

Tabla 9: Resultados Prueba rapida

De las 406 muestras con resultados reactivos (218) e indeterminados (188), 343
de ellas pasaron un ELISA 1 para su confirmacion (Tabla 10). Del total de las 218
mujeres embarazadas con prueba rapida positiva sélo se realiz6 un primer ELISA
(ELISA 1) en 176 de ellas. En las otras 42 muestras posiblemente no se continu6
con el flujograma diagnostico o no se ingresaron los resultados al sistema por lo
que existe un subregistro. De las 176 testadas 101 (57.4%) fueron confirmadas
con el ELISA 1 como positivas al virus del VIH, 60 (34.1%) fueron negativas (no
reactivas) y 15 (8.5%) fueron indeterminadas. Las muestras indeterminadas de la
prueba rapida que fueron analizadas con un ELISA 1 fueron 167 (88.8%) de estas
4(2.4%) fueron reactivas, indeterminadas 17(10.2%) y en su gran mayoria fueron

un falso indeterminado ya que 146 (87.4) fueron negativas.
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MUESTRAS ELISA 1
PRUEBA RAPIDA NO MUESTRAS e
(2009-Junio 2010) ANALIZADAS INDETERMINADO
TESTADAS REACTIVO
REACTIVO » 176 101 /176 15/176 60 /176
(n=218; 0.35%) (80.7%) (57.4%) (8.5%) (34.1%)
41167
INDETERMINADO 167 17 /1 167 146 / 167
21 (2.4%)
(n=188; 0.3%) (88.8%) (10.2%) (87.4%)
NO REACTIVO
(n=61,808: 61.808 0 0 0 0
99.35%)
Total de pruebas 105/ 343 32 /343 206/ 343
61.871 343
(n=62.214) (30.6%) (9.3%) (60%)

Tabla 10: Resultados Prueba rapida con ELISA 1. Fuente propia.

Se realiz6 una segunda prueba ELISA (ELISA2 ver Tabla 11) en 215 (62.7) de las

343 muestras a las que se realizo el ELISAL. Entre ellas se incluyeron 28 de las

105 muestras reactivas para confirmarlas, 27 de las 32 muestras con resultado

indeterminado para definir el estado serolégico de las pacientes y 160 de las 206

muestras no reactivas en el ELISA1 para descartalas como falso positivo de la

prueba rapida. De las 27 pruebas rapidas indeterminadas en el ELISA 1 tan sélo 4

(14.8%) resultaron verdaderas positivas, 15 (55.5%) fueron negativas y las 8

(29.6%) restantes continuaron dando un resultado indeterminado en el ELISA2.

Las 4 muestras reactivas en el ELISA1 se reconfirmaron positivas en el ELISA2. Es

de interés destacar que 6 (3.75%) de las muestras no reactivas en el ELISA1

resultaron reactivas en el ELISA2, siendo consideradas falsos positivos del ELISAL.
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MUESTRAS ELISA 2
RESULTADOS MUESTRAS
NO NO
DEL ELISA 1 ANALIZADAS
TESTADAS INDETERMINADO | REACTIVO
REACTIVO 28 26128 2128
I 77 0
(n=105; 30.6%)) (26.7%) (92.8%) (7.1%)
INDETERMINADO 27 4127 8 127 15127
5
(n=32; 9.3%)) (84.37%) | (14.8%) (29.6%) (55.5%)
NO REACTIVO 160 6 /160 30 /160 124 /160
46
(n=206: 60%) (77.7%) (3.75%) (18.75%) (77.5%)
Total de pruebas 36/215 401215 139/187
) 128 215
(n=343) (16.7) (18.6%) (74.3%)

Tabla 11: Resultados ELISA 1/ ELISA 2. Fuente propia.

Como describe la Tabla 11 de las 105 pruebas reactivas (4+101) obtenidas de la

prueba ELISA 1, tan solo 28 (26.7%) pasaron a un segundo ELISA. Entre ellas,

26(92.8%) fueron confirmadas positivas y 2(7.1%) indeterminadas las cuales

pasaron a Western-Blot.

En las muestras reactivas en ELISA 1 (n=77) que no

fueron testadas con ELISA 2 no se realizo el segundo ELISA ya que se definieron

como positivas al comparar con la prueba rapida.

Del

total de 32 muestras que obtuvieron un resultado indeterminado (15 +17)

con ELISA 1, al realizar un segundo ELISA solamente 4 (14.8%) fueron reactivos,

y en 8(29.6%) se repiti6 nuevamente el resultado indeterminado, 15 muestras

(55.5%) no reactivas todas estas muestras fue necesario realizar western-Blott.

Del total de 206 muestras que obtuvieron un resultado no reactivo (60+46) en las

pruebas anterior

6(3.75%) fueron reactivas, 30(18.75%) indeterminadas (que
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posteriormente deberian pasar a Western Blot para definir) otras 124(77.5%) no

reactivas se define como no reactivas al tener

en dos pruebas de diferente

principio con el mismo resultado no reactivo Las 46 restantes no se completaron

el estudio.
MUESTRAS WESTERN BLOT
RESULTADOS MUESTRAS
NO NO
DEL ELISA 2 ANALIZADAS
TESTADAS INDETERMINADO | REACTIVO
REACTIVO N 11736 2/11 47111 5/11
(n=36;16.7%) (30.5%) (18.2%) (36.4%) (45.4%)
INDETERMINADO 40/ 40 8740 32140
0 0
(n=40 : 18.6)) (100%) (20%) (80%)
217139
NO REACTIVO 4121 17721
118 (15.1%) 0
(n=139; 74.3) (19%) (80.9%)
Total de pruebas 721406 16/72 54/72
334 2
(n=406) (17.7%) (22.2%) (75%)

TABLA 12. Resultados ELISA 2/ Western Blot. Fuente propia.

De acuerdo a la Tabla 12 del total de 36 pruebas reactivas en el ELISA 2 solo un

tercio (n=11) se les realizo la prueba de Western Blot obteniendo como resultado

final 2(18.2%) positivas confirmadas 4(36.4%) indeterminadas y

negativas.

5(45.4%)
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Del total de 40 pruebas indeterminadas en la ELISA 2, un quinto (n=8) fueron
nuevamente indeterminados para Western Blot de estas muestras que no se
puede dar un resultado definitivo se debe enviar nueva muestra para hacerles un
nuevo estudio. Las otras 32 (80%) fueron negativas para Western Blot es decir

que fueron falsos indeterminados de ELISA.

De los resultados no reactivos en la ELISA 2 solamente a 21 se les realizo la
prueba Western Blot 4(19%) fueron indeterminados lo que implica realizar el

estudio nuevamente y los 17 (80.9%) restantes fueron negativos confirmandos.

Tipo de prueba/ resultado N° muestras (%)
(1 muestra/paciente)
Solo prueba rapida reactiva 218 (0.35%)
1 PR reactivas + ELISA1L reactivo 101 (57.4%)

1 PR indeterminada ELISA 1 reactivo + 26 (92.8%)
ELISA 2 reactivo
ELISA 2 reactivo + Western Blot reactivo. | 2 (18.2%)

PRUEBAS NO REACTIVAS
Prueba rapida no reactiva 61,808 (99.35%)

Prueba rapida indeterminada + 2 ELISAS | 124 (77.5%)
no reactivos
ELISAS indeterminado + Western Blot. 32(80%)
Negativo
MUESTRAS CON REGISTRO PERDIDO. 114

Tabla 13: Resumen de los resultados obtenidos en las diferentes pruebas para
diagnostico del VIH en muestras de pacientes embarazadas 2009 junio 2010
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Tipo de prueba

Falsos positivos
n°® muestras (%)

(1 muestra/paciente)

Falsos negativos
n® muestras (%)

(1 muestra/paciente)

Falsos
indeterminados

n°® muestras (%)

(1 muestra/paciente)

Prueba rapida 60 (34.1%) PR neg. ELISA1 +NO 15 (8.5%)
TESTADO
ELISAly?2 5 (45.4%) ELISA1ly2+WB 4 (36.4%)

NO TESTADO

Tabla 14: Resultados de evaluar el desempefio de las pruebas rapidas y

ELISA

Embarazadas
con prueba
rapida
reactiva
(n=176)

Confirmados por
1°ELISA
n°® muestras (%)

(1 muestra/paciente)

Confirmados por
2° ELISA
n° muestras (%)

(1 muestra/paciente)

Confirmados por

n°® muestras (%)

(1 muestra/paciente)

wB

101 (57.4%)

26 (24.4%)

2(18.2%)

Tabla 15: Muestras confirmadas por las diferentes pruebas diagndésticas de

11.2-DISCUSION

Prueba rapida

VIH.

Como se observa en la tabla 9 del total de las embarazadas (62,214) a las que se

les realizo la prueba rapida un 99.3%(61,808) de ellas dio como resultado no

reactivo, tan solo de 0.35%(218) del total de la poblacion en estudio similar a las

embarazadas que obtuvieron un resultado indeterminado que es de 0.30%(188).
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Porcentaje de falsos positivos e indeterminados de la prueba rapida en

embarazadas.

El porcentaje de falsos positivo en prueba rapida comparado con ELISA en la
cohorte de estudio fue del 34.1%. Sumandolo con los indeterminados (8.5%)
obtuvimos un total de falsos positivos e indeterminados del 42.6% de la prueba

rapida.

Limitaciones en el estudio de la sensibilidad y especificidad de la prueba
rapida vs. ELISA

Intentamos conocer la sensibilidad y especificad de la prueba rapida comparado
con el de un ELISA. Sin embargo, no pudimos estimar la sensibilidad de la prueba
rapida, ya que en las embarazadas con prueba rapida no reactiva no se les realizo
un ELISA. Siguiendo el flujograma diagnéstico, solo la prueba rapida reactiva se
debe confirmar con un ELISA (ELISA 1).

ELISA 1

En relacion a las muestras que pasaron a confirmacién con un ELISA como lo
indica la tabla 10 de las 218 muestras reactivas solo 176(80.7%) pasaron a ser
confirmadas lo cual indica que existe un sub registro de embarazadas a las
cudles no se le realizo el estudio completo para su diagnostico con lo cual fue otra
de las razones por lo que no se pudo calcular la sensibilidad y la especificidad de

cada prueba en estudio.

Del grupo de 343 muestras entre reactivas e indeterminadas de la prueba rapida el
60%(206) de estas obtuvo un resultado no reactivo es decir que la prueba rapida
solo era un falso positivd ya que solo el 30.6%(105) resulto verdaderamente
positivas, el otro restante 9.3% presento una prueba indeterminada del grupo de
las no reactivas e indeterminadas es necesario como un control de calidad y para
definir otro ELISA que serd un ELISA 2.
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ELISA 2

Como lo describe la tabla 11 las muestras que se les realizo un ELISA 2 fueron
un total de 238 muestras entre indeterminadas y no reactivas de un ELISA 1 que
no coincidié el resultado de la prueba rapida de este grupo de muestras solo el
17%(36 muestras) obtuvo un resultado reactivo, otro 19%(40 muestras) obtuvo
resultado indeterminado y con el porcentaje mayor de 65%(139) lo obtuvieron las
no reactivas por lo que se puede observar un mayor nimero de muestras no
reactivas que reactivas para el primer ELISA lo cual indica que los resultados

indeterminados son falsos positivos de la prueba rapida.

Como podemos apreciar que al realizar un ELISA 2 volvemos a obtener
resultados indeterminados y no reactivos que no coinciden con los resultados
obtenidos en el ELISA 1 por lo que al seguir el flujograma diagnostico es necesario

realizar una prueba mas Western blot la cual es mas especifica.
Western Blot.

El nimero de muestras a las que se les realizo Western Blot fue un total de 72
muestras entre las cuales solo el 3%(2 muestras) de estas pruebas obtuvo un
resultado positivo lo cual indica que el porcentaje restante de 97% es un falso
positivo o indeterminado de ELISA, también es importante sefialar que Western
Blot obtuvo resultados indeterminados el 22%(16 muestras) no fueron definidas
como positivas 0 negativas a los anticuerpos del VIH lo que implicaria realizar

pruebas directas para el diagnostico de la embarazada.

El porcentaje de falsos positivos de ELISAS comparado con western blot fue de

45.4%. Ya que se considera un falso positivo a ELISA reactiva y w.b. negativo.

Otras investigaciones

Estudios similares pero con un campo de muestra mas grande y con el uso de

otro principios de ELISA como el de la Universidad de Rochester, Estados Unidos
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en colaboracion con el Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades
(CDC), En este estudio se realiz6 una investigacion sobre los falsos positivos en
pruebas ELISA entre mujeres embarazadas y mujeres no embarazadas, asi como

el patron de bandas en WB.

Las resultados que obtuvieron de prevalencia del VIH fue de 0,06% entre las
921.438 mujeres embarazadas y 1,34% entre 1.103.961 no embarazadas la tasa
de falsos positivos fue menor para las mujeres embarazadas que para los que no
lo estaban. La banda de p24 de western blot se detecté con mayor frecuencia

entre las embarazadas.

En nuestro estudio hemos incluido solo a las embarazadas por ello no tenemos
un grupo control como el estudio mencionado a la vez se debe tener en cuenta
que la prevalencia del VIH en embarazadas es mas baja que en el resto de la
poblacion. El algoritmo diagnostico de El Salvador para VIH es diferente ya que
se inicia de una prueba rapida y luego se confirma el resultado con una segunda
prueba: ELISA de tercera generacion (ejemplo ASXIM) generalmente que también
detecta anticuerpos por lo cual puede existir una reaccién cruzada entre las
proteinas producidas en el embarazo, a si también los principios de ELISA existen
una gran variedad que podrian ser mas o menos adecuados para realizarlas en la

embarazada.

Departamento de Gestion de Salud y Planificacion, Escuela Superior de Ciencias
Médicas y Dentales, Tokio ha propuesto otro algoritmo de deteccion para reducir
la elevada tasa de resultados falsos positivos en mujeres embarazadas en Tokio.
Este consiste en una serie dos ELISAS de cuarta generacién de diferente
principio para reducir el nimero de resultados de la evaluacién de falsos positivos
Aunqgue la prevalencia del VIH en las mujeres embarazadas es muy baja en Japén
(alrededor de 0,004%)(10) la tasa de falsos positivos de las pruebas de deteccion
fue 0,094%, y que su valor predictivo positivo fue del 8,3 Dado que
aproximadamente un millbn de mujeres embarazadas se someten cada afio en
Japon, alrededor de 1.000 mujeres son probablemente notificado de los resultados

falsos positivos tras las pruebas de deteccion.
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Dicho estudio consta de dos pruebas en serie para permitir una reduccion
sustancial en el nimero de resultados falsos positivos en esta etapa seguida de
pruebas de confirmacion usando pruebas de Western blot y empleando el kit de

amplificacion de acidos nucleidos (NAT), Amplicor HIV-1.

Cuando el resultado de la primera prueba de deteccion es negativo, el ensayo se
presentaba como negativo, si el resultado de la primera prueba de deteccién es
positiva, la misma muestra se analiza utilizando la segunda prueba de deteccion.
Si el resultado de la segunda prueba es negativa, la prueba se informaba como
negativo, si el resultado de la segunda prueba da positivo se hacia una

confirmacion con Western blot y NAT se llevaba a cabo.

En el protocolo estandar utilizando una prueba de seleccion, la tasa de falsos
positivos fue del 0,40% vy el valor predictivo positivo fue del 3,7%. Sin embargo,
cuando fue introducido el nuevo flujograma alternativo la especificidad de la
deteccidén se ha mejorado dramaticamente, y los valores anteriores cambiaron a

0% y 100%, respectivamente.

En El salvador el flujograma diagnostico propuesto por Tokio podria ser aplicable
ya que se podria cambiar la prueba inicial que para el caso es una prueba rapida
por un ELISA de cuarta generacion para las embarazadas ya que se ha visto que

existe falsos positivos (34%) e indeterminados (8.5%) es en la prueba rapida.

37



12-CONCLUSIONES

En El Salvador la trasmision vertical ha ido disminuyendo en los ultimos afios
siendo la prevalencia menor al 0.5% gracias a los esfuerzos nacionales
(Ministerio de salud y el Seguro Social) de prevencion con la realizacion de la
prueba prenatal en forma gratuita con consejeria pre y post prueba e incentivo,
Por ello es importante realizar un deteccion temprana de la embarazada ya que de
acuerdo al desempefio de las pruebas en esta poblaciéon en estudio se pudo
apreciar la alta frecuencia falsos positivos e indeterminados para las pruebas
rapidas y ELISA lo que indica que estas pacientes se les debe dar seguimiento
realizando una nueva ronda de pruebas, complicando el manejo clinico durante el

embarazo.

Por ello es necesaria la implementacion de métodos alternativos directos para
ayudar al médico a latoma de decisiones oportunas en cuanto a la atencién de la

embarazada y su hijo.
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13-RECOMENDACIONES

1-Incluir como parte integrada del Plan Nacional para la prevencion Materno

Infantil del VIH en el Salvador realizar un diagnostico oportuno de la embarazada.

2-Mejorar el algoritmo diagnostico del VIH para la embarazada con métodos
alternativos directos como PCR ya que son necesarios para descartar la

infeccion en pacientes con ELISA reactiva o indeterminada.

3-Aplicar a la embarazada como prueba inicial un ELISA de cuarta generacion
para reducir los falsos positivos e indeterminados de la prueba rapida que

actualmente se usa en el algoritmo diagnéstico nacional.
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ANEXOS

ANEXO 1

Tablas resumen de resultados obtenidos de pruebas diagnosticas para VIH

realizadas a embarazadas 2009 junio 2010

Prueba rdpida/con ELISA 1

PRUEBA ELISA 1
Total
PRUEBA RAPIDA NO NO SE
REACTIVO [INDETERMINADO General
REACTIVO | REALIZO
REACTIVO 101 15 60 42 218
INDETERMINADO 4 17 146 21 188
NO REACTIVO 61808 61808
Total de pruebas 105 32 206 61871 62214
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ELISA 2
Total
ELISA 1 NO NO SE
REACTIVO | INDETERMINADO General
REACTIVO | REALIZO
REACTIVO 26 2 0 77 105
INDETERMINADO 4 8 15 5 32
NO REACTIVO 6 30 124 46 206
NO SE REALIZO 63 63
Total general 36 40 139 191 406
Resultados ELISA 1/ ELISA 2
WESTER BLOT
Total
ELISA 2 NO NO SE
REACTIVO | INDETERMINADO General
REACTIVO REALIZO
REACTIVO 2 4 5 25 36
INDETERMINADO 8 32 40
NO REACTIVO 4 17 118 139
NO SE REALIZO 191 191
Total general 2 16 54 334 406

Tabla 11: Resultados ELISA 2/ Western Blot
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ANEXO 2

Graficos de resultados
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ANEXO 3

Pruebas segun flujograma diagnostico
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