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Interpretacion de las pruebas usadas
para diagnosticar la infeccién por virus
de la inmunodeficiencia humana

'*- ke - "

Desde la aparicién de las primeras pruebas para el diagnéstico de la infeccién por
el virus de la inmunodeficiencia humana en 1985, es una constante, el avance

tecnolégico, el estudio de nuevas técnicas y pruebas, con la finalidad de llegar a un
correcto, rapido diagndstico y seguimiento de laenfermedad. En lasiguiente revisién no
solo se repasan todas las técnicas con las que disponemos en la actualidad sino también
laapropiadainterpretacidony correlacién de cadauna.
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indispensable para el manejo terapéutico de los
pacientes. El objetivo de esta revision es difundir la
apropiada comprensidon e interrelacidon de los
resultados de aquellas pruebas de uso comun
actualmente.

Palabras clave: Pruebas de competencia de
laboratorios; VIH; Diagndstico (fuente: DeCS
BIREME).

INTRODUCCION

En 1981, en los Estados Unidos de América
se reportaron los primeros casos de una enfer-
medad desconocida que producia una intensa
inmunodepresidon en varones homosexuales,
quienes padecian de infecciones oportunistas
(neumonia por Neumocystis carinii entre otras) y/o
neoplasias malignas poco frecuentes (sarcoma de
Kaposi)".

En 1983, el doctor Luc Montagnier del
Instituto Pasteur de Paris, reportd el descu-
brimiento del agente etioldgico que llamé virus
asociado a linfadenopatia (LAV) *, denominacién
que coexistié temporalmente conla propuesta por
el médico estadounidense Robert Gallo: HTLV-III.
En 1987 un subcomité de la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) propuso el nombre virus de la
inmunodeficienciahumana (VIH)".

En 1985 se dispuso de la primera prueba
diagndstica por el método de la inmunoabsorcidn
ligado a enzimas (ELISA) ®*, en 1987 se conté con
el Western Blot (WB) ", y en 1989 con la primera
prueba para detectar la antigenemia p24 ' La
primera generacion de ELISA tenia una
especificidad relativamente baja (95-98%) que
mejord progresivamente con la segunda
generacién en 1987 ) 1a 3ra en 1994 Py la 4ta en
2000,

En el Perd, el primer caso se presentd en
1983 "); a fines de 1999 la Organizacién
Panamericana de la Salud (OPS) estimaba que los

peruanos viviendo con VIH-SIDA eran 44 200 . En
1985 el Navy Medical Research Institute Detachment
(NAMRID), un organismo de investigacion de la
armada norteamericana, introdujo en nuestro pais
las pruebas diagndsticas, instalando laboratorios
en Lima e Iquitos, enlos que se efectuabala prueba
de ELISA, y que permitié desarrollar el primer gran
estudio de prevalenciadel VIH"®,

En 1988 la responsabilidad del tamizaje del
VIH se transfirié al Ministerio de Salud, que
constituyé unared delaboratorios encabezada por
el Instituto Nacional de Salud (INS) ™*; a partir de
1990 se comenzd a difundir el WB y en la segunda
mitad de esa década ocurrié lo propio con la
inmunofluorescencia indirecta (IFI) . Luego se
introdujeron otras pruebas que mejoraron la
performance diagndstica, haciendo absolu-
tamente indispensable su conocimiento y
adecuada interpretacion en la practica médica
diaria.

Clasificacién, algoritmo e interpretacion de las
pruebas diagndsticas

El uso de pruebas de laboratorio es
indispensable para el diagndstico de la infeccidn
por VIH, puesto que ninguna manifestacion clinica
es lo suficientemente especifica; sin embargo,
estas pruebas no permiten determinar si el
individuo se encuentra en el estadio del sindrome
de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), ademas
tienen limitante de que, al ser estandarizadas in
vitro, aunque se ejecuten en condiciones dptimas,
se pueden obtener resultados que no se condigan
conlarealidad.

Su adecuada interpretacion requiere de un
conjunto de conocimientos tedricos y practicos,
que se deben correlacionar con el algoritmo
establecido en la Norma Técnica de Salud N° 097-
MINSA/DGSP-V.02 (Figura1)™.

La infeccién por VIH ocasiona una



respuestainmunoldgica luego de un periodo inicial
de intensa replicacion viral, en el que apareceran
altos niveles de ARN y antigeno p24, que son
seguidos por elincremento de los anticuerpos anti-
VIH, primero deltipo Ig My luego del tipo Ig G ™.

Las pruebas mas difundidas hacen
diagndsticos indirectos, pues sdlo muestran la
respuesta inmunitaria del infectado (pruebas
rapidas Ac, ELISA de tercera generacion, IFl y WB)
"L las que emplean métodos directos muestran la
presencia del virus o sus constituyentes (pruebas
rapidas Ag/Ac, antigenemia p24 ™y ELISA de
cuartageneracién)™(Tabla1).

La sensibilidad y la especificidad suelen ser
los parametros mas importantes para valorarlas; la
sensibilidad es la capacidad del ensayo para
detectar correctamente los sueros que contienen
anticuerpos contra el VIH, y la especificidad es la
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capacidad para detectar correctamente los sueros
que no contienen anticuerpos contra dicho virus ™
16] 7 4. . e e g

. Tales caracteristicas permiten dividirlas en
pruebas de tamizaje y confirmacién (Tabla2).

Pruebas de tamizaje

Las de primera linea son las de tamizaje, se
caracterizan por tener una buena sensibilidad.
Entre ellas tenemos las siguientes:

Pruebasrapidas

A pesar de ser examenes de diversa meto-
dologia y diferente capacidad diagndstica, tienen
ciertas caracteristicas en comun: su tiempo de
ejecucién es de 20 minutos o menos ", no
necesitan equipamiento (pueden realizarse fuera

del laboratorio) y tienen incorporados sistemas de
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= > Figura 1.Algoritmo de las pruebas diagnésticas de la infeccidn por el virus de la inmunodeficiencia humana. Norma Técnica de Salud

N° 097-MINSA/DGSP-V.02.
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control de calidad interno . En general, tienen

una sensibilidad comparable con las pruebas de
ELISA, pero su especificidad suele ser menor ",

Segun la normativa vigente en nuestro
pais, las pruebas rdpidas pueden emplearse para
realizar el diagndstico presuntivo de VIH en dos

circunstancias™:

En el caso que el ensayo resultarareactivoy
el establecimiento de salud contara con otra
prueba rapida cuyos antigenos para atrapar los
anticuerpos fueran diferentes a la primera,
entonces se procederd a efectuarlay si el resultado
reactivo persistiera, se considerara que elindividuo
tiene un diagndstico presuntivo de infeccidén por el
VIH.

—> > Tabla 1. Pruebas diagnésticas directas e indirectas para la
infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana.

Pruebas indirectas Pruebas directas

Antigenemia p24
Pruebas rapidas Ag/Ac
ELISA de cuarta generacion

Pruebas rapidas Ac

ELISA de tercera generacion
Quimioluminiscencia
Inmunofluorescencia
indirecta

Western Blot

Line ammuno assay

Ac: anticuerpo; Ag: antigeno.

En el caso que el ensayoresultarareactivoy
el establecimiento no contara con otra prueba
rapida cuyos antigenos para atrapar los
anticuerpos fueron diferentes a la primera,
entonces se procederd a efectuar un ELISA de
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> Tabla 2. Cuadro comparativo de la sensibilidad, especificidad y uso de las pruebas diagndsticas de la infeccién por el virus de la

inmunodeficiencia humana.

Caracteristica
técnica

Especificidad *

Sensibilidad *

Tamizaje %

Prueba rapida Ac ) Cercana al 100%
. - Alta

Prueba rapida Ag/Ac Tamizaje Cercana al 100%
ELISA tercera generacion Tamizaje Alta

9 ) Cercana al 100%
ELISA cuarta generacion Tamizaje Alta

Inmunofluorescencia

— 0,
indirecta i

Confirmacioén

Western Blot Confirmacioén 98-99%

Cercana al 100%

- Sensibilidad comparable a los ELISA
98-99% - Especificidad aun menor a los ELISA
- Solo detecta anticuerpos

- Sensibilidad comparable con los
ELISA

- Especificidad aun menor a los ELISA

- Detecta antigenos/anticuerpos

98-99%

- Su reactividad soélo significa un
diagndstico presuntivo de la
infeccién por el VIH

- Solo detecta anticuerpos

99,5%

- Su reactividad sdlo significa un
diagndstico presuntivo de la
infeccién por el VIH

- Detecta antigenos/anticuerpos

- Tiene un periodo de ventana menor
que los ELISA de tercera generacion

99,5%

- Sensibilidad y especificidad
comparable con la del WB
- Mas barata y sencilla de ejecutar

99,9%

- Se emplea basicamente en los casos
Indeterminados del IFI
99,9% - Sus criterios de positividad no estan
unificados
- El Perd emplea los del CDC

* Estos valores solo son referenciales, ya que pueden variar de acuerdo a cada prueba, el espécimen procesado y la poblacién estudiada. Ac: anticuerpo; Ag: antigeno.

tercera o cuarta generacidn, y si este resultara
reactivo, se considerara que el individuo tiene un
diagndstico presuntivo deinfeccidn porel VIH.

En ambas situaciones, la ratificacién
definitiva del diagndstico de lainfeccién por el VIH
requiere de una prueba confirmatoria " Si las
pruebas rapidas resultaran no reactivas en
cualquiera de las fases mencionadas, se
considerara que el individuo no estd infectado,
salvo que exista la presuncidon que se encuentraen

el periodo de ventana™,

La inmunocromatografia es el método mas
utilizado en el pais, por lo que ha sido objeto de

diversas evaluaciones ", aunque también existen

otros métodos como la aglutinacidn,

immunoconcentracion y fase sdlida. Se los emplea
[22]

en’:

Gestantes en trabajo de parto que
desconocen su estado seroldgico. Suintroduccion
ha sido esencial para establecer las medidas de
profilaxis que eviten la trasmisidn vertical **., En
este grupo, lasensibilidad y especificidad de dichas
pruebas se consideran generalmente adecuadas;
sin embargo, persiste cierto nimero de falsos
positivos que varia segun la prevalencia de la
infeccion por el VIH en cada poblacidny del tipo de
muestra utilizada “*. Se recomienda que la
gestante expuesta alainfeccién por VIH se analice
cada tres meses hasta el final del embarazo, en



previsién de un periodo de ventana prolongado ™.

- Losservicios de urgencia, cuando se desconoce
el estado seroldgico del paciente.

- Los casos de exposicidn ocupacional o no ocu-
pacionalaVIH.

Los programas de acceso directo de las
poblaciones de alto riesgo de infeccién por VIH.
sexual (ITS), entre ellas la sifilis y la hepatitis B, e
incluso pueden detectar a la vez antigenos/an-
ticuerposdel VIH.

Elisa

Se caracterizan por una alta sensibilidad,
cercana al 100% "), y una buena especificidad

(99,5%) que aun es superior a la de las pruebas
rapidas e inferior a la de las confirmatorias *. La
especificidad depende de la calidad del antigeno

immco
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que contiene la prueba, que es el componente que
define su generacién (Tabla 3); hoy sdélo son
aceptables los ELISA de tercera y cuarta
generacion.

Otro aspecto a considerar es el mecanismo
con el que los ELISA capturan los anticuerpos, que
los diferencia en diversos tipos, haciendo posible
encontrar pruebas de una misma generacién con
distintos mecanismos de accién ™. Los principales
mecanismos vigentes son: 1) indirecto: tiene alta
sensibilidad””’pero una menor especificidad, lo que
puede ocasionar falsos reactivos. 2) competitivo:
son altamente especificos ***”. 3) sdndwich: tienen
una mejor sensibilidad, sus resultados pueden ser
mds precocesy son altamente especificos "y 4) de
captura: tienen buena sensibilidad y una alta
especificidad **.

Actualmente las pruebas rapidas permiten

4 Trinity Biotech

Yo Reactions
l l

Peripheral Mere o

Hu Reactions

Cermbellum

Myertenc Plaws

100

Ceraballum

52kD
| 3

Myertenc Phaaus

Ri Reactions

Carabellum

55kD

35-50kD

Mayenteric Plexus




Revista Bioanalisis | Junio 2019 |15 afos juntos

> Tabla 3. Generaciones de las Pruebas de ELISA para el diagndstico de la infeccion por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana.

Tercera Cuarta

Generacién de Primera Segunda
ELISA generacién generacién
Lisado viral Proteinas
Antigeno proveniente deun  recombinantesy
cultivo péptidos sintéticos
Capacidad de
deteccion Ig G Ig G

generacion generacion

Péptidos recombinantes/
sintéticos de VIH-1y VIH-2 y
VIH-1"Q", y anticuerpos para

detectar el antigeno p24

Péptidos recombinantes/
sintéticos de VIH-1y VIH-2 y
antigeno VIH-1 del grupo O

(outlayer o marginal

Ig G
IgM
Antigeno p24

IgG
IgM

efectuar diagndsticos mdiltiples y simultaneos con
otrasinfecciones de transmisién

Segun la normativa vigente en nuestro pais,
los examenes de ELISA pueden emplearse en el
tamizaje de los pacientes, bajo dos modalidades "

Cuando una prueba rapida resulta reactiva,
una delas alternativas es efectuar un ELISA; si esta
ultima fuera también reactiva, se solicitard otra
muestra sanguinea al paciente con la que se
realizard una segunda prueba de ELISA, pero esta
vez por duplicado. Si una o ambas persistieran
reactivas, entonces se considerard que el individuo
tiene un diagndstico presuntivo de infeccién por el
VIH.

EIELISA también puede desarrollarse como
prueba de tamizaje inicial, y siresultara reactivo, se
procederd de manera andloga a la anterior
modalidadylainterpretacionseralamisma.

En ambos casos la ratificacién definitiva del
diagndstico requiere de una prueba confirmatoria
], Si el ELISA resultara no reactivo, en cualquiera
delas fases, se considerara que el individuo no estd
infectado, salvo que exista la presuncién que esté
enelperiodo deventana'™®.

En algunas marcas comerciales existe el
concepto de zona gris, que es una franja de
incertidumbre en la que los valores obtenidos no
definen si la prueba es reactiva o no reactiva; su

interpretacion debe estar detallada inequivo-
camente en el inserto del fabricante. Cuando se
presenta esta eventualidad la prueba debe
repetirse.

Las pruebas diagndsticas tienen limitantes
que se expresan a través de los falsos positivos
(falsosreactivos)y negativos (falsos noreactivos):

Falsos negativos: cuando un individuo
infectado con VIH tiene pruebas diagndsticas
negativas o no reactivas. Esta ocurrencia es cada
vez menos frecuente por la alta sensibilidad de las
actuales pruebas de tamizaje. Las principales
causas puedenser:

- Elperiododeventana.

Periodo de tiempo que transcurre desde
que la persona se infecta por VIH hasta el
momento en el que el sistema inmunoldgico
produce niveles de anticuerpos detectables
mediante las pruebas diagndsticas “**. Esta
respuesta inmune depende de cada individuo,
habiéndose descrito una amplia gama de
respuestas inmunoldgicas . Durante este periodo
todos los pacientes son altamente infectantes'.

Cada prueba tiene un periodo de ventana
especifico. En aquellas pruebas que sélo detectan
anticuerpos (por ejemplo, el ELISA de tercera
generacion) puede ser tan breve como tres a

cuatro semanas *%; sin embargo, por lo general se



acepta que el 97% de los infectados producird
anticuerpos detectables tres meses después de Ia
infeccion, quedando un pequefio porcentaje de
infectados que requerird de seis meses a mas para
producir una cantidad de anticuerpos detectable
ore2¢l "En aquellas pruebas que detectan
simultdneamente antigenos y anticuerpos (por
ejemplo, el ELISA de cuarta generacién), el tiempo
de deteccidn suele ser menor, aunque subsiste Ia
controversia sobre la cuantia de esta reduccidn

[5,6,11,26,28]

Falsos positivos: cuando un individuo que
no esta infectado por VIH tiene pruebas
diagndsticas positivas o reactivas. Son mas
frecuentes en las pruebas rdpidas y sumamente
infrecuentes en las confirmatorias. Las causas son
variadas, dependen de ciertas condiciones
derivadas del paciente y del método diagnostico
(calidad delos antigenosyy principio técnico):

- Las reacciones cruzadas producto de las
interacciones con moléculas presentes en la

sangre de las personas estudiadas. Tal como ocurre
en la hipergamaglobulinemia, vacunaciones
recientes contra la hepatitis B, la rabia o la
- Estadiode SIDA terminal *. influenza, y por la presencia de anticuerpos con
Enfermedades crénicas que produzcan el caracteristicas similares a los anticuerpos anti-VIH
colapsoinmunolégico bel, que se producen contra otros agentes infecciosos
- Erroresdelaboratorio ™. (por ejemplo, HTLV-l y HTLV-11), en ciertas

neoplasias hematoldgicas (plasmocitoma) o en

enfermedades autoinmunes (por ejemplo, el lupus

Terapiainmunosupresora ***,
20]

- Disfunciéndeloslinfocitos B ™,
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eritematoso sistémico [LES]) *. El embarazo
también puede ocasionar reacciones cruzadas, ya
que la placenta normal contiene moléculas
similares alos antigenos del VIH ™.

- Factoresdependientes dellaboratorio.

Entre ellos la calidad de las muestras
sanguineas (fallos en la extraccién o su identifi-
cacién, contaminacidén bacteriana e inadecuada
conservacion), y la especificidad del ensayo
utilizado.

Los ELISA no son utiles para identificar la
infeccion de los neonatos o lactantes de madres
VIH positivas en los primeros 18 meses de vida
porque los anticuerpos maternos atraviesan la
placenta y pueden persistir por ese lapso ***. Para
el diagndstico precoz de la infeccién vertical se
debe recurrir a la deteccidn de antigenos virales
(p24) ", ADN-VIH o0 ARN-VIH "*, Después de ese
lapso, los ELISA recién se podran emplear en este

grupo etario.

La terapia antiretroviral profilactica
posterior a la exposicién al VIH (por ejemplo, zido-
vudina) puede disminuir la presencia del antigeno

[2] - - .z [16,29]
p24 “einclusoretardarlaseroconversion ™.

La OMS recomienda el empleo de dos
pruebas de ELISA de diferente mecanismo de
accion como estrategia alternativa para
corroborar la infeccién por el VIH, pues si ambas
resultaran reactivas, ello seria equivalente a una
prueba confirmatoria"™”,

Para garantizar la fiabilidad de los resul-
tados es obligatorio seguir estrictamente el proto-
colo de control de calidad interno establecido por
cada fabricante, y contar con un laboratorio que
efectué el control de calidad externo. No se
recomienda mezclar los sueros de varios pacientes
(pool) para procesarlos juntos con el propésito de

ahorrarreactivo.
Antigenemiap24

Es una prueba altamente especifica " pero
su sensibilidad no es éptima ', presentando falsos
negativos; limitdandose su uso al diagndstico
precoz durante el periodo de ventana, cuando hay
signos clinicos de primoinfeccién o presuncién de
exposicion ", Por ello se ha preferido incorporarla
alos ELISA de cuartageneracion.

Puede detectarse de once a trece dias
después de la infeccidn, su concentracion perma-
nece alta y detectable en sangre aproximada-
mente por un mes y medio después de lainfeccion,
pero a medida que aparecen los anticuerpos anti-
VIH, su concentracion disminuye y aumentan los
complejos p24/ anti-p24 **". En la etapa de SIDA, la
replicaciéon viral aumenta nuevamente y la p24
alcanza niveles muy altos “". Los resultados
dudosos o débilmente positivos deben confir-

marse por medio de la prueba de neutralizacién
[27,32,33]

Quimioluminiscencia

Es un método automatizado basado en el
principio de emisidon luminosa a través de una
reaccién enzima-sustrato °*; es mas sensible que
los ELISA P, por eso un resultado no reactivo es
méas confiable, y es muy especifico "*. Los
resultados reactivos deben corroborarse
mediante las pruebas confirmatorias; los
débilmente reactivos o dudosos deben repetirse y
si persisten asi, para efectos practicos, se

consideraranreactivos.
Pruebas confirmatorias
Cuando los resultados de las pruebas de

tamizaje determinan un diagndstico presuntivo de
infeccion por VIH, se recurrira a las pruebas
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confirmatorias que se caracterizan por su alta
especificidad ", superior a todas las de tamizaje.
Actualmente se empleantres:

Inmunofluorescenciaindirecta

Tiene una sensibilidad y especificidad
similar al WB, incluso su positividad puede ocurrir
antes que el WB ™, es mucho méas barata (de 10 a 11
veces menor), sutiempo de ejecucién esmenoryla
técnicamas simple'; por ello ha desplazado al WB.
constituyendo el 95% de las confirmaciones a nivel
nacional. Su positividad constituye diagndstico
definitivo delainfeccién porel VIH ylanegatividad,
en general, también es definitiva de no infeccion,
excepto cuando existe evidencia de exposicion
reciente y reiterada, en tales circunstancias se
recomienda repetir el ensayo luego de tres y seis
meses respectivamente.

Cuando el resultado de la IFIl es indeter-
minado se debera recurriral WB ", y si persiste por
mas de seis meses, seria sumamente raro que se
trate de una genuina infeccién por el VIH ™y se
deberia considerar un proceso patoldgico de otra
etiologfa.

Western Blot

Es una prueba altamente especifica “ pero
por su alto costo se emplea basicamente para
corroborar los resultados indeterminados de la IFI
), Sus criterios de interpretacién no se han
unificado entre la OMS, el Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) norteamericano y la
Cruz Roja norteamericana ®*. En el Perd se utilizan
los valores del CDC, que considera positiva la
prueba de WB cuando aparecen la p24 + (gp160,

gp1200gp41)olap41+(gp1600gp120).

El resultado positivo confirma defini-
tivamente la infeccién por el VIH; el negativo la
descarta, excepto cuando existe evidencia de

exposicionreciente y reiterada a esta infeccién. En
tales circunstancias se deberepetir el ensayo luego
de tres y seis meses respectivamente. Cuando el
resultado es indeterminado, que ocurre cuando
solo aparecen algunas bandas que no cumplen con
los criterios del CDC, se recomienda repetir la
prueba después de tres y seis meses, dependiendo
de los factores de riesgo identificables en cada
caso ™,

Los resultados indeterminados pueden
ocurrir »**! en las fases tempranas o estadios
avanzados de la infeccién con deterioro
inmunoldgico grave, en los recién nacidos de
madre VIH positiva, en sueros hemolizados y que
contienen el factor reumatoide o niveles altos de
bilirrubina, en las reacciones cruzadas con otros
retrovirus (HTLV-l y HTLV-II), en la hipergam-
maglobulinemia secundaria a la hiperestimulacion
antigénica, en multitransfundidos y en las
enfermedades autoinmunes (porejemplo, el LES).

Si después de seis meses el WB persiste
indeterminado, al igual que en la IFl, muy rara vez
se tratarfa de una genuina infeccién por VIH ',
siendo mas probable que sea una patologia de otra
etiologia, 0 en algunos pocos casos, un resultado
indeterminado por largo tiempo, sin una
explicacidon especifica.

Una de las limitaciones del WB es el
diferente valor predictivo diagndstico que tiene la
presencia de cada una de las bandas, asi los
anticuerpos contralas proteinas delaenvoltura del
VIH son mucho mas especificos, aunque también
se handescritofalsos positivos *".

Line Immuno Assay (LIA)

Suempleo estda menos difundido quelalFly
el WB, su performance es superior a este ultimo e
incluso sele considera el estandar de oro ™,



Una vez confirmada la infeccién por el VIH
recién se procedera a efectuar las pruebas
pronosticas (recuento de linfocitos CD4 y carga
viral) '}, cuya interpretacién no estd dentro del
objetivo de este articulo.

>>> DISCUSION

Desde el descubrimiento del VIH, la
tecnologia de las pruebas diagndsticas ha
evolucionado sustancialmente y en paralelo con
los nuevos descubrimientos sobre la patogénesis
del VIH/SIDA, ello ha generado el flujo dindmico de
estos ensayos, en el que unos han sido dejados de
lado, siendo actualmente reemplazados por
aquellos que tienen mejor performance.

Las pruebas rapidas no sélo han mejorado
su sensibilidad y especificidad, sino que ahora son
capaces de hacer diagndsticos simultdneos con

otras ITS y detectar antigenos del VIH; eso podria
significar, en el futuro relativamente cercano, el
definitivo desplazamiento delos ELISA.

Las pruebas rdpidas permitieron llevar los
examenes fuera de los establecimientos de salud y
beneficiaron particularmente a las gestantes que
carecian de un diagndstico expedito cerca o
durante el trabajo de parto. Sin embargo, aln es
necesario corroborar el diagndstico presuntivo
con las pruebas de ELISA de tercera y cuarta
generacion, que para convertirse en un
diagndstico definitivo requiere de las pruebas
confirmatorias.

La IFI y el WB son ensayos comparables,
pero la primera es la mas utilizada en el pais por su
costo significativamente menor. La IFl positiva
confirma plenamente la infeccién por el VIH, la
negativa lo descarta, excepto en los casos
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sefialados, y el resultado indeterminado hace
necesario recurrir al WB, hasta seis meses después
de la prueba primigenia, ya que este es el lapso
maximo que tardaria la gran mayoria de pacientes
infectados con el VIH paraseroconvertirse.

El WB positivo confirma definitivamente la
infeccion, el resultado negativo lo descarta,
excepto enlos casos sefialados, y el indeterminado
requiere repetir el ensayo hasta seis meses
después de la prueba primigenia, por la razén
expuesta anteriormente. También es admisible el
uso del LIA como prueba confirmatoria . En la
practica médica los resultados de las pruebas
confirmatorias siempre prevalecerdan sobre los
obtenidos enlas de tamizaje.

El algoritmo nacional establecido en la
Norma Técnica de Salud N° 097-MINSA/DGSP-V.02
(Figura 1), haincorporado estos nuevos ensayos
y ha detallado los criterios para definir el
diagndstico presuntivo y definitivo de la infeccion
porel VIH.
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Evaluacion de las solicitudes de
hemoglobina glicosilada en un
hospital publico de Mar del Plata

En nuestra practica diaria es muy habitual recibir pedidos en el que este solicitado
la determinaciéon de Hemoglobina glicosilada HbA1c, pero ; Cuantos de esos pedidos

estan correctamente solicitados ? ;Cuantos de esos se piden acompafiados de
hemograma? (Es realmente necesario pedirlo a cualquier paciente? En el siguiente
trabajo se estudia esta problematica.

>>> AUTORES 12 de Octubre 3310, MAR DEL PLATA,
Buenos Aires
Rocio Capristo™, Micaela Franco™, Laura  E-mail: rociocapristo@gmail.com
DOminguezw Maria Eugenia UeZ1a Publicado en Acta Bioquimica Clinica Latinoamericana Incorporada al Chemical Abstract Service
’

'Bioquimico. >>> RESUMEN

*Laboratorio Central - HIGA O Alende (Av. JuanB.

Justo 6701) - Mar del Plata - Argentina. La Asociacion Americana de Diabetes
(ADA) establece la medicién de hemoglobina

> >> CORRESPONDENCIA glicosilada (HbA,) en todos los pacientes con
diabetes en la evaluacién inicial y durante el

Biog. ROCIO CAPRISTO seguimiento. La frecuencia de su solicitud
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depende de la situacién clinica, el régimen de
tratamiento y el juicio del médico. El objetivo de
este trabajo fue evaluar las solicitudes de HbA_
realizadas en el Hospital Interzonal General de
Agudos (HIGA) Dr. Oscar Alende de la ciudad de
Mar del Plata. Para conocer la periodicidad de las
solicitudes, se dividié a la poblacién segun la
frecuencia de pedidos de HbA,, y el valor de la
misma. Para evaluar la presencia de resultados
alterados de HbA, debidos a anemia, se constatd el
valor de la hemoglobina total. En las 1.956
solicitudes de HbA , se detectaron 720 errores
segun lo establecido por la ADA; el 47,4%
correspondieron a pedidos realizados con una
frecuencia inadecuada y el 52,6% no tenian un
hemograma acompafiante. Se observé un elevado
porcentaje de solicitudes de HbA,_ realizadas de
forma incorrecta. Este trabajo demuestra la
importancia del control de las solicitudes
reiterativas para lograr la mejora en la calidad de

Mitrooehilom —
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Patdgona que seva a identificar . Anticumrpos con|ugados i

los resultados de laboratorio y una correcta toma
de decisiones médicas.

Palabras clave: hemoglobina glicosilada *
frecuencia * anemia * solicitudes
>>> INTRODUCCION
La hemoglobina glicosilada (HbA,) es el
producto de una reaccién lenta no enzimatica e
irreversible que se produce en el interior del
hematie debido a que posee una pared entera y
libremente permeable a las moléculas de
monosacaridos. En una primera etapa se produce
la condensacién de la hemoglobina con la glucosa,
dando de forma reversible una base de Schiff que
solo es estable porun corto periodo de tiempo.

Enunsegundo paso, seinicia un proceso de
reordenamiento de los enlaces quimicos, forman-
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dose de manera irreversible HbA, estable (1). Este
complejo es el que se determina habitualmente a
nivel de laboratorio, siendo el pardmetro mas util
para evaluar el grado de control metabdlico.
Cuando se logran bajos niveles del metabolito,
disminuyen las probabilidades de evolucidn de las
complicaciones micro y macrovasculares de la
diabetesyla neuropatiaasociada. Esto es posible si
cada paciente serealizala prueba conla frecuencia
establecida, y teniendo presente en el momento
de su realizacidn, los limitantes que pueden
generarresultados ficticios (2-5).

La ADA establece lamedicién dela HbA de
forma rutinaria en todos los pacientes con
diabetes en la evaluacidn inicial y como parte de la
atencién continua. La frecuencia de su solicitud
depende de la situacién clinica, el régimen de
tratamiento y el juicio del médico (6). Al no haber
consenso sobre la frecuencia dptima del pedido de
HbA,, la asociacidon determina su realizacion sdlo
dos veces al afio en pacientes que cumplen con los
objetivos de la terapia y tienen un control
glucémico estable (HbA, menor al 7%); cada 3
meses en pacientes que hayan cambiado de
tratamiento o no estén cumpliendo con las metas
glucémicas (HbA mayor al 7%); y con una mayor
frecuencia (menos de tres meses) en los pacientes
inestables o altamente controlados (por ejemplo,
las mujeres embarazadas con diabetes tipo 1) (6).

Se ha comprobado que este metabolito es
un buen marcador del control glucémico ya que se
considera unreflejo de las concentraciones medias
de glucosa en sangre en los 120 dias precedentes.
Ademas de emplearse en pacientes diabéticos,
algunos profesionales utilizan la HbA, en pacientes
internados para diferenciar un posible diagndstico
de diabetes de una hiperglucemia asociada a
estrés. Sin embargo, hay determinadas situaciones
clinicas en las cuales la HbA, puede verse afectada

(7)-

Segun la ADA, cualquier condicidn clinica

que acorte la supervivencia de los eritrocitos o
disminuya su vida media puede dar resultados
alterados de HbA (6). Por ejemplo, la anemia por
deficiencia de hierro puede llevaraincrementos en
HbA, por arriba de 2%, lo cual puede ser reversible
ante un tratamiento con hierro. En cambio, la
anemia hemolitica tiene el efecto opuesto, al
reducir las concentraciones de HbA,(7)(8). Por lo
tanto, es condicién fundamental tener en cuentala
presencia ono de unaanemia.

El objetivo general del presente trabajo fue
evaluar, en base a lo establecido por la ADA, las
solicitudes de HbA, en un hospital publico de la
ciudad de Mar del Plata.

Como obijetivos especificos se plantearon:

« Determinar la cantidad de solicitudes de HbA,_
que cumplieron con las pautas establecidas por la
ADA en cuantoalafrecuenciadel pedido.

- Evaluar la presencia de resultados alterados de
HbA, debidos aanemia.

- Establecer el origen de dichas solicitudes
(paciente ambulatorio ointernado).

MATERIALES Y METODOS

Se realizd un estudio descriptivo y trans-
versal, en el laboratorio de planta del H.I.G.A. Dr.
Oscar E. Alende de Mar del Plata, teniendo en
cuenta el periodo comprendido entre el 1 de
septiembre de 2015y el 30 septiembre de 2016. Los
datos se obtuvieron mediante el sistema de
gestidon dellaboratorio Plexus lab.

Para determinar la cantidad de solicitudes
de HbA, que cumplieron con las pautas
establecidas por la ADA en cuanto a la frecuencia
del pedido, se dividié a las mismas en dos grupos:
pacientes con buen control (HbA >7%) y pacientes
conescaso control (HbA, >7%).

No se incluyeron las solicitudes de pa-



cientes que presentaban un unico pedido de HbA
durante todo el periodo, ni aquellos pedidos
iniciales que presentaban algun error preanalitico
(muestra coagulada o muestrano remitida).

Para la medicion de la HbA, se empled un
método inmunoturbidimétrico en un sistema
homogéneo marca Wiener Lab. El calibrador y el
equipo CB350i utilizados pertenecen al mismo
fabricante. Dicha determinaciéon cumple con los
requerimientos de calidad analitica basados en la
variabilidad bioldgica.

Teniendo en cuenta estos datos se calculd
para cada paciente el tiempo transcurrido entre
una solicitud y la siguiente (AT); y se lo clasificé
segun los tiempos establecidos por la ADA (Tabla

).

En segundo lugar, para comprobar si los

pacientes presentaban resultados alterados de
HbA, a causa de una anemia, se evalud si las
solicitudes tenian pedido simultaneamente un
hemograma, y de ser asi, el valor de la hemo-
globina total. Para esto se utilizaron los valores
[imites inferiores propuestos por la OMS
(hemoglobina (Hb) <12,0 g/dL en mujeres y <13,0
g/dLparahombres)(9).

En cada subclasificacion se determind el
numero de solicitudes que eran ambulatorias o de
internacion.

Finalmente, se calculé el total de errores en
las solicitudes de HbA, que no se ajustaron a las
pautas establecidas por la ADA. Para ello se
tuvieron en cuenta los pedidos realizados antes o
después del tiempo fijado por la asociacién, tanto
en pacientes controlados como con escaso control
(BM, BT, EM, ET)sumado alos pedidos de HbA, sin
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un hemogramaacompafante (SH).

Tablal. Clasificacién del tiempo transcurrido entre una solicitud de HbA
1c
y la siguiente segun los lineamientos de la ADA.

Tiempo entre solicitudes (AT)
Buen control Muy Pronto (BM) Apropiado (BA) (acorde a las guias) Tardio (BT)
(HbA, <7%) <3 meses 3-6 meses >6 meses
Escaso control Muy pronto (EM) Apropiado (EA) (acorde a las guias) Tardio (ET)
(HbA, . >7 %) <2meses 23 meses >3 meses

> > Figura 1. Diagrama de flujo del anélisis de datos segtin la frecuencia de solicitud.

Excluidas 1 135
I solciiudes po ser &l
| inicn pedida O presenlar
) - un e praanalitics
1856 solicitudes e | 347 solcitudes

de HbA e Y Infclatas

" 821 soliciudes con L

mits de un padidn

T 474 salicitudes de
sequimigals

—>2> RESULTADOS

Se evaluaron 1.956 solicitudes de HbA, del
periodo comprendido entre el 1 de septiembre de
2015 y el 30 septiembre de 2016. Durante dicho
lapso concurrieron 1.482 pacientes, de ambos
sexos y mayores de 15 afios, a realizarse la
determinacion. Del total de los pedidos, 1.135 eran
pedidos Unicos y los restantes 821 comprendian
tanto la solicitud inicial (n=347) como aquellas
destinadas al seguimiento del paciente (n=474)
(Fig. 1). De acuerdo con el tiempo transcurrido
entre las primeras solicitudes y las de chequeo, el
71,9% no cumplieron con la frecuencia establecida
por la ADA, donde se hallé un importante
porcentaje de pacientes controlados (22%) con
solicitudes pedidas antes de los tres meses de
realizado el primer estudio (BM), y en el grupo de
los pacientes con escaso control se observd que la
mayoria no tiene solicitada la determinacién conla
frecuenciaapropiada(44%) (Fig. 2).

En relacion al origen de las solicitudes, 345
de ellas procedian de pacientes ambulatorios y 129
de pacientes internados. En el caso de los
pacientes con buen control, se observé que el
nimero de solicitudes pedidas antes de los 3
meses no tenian diferencias entre pacientes

Revista Bioanalisis | Junio 2019 | 15 afos

ambulatorios (n=62) e internados (n=41), pero en
el caso delos pacientes con escaso control se pudo
distinguir que aquellos pedidos realizados antes de
los dos meses pertenecian a un gran porcentaje de
pacientes internados (n=62) y los que excedian la
frecuencia apropiada eran mayoritariamente
pacientes ambulatorios (n=102) (Fig. 3).

> > Figura2. Cantidad de solicitudes segun la frecuencia entre una solici-

tud y la siguiente. BM: Muy pronto en paciente controlado (<3 meses),

BA: Apropiado en paciente controlado (3 - 6 meses), BT: Tardio en paciente

controlado (>6 meses). EM: Muy pronto en paciente descontrolado (<2 meses),

EA: Apropiado en paciente descontrolado (2—-3 meses), ET: Tardio en pacientes
descontrolados (>3 meses).
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> > Figura 3. Cantidad de solicitudes diferenciadas en base al tiempo trans-
currido entre una solicitud y la siguiente, y segun el area que la solicito:
ambulatorio o internacion. BM: Muy pronto en paciente controlado (<3 meses), BA:
Apropiado en paciente controlado (3-6 meses), BT: Tardio en paciente controlado
(>6 meses). EM: Muy pronto en paciente descontrolado (<2 meses), EA: Apropiado
en paciente descontrolado (2-3 meses), ET: Tardio en pacientes descontrolados
(>3 meses).
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Respecto de las solicitudes de HbA, que
tenfan pedido un hemograma en simultaneo, de un
total de 1.956 peticiones: 1.577 tenian un
hemograma acompafnante (80,6%) y 379 no
(19,4%). Dentro del primer grupo a 29 pacientes
(1,9%) no se le pudo realizar el hemograma por
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presentar errores preanaliticos (muestras fueron
muestras con error preanalitico que no pudieron
serprocesadas (Fig.5).

Figura4. Porcentaje de solicitudes de HbA1c que se realizaron tenien-

do en cuenta el pedido concomitante de un hemograma. Dentro de los
que si tenian ordenado ambas determinaciones, se diferencié en: hemogramas
que no se realizaron por contener un error preanalitico, pacientes con valores de
hemoglobina por debajo del valor normal (pacientes anémicos) y pacientes con
valores de hemoglobina normal (sin anemia).
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Figura5. Cantidadesde solicitudesde HbA1c teniendoen cuentala

realizacion o no de un hemograma en simultaneo, y en caso de tenerlo,
distinguiendo quienes cursaban una anemia y quiénes no. En esta subclasificacion
se diferencio el servicio de procedencia: en ambulatorio o internacion. SH: sin
hemograma acompafiante. CHER: con hemograma pero la muestra contenia un
error preanalitico por lo cual no se procesé. CHAP: con hemograma y valor normal
de hemoglobina (paciente sin anemia). CHAN: con hemograma pero valor
disminuido de hemoglobina (paciente anémico).

CHER

CHAP

HEMOGLOSINA TOTAL

CHARN =

e

o Fl ] ACHE (EE) B0 1000 1200
CANTIDADDE SOLICITUDES

CLASIACACION SEGUM PRESENCIA ONO
D LIN HEMSOGRAMS Y WALORES CE

o e il #am bularerio

Finalmente, se sumaron todos los errores
de las solicitudes que no cumplieron con los
criterios establecidos por la ADA (BM + BT + EM +
ET+SH)dandountotalde 720 errores.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En las 1.956 solicitudes de HbA, _ se hallaron
720 errores, por no ajustarse a las exigencias
establecidas por la ADA. El 47,36% (n=341) fueron
peticiones destinadasal seguimiento de los
pacientes realizadas con anterioridad o de forma
tardia al tiempo establecido por la ADA (6). Esto

puede deberse al desconocimiento de resultados
previos, ya sea por no contar con historias clinicas
de facil acceso, como las digitalizadas, por el
incompleto llenado de las mismas; por la escasa
consulta en el sistema de gestion del laboratorio
(Plexus lab), o por laimposibilidad de examinar los
valores en él a causa de problemas técnicos y/o de
acceso dentro del hospital. En los pedidos
realizados con anticipacién en pacientes con un
buen control (n=103) no hay grandes diferencias
entre ambulatorios e internados, pero en aquellos
con escaso control (n=95), se observa un pre-
dominio de solicitudes provenientes del area de
internacién (65,26%). La urgencia en estos
pacientes, sobre todo los que se encuentran
descompensados, ocasiona pedidos de HbA en un
lapso menor al sugerido. Fisiolégicamente, no es
representativa la cuantificacién en tan corto
tiempo de este metabolito reciente ya que antes
de los dos meses no se obtiene un alto porcentaje
del mismo (8)(10-14). En el caso de las solicitudes
tardias de ambos grupos (n=143), mayori-
tariamente se realizaron en pacientes ambu-
latorios (BT=100%y ET=89,5%). Esto puede deberse
al desconocimiento de la importancia del control
continuo en pacientes diabéticos o a las
dificultades que presentan personas de bajos
recursos para transportarse desde zonas alejadas
hasta el establecimiento.

En el 52,6% de los errores (n=379) se
evidencid la falta de pedido de hemograma,
observdandose mayoritariamente en pacientes
ambulatorios. Se espera que en estos pacientes se
haya corroborado la presencia de un hemograma,
dentro de los ultimos tres meses, para asegurar la
ausencia de anemia con el fin de que los resultados
de HbA, sean fidedignos. De no ser asi, se
obtendrian valores alterados del metabolito
generando inadecuadas interpretaciones clinicas

(14)-

Al evaluarlaveracidad delosresultados de

HbA,, dentro de las solicitudes que si tenian un

1c)



hemograma pedido (n=1.577), un 1,9% no se
realizaron por presentar errores preanaliticos
provenientes solo del servicio de internacion;
esto puede atribuirse a la cantidad de personal
hospitalario que participa de los diferentes pasos
de la fase preanalitica de la muestra (15-20). El
28,5% (n=450) tenian hemoglobinas por debajo
del valor de corte establecido y en su mayoria
pertenecian al drea de internacién (60,2%). Una
causa comun de pedido de esta determinacion es
su utilizacion para diferenciar en pacientes
criticos una hiperglucemia asociada al estrés de
un posible diagndstico de diabetes. Sin embargo,
la presencia de una anemia desestima el valor del
metabolito (4). A pesar de que este pardmetro es
sumamente apropiado para evaluar el estado
metabdlico de los pacientes, hay que recordar
que no puede utilizarse para el diagndstico de
diabetes mellitus, ya que existen multiples
métodos para su determinacién con resultados
discrepantes entre si. S6lo deben usarse métodos
certificados por NGSP (National Glycohemoglobin
Standardization Program), con trazabilidad al
método de referencia de la DCCT (Diabetes
Control and Complications Trial). El Gnico que ha
demostrado tener una reproducibilidad
sumamente confiable hasta el momento es la
cromatografialiquida de alta performance (HPLC)
(14). En el hospital objeto de estudio no se cuenta

con dicha tecnologia, por lo que los resultados no
deben considerarse para el diagndstico de
diabetes; solo dan en estos casos una
aproximacion del estado metabdlico previo.
Desde el laboratorio se podria realizar una
observacién en el informe cuando se obtienen
resultados alterados por anemia, evitando
incorrectas interpretaciones; como asi también,
notificar que la determinacidn no sirve a los fines
diagndsticos (14). Se sugiere, ademas, lamedicion
de otros metabolitos, como la fructosamina, para
cuando existan situaciones clinicas como éstas,
que puedan estar alterando la capacidad de la
HbA, de reflejar los niveles de glucemia recientes

(3)(10-14).

Esta importante demanda de HbA,
solicitadas de forma incorrecta genera un costo
elevado de recursos que impacta en el
presupuesto del hospital provincial. El porcentaje
de solicitudes tardias provenientes de pacientes
ambulatorios es una cifra dificil de disminuir
debido a cuestiones inherentes como es, por
ejemplo, la situacidon socio econdmica de la
poblacidn que asiste a la institucion en la mayoria
de los casos; sin embargo, es fundamental una
adecuada educacion del paciente para evitar
controles irregulares de su enfermedad crdnica.
Con todos los resultados anteriormente
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mencionados, se sugiere una optimizacion en las
solicitudes de la HbA _con el fin de proveer un
resultado seguro y una mejora en la calidad de la
atencion del paciente, como si también de
proporcionar un ahorro, tanto de recursos como
monetario.

En conclusién, se observd un elevado
porcentaje de solicitudes de HbA,_ que no se
ajustaron a las pautas establecidas porla ADA en
cuanto a la frecuencia de los pedidos y a la
evaluacidon de alteraciones clinicas
concomitantes almomento de realizada la orden.
La falta de consulta de resultados previos, la
inasistencia de los pacientes ambulatorios al
turno de control, como también la ausencia de un
hemograma en simultdneo, son algunas de las
principales causas. Estas situaciones conllevan a
larealizacidn de gastos, por lo cual es importante
la concientizacidn en el control de las solicitudes
reiterativas para lograr la mejora en la calidad de
los resultados de laboratorio, una correcta toma
de decisiones médicas y la excelencia en Ia
atencidn del paciente.
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