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Resumen:
							                           
En Bolivia, el algoritmo diagnóstico convencional para VIH utiliza como prueba confirmatoria el Western blot; debido a dificultades con el costo, tiempo y centralización del diagnóstico confirmatorio, el Programa Nacional ITS/VIH/SIDA-HV propuso un algoritmo nuevo que utiliza solo dos pruebas rápidas y ELISA Ag/Ac. Sesenta muestras de suero fueron procesadas con ambos algoritmos y se determinó el resultado verdadero de las muestras de acuerdo con ambos algoritmos y la carga viral. La sensibilidad, especificidad, valores predictivos, índice Kappa . chi-cuadrado de Pearson fueron calculados. El algoritmo convencional reportó: sensibilidad 96,3%, especificidad 100%, valor predictivo positivo 100% y valor predictivo negativo 97% el algoritmo nuevo presentó sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivo y negativo del 100%. El índice Kappa fue 0,966 y chi-cuadrado de Pearson 56,078 con .<0,01; es así que el grado de concordancia entre ambos algoritmos es “muy bueno” y estadísticamente significativo. Aunque el número de muestras procesadas en este estudio fue reducido, el algoritmo nuevo parece ser mejor que el convencional debido a que acorta el tiempo de detección de VIH y reporta resultados iguales a la carga viral.



Palabras clave: diagnóstico de VIH, prueba rápida, Western blot, carga viral.
		                         


Abstract:
						                           

In Bolivia, the conventional diagnostic algorithm for HIV uses Western blot as a confirmatory test. Due to difficulties with cost, time and centralization of the confirmatory diagnosis, the National STI/HIV/AIDS-HV Program proposed a new algorithm, which uses only two rapid tests and ELISA Ag/Ac. A total of 60 serum samples were processed with both algorithms and the true result of the samples was determined according to the results of both algorithms and viral load. Sensitivity, specificity, predictive values, Kappa and chi-square Pearson index were determined. The conventional algorithm reported sensitivity of 96,3%, specificity of 100%, positive predictive value of 100 % and negative predictive value of 97%. The new algorithm presented sensitivity, specificity, positive and negative predictive values of 100%. The Kappa index was 0.966 and chi-square Pearson 56.078 with p <0.01, so the degree of agreement between both algorithms is “very good” and statistically significant. Although the number of samples processed in the present work was reduced, the new algorithm seems to be better than the conventional algorithm because it shortens the period in the detection of HIV and reports results equal to the viral load.
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Resumo:
						                           

Na Bolívia, o algoritmo de diagnóstico convencional para HIV usa como teste de confirmação o Western blot; devido a dificuldades com custo, tempo e centralização do diagnóstico de confirmação, o Programa Nacional de ITS/HIV/AIDS-HV propôs um algoritmo que usa apenas dois testes rápidos e ELISA Ag/Ac. Foram processadas 60 amostras de soro com ambos os algoritmos e o resultado verdadeiro das amostras foi determinado de acordo com os algoritmos e a carga viral. A sensibilidade, especificidade, valores preditivos, índice de Kappa e qui-quadrado de Pearson foram calculados. O algoritmo convencional reportou: sensibilidade 96,3%, especificidade 100%, valor preditivo positivo 100% e valor preditivo negativo 97%, o novo algoritmo apresentou sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo de 100%. O índice Kappa foi 0.966 e qui-quadrado de Pearson 56.078 com p<0.01, de modo que o grau de concordância entre os algoritmos é “muito bom” e estatisticamente significativo. Embora o número de amostras processadas neste estudo tenha sido pequeno, o novo algoritmo parece ser melhor do que o convencional porque reduz o tempo de detecção do HIV e relata resultados iguais à carga viral.




Palavras-chave: Diagnóstico de HIV, teste rápido, Western blot, carga viral.
                                







Introducción

El VIH pertenece al género de los Lentivirus y se clasifica en dos tipos: VIH-1 y VIH-2, ambos tienen un 40-50% de homología genética y una organización genómica similar (1-4). En Bolivia desde el año 1984 hasta el 2016 se han registrado 17.871 casos confirmados de VIH/SIDA, de los cuales 1.644 fallecieron a causa del SIDA. La razón hombre: mujer en Bolivia es de 18:10 respectivamente y la edad promedio es de 31 años. Con relación a las vías de transmisión del virus, de cada 100 casos notificados con VIH, 97 corresponden a transmisión sexual, 2 refieren transmisión vertical y 1 es por transmisión sanguínea (5).

El diagnóstico de VIH en Bolivia estaba basado en el algoritmo convencional (AC) el cual utiliza como pruebas de tamizaje a las pruebas rápidas y ELISA Ag/Ac (cuarta generación) y como prueba confirmatoria al Western blot (WB), esta última conocida como prueba gold standard para diagnóstico de VIH en diferentes algoritmos (6-9).

El algoritmo convencional consta de 3 pasos que se realizan de manera secuencial en tres sitios distintos, lo cual genera dificultades relacionadas con el transporte de las muestras, demora en la obtención del resultado final confirmado (lo que dificulta el tratamiento oportuno para personas VIH positivas) y el uso de reactivos de alto costo y alta complejidad (10).

El uso secuencial de dos o tres pruebas rápidas para diagnóstico confirmatorio de VIH ha sido aplicado con éxito en otros países (11-15). Debido a las dificultades observadas en el AC de Bolivia y las experiencias internacionales, el Ministerio de Salud y Deportes a través del Programa Nacional ITS/VIH/SIDA-HV planteó el algoritmo nuevo (AN) para diagnóstico de VIH que utiliza (en un orden establecido) dos pruebas rápidas y ELISA Ag/Ac como pruebas suficientes para detectar y confirmar la infección por VIH (10).

El presente trabajo pretende comparar la equivalencia del algoritmo nuevo propuesto por el Ministerio de Salud y Deportes con el algoritmo convencional, para el diagnóstico de pacientes con sospecha de infección por VIH en Bolivia





Materiales y Métodos




DISEÑO METODOLÓGICO


Este estudio es una investigación descriptiva, no experimental realizada en el laboratorio de Virología - LA- BIMED en la Facultad de Medicina de la Universidad Mayor de San Simón durante el periodo enero-junio de 2016 y que contó con la aprobación del Comité Ético de la Facultad de Medicina; además, todos los pacientes firmaron el consentimiento informado antes de la realización de las pruebas para VIH en cada establecimiento de salud de procedencia (Cochabamba–Bolivia). Se seleccionaron un total de 60 muestras (suero sanguíneo) con una prueba reactiva para VIH, realizada en diferentes establecimientos de salud, que requerían confirmación para VIH. No se incluyeron muestras menores a 300 µL, de pacientes menores de 18 meses de edad, sueros provenientes de muestras sanguíneas visiblemente hemolizadas, ictéricas o lipémicas, que no fueron transportadas en cadena de frío o sin formulario A4 (o incorrectamente llenado). Se determinó y analizó el resultado final de todas las muestras de acuerdo a ambos algoritmos (AC y AN) de diagnóstico de infección por VIH y Carga Viral (CV) en los casos de discordancia de resultados finales entre AC y AN. Además, el Formulario A4 se utilizó para obtener información descriptiva de los pacientes.
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Figura 1



Algoritmo convencional para la toma de decisiones en el diagnóstico de VIH en el Estado Plurinacional de Bolivia.






Conforme a la ley Nº 2729, la prueba para VIH debe ser con consejería y consentimiento informado, excepto en los casos descritos en dicha ley ( 9).















PRUEBAS DEL ALGORITMO CONVENCIONAL


Las 60 muestras de suero fueron procesadas por ELISA de cuarta generación (VIRONOSTIKA HIV Ag/Ac – BioMérieux, Francia) y Western blot (RecomLine HIV-1 & HIV-2 IgG – Mikrogen Diagnostik, Alemania). Las muestras reactivas con ELISA fueron confirmadas por WB el cual determinó el resultado final de cada paciente de acuerdo al AC (Fig. 1). En los casos de resultados indeterminados con WB se esperó alrededor de un mes para realizar una segunda prueba.





PRUEBAS DEL ALGORITMO NUEVO


Las 60 muestras de suero fueron procesadas con Prueba rápida 1 (PR1) (Alere DetermineTM HIV 1/2 – Alere Medical Co., Ltda, Japón), Prueba rápida 2 (PR2) (Uni-Gold HIV – Trinity Biotech, Irlanda) y ELISA cuarta generación (VIRONOSTIKA HIV Ag/Ac – BioMérieux, Francia). Muestras no reactivas con PR1 fueron consideradas negativas, muestras reactivas con PR1 fueron confirmadas con PR2, resultados discordantes (PR1 reactiva y PR2 no reactiva) fueron analizados con ELISA Ag/Ac que determinó el resultado final de acuerdo al esquema del AN (Fig. 2).





ENSAYO DE CARGA VIRAL


Solo en 11 muestras se determinó la carga viral debido a que 10 presentaron resultado indeterminado con el primer WB utilizado en el AC y 1 muestra obtuvo resultado discordante entre AC y AN. Para determinar la carga viral se utilizó el equipo Abbott Molecular m2000 Real Time System – Abbott Laboratories, Illinois EE.UU..





ANÁLISIS ESTADÍSTICO


Tablas de contingencia 2x2, índice Kappa . chi-cuadrado de Pearson fueron calculados utilizando IBM STATISTIC SPS 2.1







Resultados




ANÁLISIS DESCRIPTIVO DE LA POBLACIÓN


Del total de 60 muestras, se estableció que el mayor porcentaje (34/60=56,7%) correspondía a mujeres en comparación con varones (26/60=43,3%), con un rango de edad entre 14 a 69 años(
[image: 53568432007_gi2.png]
=33 años).





ALGORITMO CONVENCIONAL


Diez muestras reportaron resultados  indeterminados con el primer WB. Al cabo de un mes se realizó un segundo WB con nuevas muestras de suero, así el resultado final del algoritmo convencional señala un total de 26/60 (43,3%) muestras positivas y 34/60 (56,7%) negativas.





ALGORITMO NUEVO


El resultado final del algoritmo nuevo indica un total de 27/60 (45%) muestras positivas y 33/60 (55%) negativas. No se reportaron resultados indeterminados.





CARGA VIRAL


Se determinó la carga viral a 10 muestras indeterminadas con el primer WB: en 9/10 se detectó ARN viral y 1/10 fue no detectable. En la única muestra con resultado discordante entre ambos algoritmos (Negativo con AC y Positivo con AN) se detectó ARN viral. Los resultados finales del AN para estas 11 muestras fueron los mismos a los reportados por carga viral (Tabla I).





COMPARACIÓN DEL AC CON AN


Se determinó el número de pacientes verdaderos enfermos y verdaderos sanos (resultados finales); se consideró verdadero enfermo cuando la muestra fue positiva con ambos algoritmos y verdadero sano cuando la muestra fue negativa  con  ambos algoritmos; para la muestra  discordante se  consideró  el resultado de carga viral. Se registraron un total de 27/60 verdaderos enfermos y 33/60 verdaderos sanos. Con estos datos se realizaron las  tablas  de contingencia 2x2 entre los resultados finales y ambos algoritmos (Tabla II)(Tabla III).

El AC reportó una especificidad y valor predictivo positivo del 100%, sin embargo, su sensibilidad y valor predictivo negativo fueron del 96,3 y 97%, respectivamente. El AN reportó una sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo del 100% (Tabla IV). El índice Kappa entre al AC y AN fue de 0,966 que, de acuerdo a la escala de valoración de este índice, indica una concordancia “muy buena” (17) entre resultados de ambos algoritmos. Chi-cuadrado de Pearson fue 56,078 con .<0,01.
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Figura 2



Algoritmo nuevo para la toma de decisiones en el diagnóstico de VIH en Bolivia. Prueba 1 de tamizaje.






Prueba 2 confirmatoria. Prueba ELISA Ag/Ac de desempate. Conforme a la ley Nº 2729, la prueba para VIH debe ser con consejería y consentimiento informado, excepto en los casos descritos en dicha ley (10).














Tabla I




Comparación de resultados del AC AN y Carga viral de 10 muestras con resultados indeterminados con el primer Western blot y 1 muestra discordante Extraído y modificado de Claros 16









	
Número 
de

muestra


	
Primer Western

Blot-Algoritmo convencional


	
Algoritmo 
nuevo


	
Carga viral





	
	
Resultado


	
Resultado


	
Resultado


	
Copias/mL





	9
	Negativo
	Positivo
	Detectable
	533,879



	10
	Indeterminado
	Positivo
	Detectable
	533,322



	33
	Indeterminado
	Negativo
	No detectable
	No detectable



	49
	Indeterminado
	Positivo
	Detectable
	1.063,96



	54
	Indeterminado
	Positivo
	Detectable
	255,008



	55
	Indeterminado
	Positivo
	Detectable
	8.299.213



	56
	Indeterminado
	Positivo
	Detectable
	2.107,017



	57
	Indeterminado
	Positivo
	Detectable
	>10.000,000



	58
	Indeterminado
	Positivo
	Detectable
	8.018,218



	59
	Indeterminado
	Positivo
	Detectable
	860,675



	60
	Indeterminado
	Positivo
	Detectable
	5.798.978

























Tabla II




Tabla de contingencia 2x2 para el algoritmo convencional
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VP Verdadero Positivo -
FP Falso Positivo -
FN Falso Negativo -
VN Verdadero Negativo











Tabla III




Tabla de contingencia 2x2 para el algoritmo nuevo
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VP Verdadero Positivo -
FP Falso Positivo -
FN Falso Negativo -
VN Verdadero Negativo











Tabla IV




Comparación de sensibilidad especificidad valor predictivo positivo y negativo del algoritmo convencional y nuevo









	
	
Algoritmo 
convencional


	
Algoritmo 
nuevo





	Sensibilidad
	96,3%
	100%



	Especificidad
	100%
	100%



	VPP
	100%
	100%



	VPN
	97%
	100%














VPP Valor predictivo positivo -
VPN 














Discusión y Conclusiones


El Western blot del AC reportó un falso negativo (Tabla I). A pesar de ser la prueba más empleada para diagnóstico confirmatorio de VIH (6-9) se ha evidenciado en diferentes estudios que no detecta anticuerpos contra regiones antigénicas del VIH en la etapa inicial (seroconversión) y final (SIDA) de la infección reportando falsos negativos (18)
(19). Por otro lado, algunas enfermedades (como las leucemias) afectan el nivel de producción de anticuerpos contra el virus; además, pueden producirse anticuerpos inespecíficos contra el VIH que tampoco son detectables (18). En Bolivia, cerca de 50% del total de personas notificadas al momento del diagnóstico se encuentran en fase SIDA (20).

El AN basado en pruebas rápidas (Alere Determine HIV 1/2 y Uni-Gold HIV) y ELISA Ag/Ac, no reportó resultados indeterminados, falsos positivos o falsos negativos. En los últimos años, las pruebas rápidas han ganado importancia en el diagnóstico de la infección por VIH porque acortan el tiempo en la obtención de resultados al ser comparado con pruebas convencionales (21). No obstante, otros estudios indican que algunas pruebas rápidas tienen una sensibilidad reducida y durante la etapa aguda de infección por VIH se producen más resultados falsos negativos, detectando solo el 91% de casos positivos (22).

En un estudio realizado en la República Democrática del Congo se comparó un algoritmo que utilizaba Alere Determine HIV 1/2 y Uni-Gold HIV para el diagnóstico de VIH con otro algoritmo que tenía como prueba confirmatoria al Western blot; el primer algoritmo mostró un elevado nivel de falsos positivos, especialmente cuando las pruebas rápidas eran débilmente reactivas, por tanto, se propone para dobles positivos de pruebas rápidas la realización de la confirmación por otra prueba adicional (23). En este estudio, dobles positivos de pruebas rápidas no requirieron la realización de una prueba adicional de confirmación, además, de las 60 muestras procesadas, 43 fueron correctamente diagnosticadas solo con pruebas rápidas, así, el algoritmo nuevo detectó todos los casos de infección con VIH.

El Western blot es utilizado desde 1984 como prueba confirmatoria de VIH por ser más sensible y específico que las pruebas de tamizaje empleadas en esos tiempos (24)
(25). No obstante en la actualidad, la introducción de técnicas moleculares permite la detección  directa del VIH (ARN o ADN proviral) mejorando en gran medida su diagnóstico. De esta forma, el planteamiento de nuevos algoritmos de diagnóstico debería estar orientado al uso de técnicas moleculares, sin embargo, estas técnicas requieren de equipos y reactivos costosos, por lo que su empleo aún no es accesible en zonas rurales o desfavorecidas de Bolivia. Así, el AN descrito en este estudio, se basa en el uso de pruebas rápidas de detección, que aunque son indirectas, son más accesibles, reducen el tiempo de análisis permitiendo un diagnóstico temprano y tratamiento oportuno y son de bajo costo (de 5 a 19 USD) en comparación con las pruebas del AC (de 81 a 145 USD), disminuyendo los gastos en Bolivia hasta en un 90%.

El AN mejoró el diagnóstico temprano de VIH, obteniendo una mayor sensibilidad y valor predictivo nega- tivo, debido a la asociación de una prueba rápida más sensible (como prueba de tamizaje) con otra prueba rápida más específica (como prueba confirmatoria), que junto con una prueba de ELISA Ag/Ac en muestras con resultados discordantes, detectó la presencia del virus de VIH en todos los casos positivos. Estos resultados, a pesar del número reducido de muestras procesadas, recomiendan la aplicación del AN para diagnóstico confirmatorio de VIH en Bolivia.

Debido a que la infección por VIH no tiene cura, además de sumarse cada día más casos en Bolivia, hoy es más importante que nunca hacer todo  lo  posible para identificar personas infectadas y ligar estas a un tratamiento y prevención de transmisión a otras personas. El uso del AN presenta aún retos a ser superados, como la aceptación entre los profesionales en salud, la buena utilización y criterio de este algoritmo, el trabajo conjunto del personal de salud y el paciente, así como la evaluación individual de cada paciente antes de emitir un resultado.
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