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ANEXOS



RESUMEN

El riesgo de transmision del VIH relacionado a las transfusiones de sangre ha
disminuido notablemente tanto por los criterios de seleccion de los donantes, los
sistemas de controles de calidad de los procesos y la evoluciéon de las pruebas
serologicas con sensibilidad elevada. Los inconvenientes al utilizar estas pruebas
con sensibilidad muy alta son los resultados falsos reactivos, estos resultados en
los donantes de sangre generan un gran desafio debido a la eliminacion de
componentes como a problemas de administracion de donantes. Obijetivo:
Describir la revision entre pruebas inmunoseroldgicas y pruebas confirmatorias en
serologia infecciosa HIV en donantes de sangre Metodologia: La monografia se
realizd a través de investigaciones retrospectivas, es decir se reviso estudios sobre
el tema orientado. Resultados: Describir los falsos positivos de Ag/Ac VIH en
donantes de sangre permitira justificar posteriores acciones que se tomen para
contribuir a la reduccion de este valor: por ejemplo, el cambio de los equipos
empleados para el analisis, o la implementacion de estrategias de notificacion y

aplazamiento de donantes.

Palabras claves: Donantes de Sangre, Quimioluminiscencia,

Inmunofluorescencia Indirecta, Falso Reactivo.



ABSTRACT

The risk of HIV transmission related to blood transfusions has decreased
markedly due to the criteria for selecting donors, the quality control systems of the

processes and the evolution of serological tests with high sensitivity.

The drawbacks of using these tests with very high sensitivity are the reactive false
results, these results in blood donors generate a great challenge due to the
elimination of components such as donor administration problems. Objective: To
describe the review between immunoserological tests and confirmatory tests in
HIV infectious serology in blood donors. Methodology: The monograph was
carried out through retrospective research, i.e., studies on the subject were
reviewed. Results: Describing the false positives of HIV Ag/Ac in blood donors
will justify subsequent actions taken to contribute to the reduction of this value:
for example, the change of the equipment used for the analysis, or the

implementation of donor notification and postponement strategies.

Keywords: Blood Donors, Chemiluminescence, Indirect Immunofluorescence,

False Reagent.



La contaminacién de infecciones por transfusiones de sangre es uno de los mayores
inconvenientes en salud publica, siendo la desazon de quienes laboramos en los bancos
de sangre. Es por ello que debemos contar con herramientas indispensables para

descubrir a tiempo a los potenciales donantes infectados (1, 2).

El diagndstico del VIH posee una elevada importancia por la gravedad de la
enfermedad. EIl tamizaje seroldgico es un paso indispensable en este diagnostico; y se
han desarrollado como consecuencia del progreso en los conocimientos
inmunopatogénicos, relacion huésped-virus, mecanismos de replicacién virica y

respuesta inmune (3).

Con relacion al porcentaje de infecciones por VIH suscitadas por transfusiones fluctdan
entre el 5y 10 % nivel mundial; generando cambios radicales en la seguridad de la
transfusion de sangre (4). La causa del SIDA es la infeccidn con lo retrovirus humanos
el VIH-1 con distribucion mundial y méas frecuente y el VIH-2 asociado a la region
africana. Se han identificado varios grupos y serotipos debido a la variabilidad,

capacidad de mutacion y recombinacion (5).

En el Pert, no se conoce referencias en los que defina la prueba inmunoseroldgica con
la prueba confirmatoria IFI para comprender la tasa de falsos reactivos para la deteccion
de Ag/Ac VIH en donantes de sangre, aun cuando previamente se ha descrito que esta
es elevada (68.2%) (6), lo cual podria conllevar al descarte innecesario de
hemocomponentes y aplazamientos de donantes, y a su vez, a una reduccién de
hemocomponentes en el banco de sangre, sobre todo considerando el limitado

porcentaje de donaciones voluntarias (13.5%).

1



Es por ello que, en la actualidad los resultados de tamizaje seroldgico para VIH juegan
un papel primordial. Estos son obtenidos de los analizadores inmunoserélogicos, los
cuales operan bajo la técnica de quimioluminiscencia. Esta técnica permite identificar
rapidamente los resultados reactivos y descartar los hemocomponentes del donante
infectado, ofreciendo la posibilidad de garantizar la seguridad de la transfusién. Sin
embargo, esta técnica genera un elevado nimero de falsos reactivos (1), por lo que los
resultados reactivos no pueden utilizarse para confirmar una infeccion y es necesario
realizar una corroboracién del resultado obtenido, a fin de fortalecer el seguimiento del

donante.

La importancia de este trabajo radica en describir los falsos reactivos que se obtiene
mediante la técnica de quimioluminiscencia con la finalidad de verificar las acciones
que se tomen para contribuir a la reduccion de este valor, a traves de, por ejemplo, el
cambio de los equipos empleados para el analisis o la implementacion de estrategias de

aplazamiento y notificacion de resultados.

Adicionalmente, la presente monografia permitira conocer el punto de corte
(Signal/Cut-Off — por sus siglas en inglés) con el cual se maximiza el valor de
especificidad y sensibilidad de la prueba, lo cual evidenciara la reduccion de la tasa de
falsos positivos y falsos negativos, y, a su vez, minimizarad la ansiedad y stress que
genera el esperar los resultados de la prueba confirmatoria, ya que se conocera el punto
de corte cercano al verdadero positivo, permitiendo tener mayor seguridad en el reporte

de los resultados.

ANTECEDENTES

Entre los estudios que nos dan informacion sobre las pruebas inmunoserologicas y

pruebas confirmatorias tenemos a Kiely P. et al, donde se analizaron los donantes con



resultado falso reactivos en ensayo de quimioluminiscencia para HBsAg, HIV, HCV y
HTLV entre mayo de 1997 a marzo de 1999. Se hizo seguimiento de hasta tres
donaciones después de un resultado falso reactivo; dando como resultado 14.3 % para
HBsAg, 66% para HIV, 77.4% para HCV y 71.6% para HTLV y las donaciones
siguientes 75.0, 80.6, 84.6 y 74.5% para los cuatro andlisis respectivamente.
Concluyendo que se debe permitir que los donantes que dan un resultado falso positivo
en los CLIA (PRISM, Abbott) continden donando porque la mayoria de los donantes
con un resultado HBsAg falso reactivo fueron negativos en donaciones posteriores y
entre 22,6 y 34,0 por ciento de aquellos con resultados falso positivo en los ensayos
HIV-1/HIV-2, HCV o HTLV-I / HTLV-II dieron donaciones negativas posteriores. En
cambio, los donantes con un segundo resultado falso positivo deben ser aconsejados y

aplazados porque es muy poco probable que den resultados negativos posteriores (7).

Asi mismo, se utilizaron estrategias recomendadas por la ONUSIDA/OMS para los
bancos de sangre; donde se evaluaron a un grupo de donantes voluntarios de enero a
diciembre de 1999, examinando 5000 donantes para determinar si existe anticuerpos
contra el HIV, todos varones entre 18 a 50 afios. De los 5000 donantes, 48 (0.96%)
dieron positivos, 37 (77% de 48) fueron falsos reactivos y solo 11 (0.22% de 5000)
fueron verdaderos reactivos (8).

Por otro parte se examinaron 39,784 unidades de sangre para detectar VIH usando
inmunoensayos diferentes segun estrategias de la OMS y prueba Western Blot. Dando
como resultados: de las 44 muestras reactivas a 1A-1, el 95.2% (20/21) de las muestras
reactivas tanto para 1A2 — A3 también fueron WB positivas (9).

Anteriormente en México, se analizaron 29,318 donadores entre 2003 a 2007; 66 fueron
reactivos para ELISA (225/100000 donadores, IC 95%: 171 a 279/100000), la prueba

confirmatoria por western Blot resulto positiva 5 (7.6%), indeterminado en 11 (16.7%)



y negativa en 50 (75.8%). Resultado de seroprevalencia confirmada 17.1/100000
donadores (1C95%: 2 a 32/100000). Entonces para una prevalencia de 17/100000 el
riesgo residual serd de 3.3 por millén y existe alrededor del 100000 donadores por afio,
inferimos una incidencia maxima de 6.8 infecciones de HIV asociadas a transfusion

(10).

De la misma forma, en un periodo de 3 meses se analizaron 62090 donantes de sangre
de los cuales 469 fueron reactivos para HIV, VHB y VHC. Las muestras reactivas se
procesaron inicialmente con una prueba rapida y luego con ELISA, dando como
resultado HIV 0.016%, HBV 0.101% y HCV 0.037% de falsos reactivos (11).

Por otro lado cabe resaltar, que el VPP del ensayo de quimioluminiscencia podria
mejorar al definir un valor de S/CO (en un rango de 10% del valor de cut-off), que
permita obtener un valor de sensibilidad adecuado sin afectar la especificidad,
reduciendo asi, la tasa de falsos positivos. Dado que se analizaron 17 912 donantes de
sangre voluntarios entre el periodo de 2009 y 2012 empleando el ensayo de
quimioluminiscencia y técnicas de deteccion de acidos nucleicos (NAT); siendo todos
los resultados reactivos y los resultados en zona gris reprocesados (ratios S/CO entre
0.70-0.99) y confirmados mediante hemoaglutinacion para Sifilis, ensayo de
neutralizacion para HBsAg e Inmunotransferencia especifica (INNO-LIA) para HCV y
HIV. Se realizaron analisis de curva de ROC y se obtuvieron los valores de VPP y
especificidad para diferentes puntos de corte (S/CO).

En el caso de HIV, el valor del VPP y la especificidad fueron de 18.5% vy la tasa de
falsos reactivos de 22/27, para las muestras que fueron reactivas tanto en la prueba de
tamizaje como en la prueba confirmatoria (muestras reactivas repetidas-RR). El valor de
S/CO que permitio alcanzar una sensibilidad y especificidad del 100% fue de > 70. En

el caso de los niveles de S/CO >69, el ensayo de inmunoblot confirmé los resultados



obtenidos mediante quimioluminiscencia, que a su vez fueron positivos mediante NAT
(12). Considerando que las caracteristicas demograficas como el sexo, el estado de
donante por primera vez y la educacion no se asociaron significativamente con
resultados falsos positivos; en cambio la edad y la raza/etnia se asociaron fuertemente
con este resultado. Por esta razon se realizd un analisis de todas las donaciones que se
recolectaron en el centro de BSI entre el 1 de enero de 2011 y el 31 de diciembre del
2012. Los que cumplen con la elegibilidad del estudio se incluyeron en un estudio de
casos y controles para evaluar la asociacion entre las caracteristicas demogréficas y la
falsa reactividad para el HTLV, HIV, VHB y VHC. Los casos y controles se
seleccionaron en funcién de las pruebas finales de &cido nucleico (NAT) y los
resultados de pruebas seroldgicas. La poblacion estudiada fue de 659,244 de las cuales
1441 resultaron falsos positivos 195 (HIV), 512(HTLV), 309 (HBV) y 425(HCV) (13).

Cabe decir que, mediante la técnica de quimioluminiscencia para la deteccion de Ag/Ac
contra VIH se analizaron retrospectivamente (desde enero del 2015 hasta julio del 2017)
un total de 21 817 muestras del laboratorio en Nueva Delhi. Los resultados reactivos
fueron reprocesados y confirmados por Western Blot; estos resultados se analizaron en
2 grupos; el primero con 9 363 muestras recolectadas entre el 2015 al 2016 y el segundo
grupo con 12459 muestras procesadas entre el julio 2016 al julio 2017. Se obtuvieron
resultados de sensibilidad, especificidad, VPP y VPN para la prueba de
quimioluminiscencia. En el primer grupo se obtuvo 77 verdaderos positivos, 8 falsos
positivos y 2 indeterminados; mientras que, en el segundo grupo, se obtuvo 70
verdaderos positivos, 32 falsos positivos y 4 indeterminados; encontrandose una

diferencia estadisticamente significativa (p<0.01).



El rango del valor de S/CO para las 40 muestras que exhibieron resultados falsos
reactivos fue de 1.01 — 16.47; la especificidad y VPP para el primer y segundo grupo

fue de 99.91% y 99.74%, y de 90.50% Yy 68.63%, respectivamente.

Adicionalmente, se observdé que un valor de corte de 2 permite obtener una
especificidad de 99.98% y un VPP de 93.04%; mientras que un valor de corte de 5,

permite obtener una especificidad de 100% y un VPP de 98.66%.

El estudio concluyd que en una nacion multirracial como la India (con diferentes grupos
étnicos) se deberia evaluar el S/CO y el rango de la zona gris para minimizar los falsos

positivos (14).

Desde el punto de vista mas reciente, se analizaron registros de 45 296 muestras desde
el 5 agosto del 2016 al 16 marzo del 2021, que incluian valores de indice S/CO del
ensayo quimioluminiscente y resultados de pruebas confirmatorias (Geenius VIH %2) de
la prueba de deteccion de HIV; donde se obtuvo 128 con resultados positivos, de los
cuales corresponderia a 0.28% tasa general de positividad para la prueba de deteccion
del VIH. Siendo al menos 12.5% de resultados falsos positivos confirmados con la
prueba de confirmacion y NAAT de VIH. Concluyendo; considerar un nuevo protocolo

para disminuir la ansiedad en un entorno de baja prevalencia (15).



Describir los falsos reactivos en serologia infecciosa HIV en donantes de
sangre.
Comprender los analisis que contribuyen a describir la correlacion entre
pruebas inmunoseroldgicas y pruebas confirmatorias; andlisis de
sensibilidad — especificidad, andlisis de curvas de ROC y valor del ratio
S/CO.

Conocer la frecuencia de HIV reactivos por quimiolumiscencia y por IFI.



CENERALIDADES-

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) pertenece a la subfamilia Lentiviridae
de la familia Retroviridae. EI genoma de un retrovirus estd formado de dos copias
idénticas de ARN monocatenario y consta de tres genes principales: gag, pol y env, que
codifican la proteina central, la proteina de la envoltura y la proteina enzimatica,

respectivamente(16).

El VIH infecta al organismo mediante tres vias que son: sexual, parenteral y vertical,

primariamente infectan a los linfocitos (17).

Desde 1981, la manifestacion inicial del sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA) se observo en Los Angeles, Estados Unidos. Al principio era una enfermedad
que afectaba a los hombres homosexuales y a los consumidores de drogas intravenosas,
y rapidamente se convirtié en una epidemia que perjudicé a millones de personas de

todos los continentes (18).

La infeccion por VIH comienza con una infeccidn primaria sintomatica, con similitudes
a la mononucleosis infecciosa. Sin embargo, con el paso del tiempo, las manifestaciones
clinicas desaparecen gradualmente, s6lo para resurgir en forma de complicaciones de la

enfermedad (5, 16, 18).

PRUEBAS DE DETECCION DEL VIH EN DONANTES

La intencion del tamizaje serologico del VIH es detectar anticuerpos y/o antigenos del
virus en un donante. Aunque las pruebas de deteccion son muy sensibles, la ausencia de

anticuerpos antivirales no excluye completamente la infeccién porque durante la



primera infeccidn esta presente la replicacion viral pero no hay expresion serologica de
anticuerpos anti-VIH. Esta fase puede durar varias semanas y se denomina periodo

ventana (17).

Una prueba de deteccion reactiva indica la posibilidad de que la sangre esté
contaminada. Cualquier resultado reactivo se procesara al menos una vez con la misma
prueba de deteccidn. Aunque las pruebas para detectar anticuerpos anti-VIH son muy
sensibles, especificas y reproducibles, se debe exigir que las pruebas de deteccién sean

100% sensibles y al menos 97% especificas (5, 17).

Meétodos de tamizaje seroldgico:

En los centros de Hemoterapia y Bancos de Sangre las pruebas de tamizaje serolégico
que se utilizan con mayor frecuencia para detectar anticuerpos y/o antigeno anti-VIH

son:

e ELISA: contienen varias generaciones; la primera generacion utiliza lisados
virales, que son antigenos preparados a partir de viriones del VIH. Tienen una

sensibilidad alta pero una baja especificidad (17,19).

Posteriormente se desarrollaron pruebas de ELISA de segunda generacién que
utilizaban antigenos recombinantes preparados mediante ingenieria genética,
después se crearon pruebas de ELISA de tercera generacidn, que utilizaban
antigenos péptidos sintéticos producidos mediante sintesis quimica y por ultimo, se
introdujeron las pruebas ELISA de cuarta generacion, que no solo detecta
anticuerpos, sino también el antigeno p24 del VIH-1 mediante la introduccién de

anticuerpos monoclonales en el soporte sélido (17,19).



ELISA se caracterizan por una alta sensibilidad (100%), y una buena especificidad
(99,5%). La importancia de la clase de antigeno que abarca la prueba corresponde a
la especificidad y define la generacion; actualmente se encuentran aceptables los
ELISA de tercera y cuarta generacion. (20) tienen diferentes mecanismos para
capturar los anticuerpos: indirecto (considerada por tener alta sensibilidad y menos
especificada, suscitando falsos reactivos); competitivo (son altamente especificos);
sandwich (aumento de sensibilidad y altamente especificos) y de captura (alta

sensibilidad y alta especificidad) (17, 20, 21).

e Quimioluminiscencia. - estd fundamentada en el principio de emision
luminosa desarrollando de una reaccion enzima-sustrato; es por ello, que un
resultado no reactivo es mas confiable, y especifico.; mientras que los resultados
reactivos deben constatarse mediante pruebas confirmatorias; y los resultados
débilmente reactivos o dudosos se repiten y si en el reproceso se obtiene un valor

similar se consideraran reactivos (19, 20).

Estas pruebas tienen limitantes que pueda dar como resultados:

Falsos no reactivos: persona con resultados de tamizaje VIH no reactivos pero que en

realidad si tiene la enfermedad. Ocurre con menos frecuencia por la alta sensibilidad

que desarrollan las pruebas de tamizaje utilizadas; produciéndose en periodo ventana,

terapia inmunosupresora, disfuncion de los linfocitos B (1, 7).

Falsos reactivos: persona con resultado de tamizaje VIH reactivas pero que en realidad

no tiene la enfermedad. Ocurren con mas frecuencia debido a algunas caracteristicas

propias del paciente y del método diagnostico (calidad de los antigenos y principio

técnico) (1, 5).
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El tamizaje seroldgico para la deteccion de VIH nos permite detectar anticuerpos y
antigenos en el donante. Sin embargo, suelen ser muy sensibles, si no existe presencia
de anticuerpos contra el virus no prescinde en su totalidad la infeccion, ya que existe el
periodo ventana que es la primera infeccion donde hay replicacion viral sin expresion
serologica de los anticuerpos contra el VIH prolongandose por varias semanas. Los
resultados de tamizaje reactivos nos sefialan que hay probabilidad de sangre infectada,
por tal motivo, toda muestra reactiva requiere un reproceso con el tubo primario y otra

con la muestra plasma (20, 22).

En la actualidad los resultados de tamizaje seroldgico que se obtienen juegan un papel
primordial y estos son obtenidos de los analizadores siendo las principales metodologias
disponibles ELISA y quimioluminiscencia, siendo esta ultima la de mayor uso y
presentando una sensibilidad del 100% vy especificidad >= 98% (16); pero al ser tan
sensible produce casos de resultados falsos reactivos y en menor frecuencia de
resultados falsos no reactivos; y debido a las limitaciones de la especificidad un
resultado falso reactivo para HIV requiere repetirse y en caso de resultar nuevamente

reactivos requiere una técnica confirmatoria (11, 21).

Los resultados falsos no reactivos son de menor frecuencia y pueden ser el periodo
ventana inmunolégico, pero estos no son reconfirmados si no existe una indicacion
clinica. (11) En cambio, los resultados falsos reactivos sobre todo en personas sin
ningun factor de riesgo como son los donantes de sangre puede ser problematicos tanto
a la perdida de los hemocomponentes, problemas de administrativos y el impacto
psicosocial al donante (9); es por ello la importancia de la descripcion de los falsos
reactivos que se obtiene con quimioluminiscencia con la finalidad de mejorar la prueba
y la deteccion; proporcionandonos conocimiento para definir la relacion entre los

valores de S/CO con respecto a la prueba confirmatoria (23); y se podra justificar
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acciones tomadas frente a los equipos utilizados como es el cambio del mismo o algln
algoritmo de trabajo para minimizar los falsos reactivos; otra de las razones es para
salvaguardar la seguridad del donante ya que al brindarle el resultado genera un impacto
de ansiedad y stress; debido a que el resultado de la prueba confirmatoria se demora

alrededor de 15 dias.

Métodos confirmatorios:

Las pruebas confirmatorias para HIV son usadas para corroborar los resultados
reactivos en las pruebas serologicas. Se emplean varias pruebas confirmatorias para
determinar la infeccion por HIVV como son: las que utilizan antigenos propios del virus
como la inmunoelectrotransferencia o Western Blot (WB), la inmunofluorescencia
indirecta (IFI) y las que utilizan péptidos sintéticos y proteinas recombinantes como los

inmunoblots o inmunoensayos en linea (LIA) (24).

La prueba de inmunofluorescencia indirecta la usada por nuestro centro de referencia

(INS) por ser de menor costo y facil de ejecutar (25) (Anexo 1).

En el momento que un resultado da reactivo VIH en la prueba de tamizaje, requiere
solicitar la prueba confirmatoria las cuales cuentan con caracteristicas de alta
especificidad (5). Puesto que la inmunofluorescencia indirecta es la prueba
confirmatoria con menos periodo de ejecucion, con técnica simpe, y tiene sensibilidad y
especificidad semejante al Western Blot, siendo la mas empleada (22); estableciendo a
nivel publico con el 95 % de las confirmaciones.

Los resultados con positividad por IFI indica un diagnostico concluyente de la infeccidn
por VIH y el negativo indica que no hay infeccion, teniendo como excepcion la
exposicion actual y reiterativa, solo cuando se genere estas condiciones se sugiere

rehacer el ensayo dentro de tres y seis meses segun corresponda (1, 23). La técnica de

12



Western Blot es considerada una prueba altamente especifica, pero los costos son
demasiados elevados y se aplica primordialmente para ratificar los resultados
indeterminados presentados en IFI (26). En efecto si el resultado es positivo corrobora
rotundamente la infeccidn; tanto que el negativo indica sin infeccion, a menos que se
halle alguna manifestacion actual o reincidente a esta infeccion; si surgiera esta
eventualidad debera rehacer el ensayo luego de tres y seis meses segln corresponda. Sin
embargo, si el resultado corresponde a dudoso o indeterminado, esto acontece a la
aparicion de algunas bandas que no satisfacen los criterios del CDC, aconsejando volver
a reprocesar la prueba después de tres y seis meses, determinando los factores de riesgo
en cada caso (1, 23); y Line Immuno Assay (LIA) la utilizacion se encuentra en menor
difusion que IFI y WB, pero cabe conocer su performance, puesto que es superior, de
lectura estructurada y puede realizarse mediante densitometria en algunos casos (1, 23,

27, 28).

METODOLOGIA
La monografia se realiz6 a través de investigaciones retrospectivas, es decir se revisé

estudios sobre el tema orientado.

Al iniciar la monografia, se revisaron fuentes primarias en relacion al tema, a nivel

nacional e internacional.

RESULTADQO

De un total de 250 donantes entre reactivos y no reactivos para para Ag/Ac HIV por
quimioluminiscencia, distribuidos proporcionalmente en 50% para cada grupo, se

observo que la distribucion de los niveles del logaritmo de URL para los grupos es muy

13



diferenciada, siendo la mediana del logaritmo de URL en el grupo no reactivo igual
ME,, reactivo = —2.53 (escala antilogaritmo ME=0.08) y para el grupo de reactivo un
valor de ME,.,ctivo = 0.736 (escala antilogaritmo ME=2.09), siendo ademas muy

variable en el grupo de reactivos (Anexo 2).

En base a los casos analizados (Anexo 3), se observd que un 42.9% de las
clasificaciones realizadas, corresponden a falsos positivos mientras que un 0% de la

clasificacion corresponde a falsos negativos.

Por otro lado, se estim6 que el porcentaje de verdaderos positivos en la muestra
(sensibilidad) fue del Sen=100%, para los verdaderos negativos (especificidad) fue de

Esp=57.1%, el valor predictivo positivo VPP=24.8 y para el valor predictivo negativo

igual a VPN=100% (Anexo 4).

Finalmente, mediante un analisis ROC para los niveles de URL para la deteccion de
casos positivos para Ag/Ac HIV por Inmunofluorescencia indirecta, se encontrd que la

capacidad discriminatoria tuvo un indice de AUC=0.999 (1C95: 0.996 — 1.000).

DISCUSION

En la actualidad, los inmunoensayos de quimioluminiscencia para la deteccion de
Ag/Ac HIV han demostrado ser muy confiables; pero en ambitos de baja prevalencia se
presentan con mayor continuidad resultados falsos positivos (1, 24, 2). Es necesario, que
estos resultados requieren una evaluacion adicional debido al efecto que produce en los
donantes y en la pérdida del suministro de sangre; ademas, se debe sopesar una atencion

en el asesoramiento de donantes que reciben estos resultados (30).
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A nivel nacional, los bancos de sangre no cuentan con una estandarizacion en el
tamizaje serolégico (inmunoensayos quimioluminiscentes y pruebas de acidos
nucleicos) para la deteccion de Ag/Ac HIV , siendo necesario para confirmar el
resultado el uso de Pruebas Confirmatorias; por ello en este estudio, con el propdsito de
determinar la tasa de falsos positivos para la deteccion de HIV, se decide evaluar los
resultados obtenidos de quimioluminiscencia con los resultados obtenidos de la prueba
confirmatoria IFI, sin embargo, se observa que otros trabajos publicados utilizan al

Western Blot como prueba confirmatoria (1, 10, 28, 29) y adicionalmente NAT (15, 24).

De las 125 muestras reactivas obtenidas por quimioluminiscencia, se encontré que
42.9% fueron falsos positivos, similar a lo descrito en otros estudios, donde se reporto
46.08% de falsos positivos de un total de 217 casos reactivos analizados (19) y 43.4%

de FRP parecido a otros informes para la deteccion de HIV (2).

Por analisis de Curva ROC, el AUC fue de 0.99 para los resultados Positivos con prueba
confirmatoria IFI y el valor de corte optimo obtenido para proporcionar alta sensibilidad
y especificidad fue de 46.6; diferente a los obtenido en la region sur de Italia (12),
donde se considera que el mejor umbral S/CO es 69 con una sensibilidad y especificidad
al 100 % pero la curva de ROC no fue confiable debido a la disminucién de muestra
positivas, y en comparacion con el noreste de China (19); fue mayor; debido a que
reporto el punto de corte de 24.4 con igual sensibilidad y especificidad; en todos los
casos la tasa de falsos positivos se redujo a O en cada valor de corte hallado; pero al
sudeste de China (2) se considera que el umbral optimo fue de 8.82 S/CO obteniendo

sensibilidad al 100% y VPP del 90.91%.

Por otro lado; no se investigd los factores demograficos ni la edad, donde se considera

que personas mayores iguales a 60 afios tienen mas probabilidad de tener resultado
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Falso Positivo que personas menores de 40 afios (19); siendo una limitante de nuestro
estudio; tampoco se evidencio enfermedades como lo indicaron en otros estudios (29);

considerando la asociacion de enfermedades para los falsos positivos.
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CONCLUSIONES

Lo expuesto a lo largo de esta monografia permite arribar a las siguientes conclusiones:

1. En cuanto a la descripcion de falsos reactivos en serologia infecciosa HIV.

A pesar de que los donantes de sangre voluntarios son una poblacion de bajo
riesgo; aun existe los resultados falsos positivos que conlleva a eliminar
unidades de sangre cada afio; es por ello, que a partir de la descripcion de datos,
se encontrd que la tasa de los falsos positivos para la deteccion de Ag/Ac HIV
mediante IFI; es similar a los resultados obtenidos en otros trabajos a nivel
global, que utilizan Western Blot como prueba confirmatoria.

De esta manera, podemos justificar las acciones tomadas para la reduccién de
este valor; como es la implementacidn de estrategias de notificacion o el cambio
de equipo utilizado en cada institucion.

2. Comprender los analisis para la describir la correlacion entre pruebas.

Segun los resultados encontrados, se describid el valor de corte (S/CO) basado
en la sensibilidad y especificidad de la prueba, obteniendo asi un valor de corte
optimo para que el Valor Predictivo Positivo aumente y los resultados falsos
positivos disminuyan a 0; generando experiencias previas con la prueba
confirmatoria IFI utilizada actualmente en los donantes; considerando asi, que
las donaciones con S/CO superior al optimo establecido como Positivo sin
generar pruebas adicionales o si se considera muy alta la relacion S/CO se

utilizaria un inmunoensayo adicional.

A partir de los analisis precedentes, es posible vislumbrar la evidencia que ayuda
a resaltar informacion Gtil y entender los riesgos para apoyar en la toma de

decisiones.
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3. Conocer la frecuencia de HIV reactivos por IFI y quimioluminiscencia.

Es importante destacar que los resultados de frecuencia de HIV reactivos por
quimioluminiscencia son similares con otros autores. Mientras que, en relacion a
la prueba confirmatoria IFI no cuenta con muchas referencias bibliograficas; sin
embargo, se compar6 con otros trabajos que utilizan Western Blot como prueba
confirmatoria siendo muy dispersa; pero generando datos importantes para

futuros trabajos.

RECOMENDACIONED

A pesar de los datos hallados existen diferentes plataformas analiticas, reactivos y
algoritmos de trabajo; por tal motivo recomendamos evaluar sus inmunoensayos

quimioluminiscentes y la tasa de falsos positivos, publicando sus hallazgos.

Finalmente, existen desafios asociados con informar los resultados de los donantes, por
el tiempo que tarda en resolverse los Falsos Positivos. Por tal motivo, se debe

implementar estrategias de notificacion y aplazamiento.

18



. Ortiz de Lejarazu Leonardo R, Ortega Lafont M, Eiros Bouza JM. Control de
Calidad SEIMC. [Online].; 2001.. Disponible en:

https://seimc.org/contenidos/ccs/revisionestematicas/serologia/VIHrev02.pdf.

Huang Y, Liu H, Dai S, Lan X, Liu S, Ren X, et al. Evaluation of a two-test
strategy for HIV screening in a low-prevalence setting and the indications for
optimizing clinical management. Heliyon. 2023; 9(9).

Campuzano Lupera G, Bajafia Gémez CA, Cdérdova Cedefio EM, Baque Castro
CE. VIH/SIDA: Pruebas y su Efectividad. RECIAMUC. 2019; 3(1 : 653-669.).

. Sénchez Frenes P, Sanchez Bouza MdJ, Herndndez Malpica S. Las
enfermedades infecciosas. Revista Latinoamericana de Patologia Clinica y
Medicina de Laboratorio. 2012; 59(4).

Bennett JE, Dolin R, Blaser MJ. Enfermedades infecciosas : Principios y
practica. 9th ed.: Elsevier; 2020.

Heredia-Salazar LM, Jiménez-Flores JE, Fernandez-Mogollon JL, Poma-Ortiz J,
Diaz-Veélez C. Proceso de atencion a donantes de sangre con pruebas reactivas al
tamizaje en un hospital de Lambayeque. Revista del Cuerpo Médico Hospital
Nacional Almanzor Aguinaga Asenjo. 2018; 11(2 : 95 - 101).

Kiely P, Stewart Y, Castro L. Analysis of voluntary blood donors with biologic
false reactivity on chemiluminescent immunoassays and implications for donor

management. Transfussion. 2003; 43(5 : 584 - 590).

19


https://seimc.org/contenidos/ccs/revisionestematicas/serologia/VIHrev02.pdf

10.

11.

12

13.

14.

15.

Sheikh AA, Sheikh AS, Sheikh NS, Shan RU, Malik MT, Afridi F. High
frequency of false positive results in HIV screening in blood banks. J Ayub Med
Coll Abbottabad. 2004; 16(1: 28 - 31).

Thakral B, Saluja K, Sharma R, Marwaha N. Algorithm for recall of HIV
reactive Indian blood donors by sequential immunoassays enables selective
donor referral for counseling. Journal of Postgraduate Medicine. 2006; 52(2 :
106 - 109).

Arreguin V, Alvarez P, Simén JI, Valderrama JA, Macias AE. VIH en
donadores mexicanos de sangre y el riesgo residual calculado de la transfusion.
Revista de Investigacion Clinica. 2008; 60(4 : 278 - 283).

Rahman M, Khan S, Lodhi Y. Unconfirmed reactive screening tests and.

Pakistan Journal of Medical Sciences. 2008; 24(4 : 517 - 9).

.Sommese L, lannone C, Cacciatore F, De lorio G, Napoli C. Comparison

Between Screening and Confirmatory Serological Assays in Blood Donors in a
Region of South Italy. Journal of Clinical Laboratory Analysis. 2014; 28(3 : 198
- 203).

Vo MT, Bruhn R, Kaidarova , Custer BS, Murphy EL, Bloch EM. A
retrospective analysis of false-positive infectious screening results in blood
donors. Tranfussion. 2016; 56(2 : 457 - 465).

Roy P, Kapoor R, Rawat P, Aggarwal M, Gaur5 R, Anand M, et al. Occurrence
of false positivity in a fourth generation (Ag/Ab) HIV. International Journal of
Research in Medical Sciences. 2018; 6(7 : 2423 - 2429).

Wiredja D, Ritchie TA, Tam G, Hogan CA, Pinsky B, Zhang Shi R.

Performance evaluation and optimized reporting workflow for HIV diagnostic

20



16.

17.

18.

19.

20.

21

22.

23.

screening and confirmatory tests in a low prevalence setting. Journal of Clinical
Virology. 2021; 145(105020)

Jameson JL, Fauci AS, Kasper DL. Harrison, Principios de Medicina Interna.
21st ed.: McGraw-Hill; 2022.

Alexander TS. Human Immunodeficiency Virus Diagnostic Testing: 30 Years of
Evolution. Clinical and Vaccine Immunology. 2016; 23(4 : 249 - 253).
CHAVEZ RODRIGUEZ E, CASTILLO MORENO RDC. Revision
bibliogréfica sobre VIH/sida. Revista Médica MULTIMED. 2017; 17(4 : 189 -
213).

Wang L, Xiao Y, Tian XD, Ruan Jx, Chen W, Yu Y. HIV infection in Xi’an,
China: epidemic characterization, risk factors to false positives and potential
utility of the sample-to-cutoff index to identify true positives using Architect
HIV Ag/Ab combo. Antimicrobial Resistance & Infection Control volume.
2019; 8(1:1-9).

Alvarez-Carrasco RI. Interpretacion de las pruebas usadas para diagnosticar la
infeccion por virus de la inmunodeficiencia humana. Acta Médica Peruana.

2017;: 34(4 : 309 - 316).

.Jaramillo Tobon AC. 4th generation HIV serology tests, diagnostic molecular

biology, and the new HIV testing algorithms. Medicina. 2013; 18(1 : 45 - 52).

Ausina V, Catalan V, Cercenado E, Pelaz Antolin C. Procedimientos en
microbiologia clinica.. Recomendaciones de la Sociedad Espafiola de

Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. 2005; 20.

Kim S, Lee JH, Yong Choi , Myung Kim J, Kim HS. False-Positive Rate of a

“Fourth-Generation” HIV Antigen/Antibody Combination Assay in an Area of

21



24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Low HIV Prevalence. Clinical anda Vaccine Inmunology. 2010; 17(10 : 1642 -

1644).

Barros Lifian EC. Evaluacion de las pruebas confirmatorias disponibles en
Colombia para el diagnostico de la infeccion por VIH-1: Western blot e
inmunoblots de péptidos sintéticos y proteinas recombinantes. Tesis Doctoral.
Perd Mds. Norma Técnica de salud de Atencion Integral del Adulto con
infeccion por el Virus de la inmunodeficiencia Humana (VIH). NTS N° 169-
MINSA/2020/DGIESP. Norma Técnica.

Valverde A, Romero S. Manual de procedimientos para diagnostico del virus de
la inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1) por inmunofluorescencia indirecta.
Valverde A, Romero S. Manual de procedimientos para diagnéstico del virus de
laMinisterio de Salud. INS. Serie Normas técnicas N° 29-2001.

Valverde A, Romero S, Cabezas C. Inmunofluorescencia indirecta como prueba
alternativa para la confirmacién diagnéstica de infeccion por VIH en el Per.
Revista Peruana de Medicina Experimental y Salud Publica. 1997; 14(1 : 19 -
21).

Miranda-Ulloa E, Romero-Ruiz S, Amorin-Uscata B, Serrano-Segura K,
Bricefio-Espinoza R, Cardenas-Bustamante F. Estandarizacion y validacion de
un Western Blot para el diagnostico del virus de inmunodeficiencia humana.
Revista de la Facultad de Medicina Humana. 2021; 21(4: 696 - 703).

Lin YQ, Gao YL, Wang M, Yan SD, Lin LR. Analysis of the characteristics of
patients with false-positive HIV screening assay results. International
Immunopharmacology. 2022; 105(108556).

Kiely P, Hoad VC, Wood EM. Erica M. Wood. Vox Sanguinis. 2018; 113(6 :

530 - 539).

22



ANEXOS

Anexo 1 - Flujograma para el diagnostico de infeccion por VIH

FLUJOGRAMA PARA EL DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE INFECCION POR VIH EN LA RED DE
LABORATORIOS DE REFERENCIA NACIONAL

LABORATORIO DE REFERENCIA | LABORATORIO DE REFERENCIA
LABORATORIO
REGIONAL NACIONAL
NGO CONTROL DE CALIDAD
POR ELISA Y POR IFI
5| CONTROL DE CALIDAD
POR ELISA v
LLENA
SOLICITUD l REALIZA
WESTERN BLOT
\_’l/_ SE REALIZA IFI ‘
TOMA (+) ()
MUESTRA RESULTADO
SE REPORTA SE REPORTA
RE'&';:“’ POSITIVO AL NEGATIVO AL
SE REPORTA LAB. REF.REG. | | | LAB. REF. REG.
POSITIVO AL
( + LABORATORO SE REPORTA
TR0 INDETERMINADO
INESPECIFICO ¢
() l REPETIRALOS
3 MESES
SE REPORTA REMITE MUESTRA
NO REACTIVO AL LABORATORIO |4~ ‘
l DE REFERENCIA (+) (-]
NACIONAL RESULTADO
REALIZA2d0 | | l
ELISA
SE REPORTA SE REPORTA
POSITIVO NEGATIVO
RESULTADO 4l SE REPORTA
INDETERMINADO
(-] ‘
SE REPORTA PCR
NO REACTIVO




Legaritmo natural de URL

Anexo 2 — Distribucion de la relacion S/CO en logaritmo de las muestras para Ag/Ac

HIV, de acuerdo con los resultados obtenidos por Quimioluminiscencia.

254

Serologia

$ No reactive
E Reactivo

Anexo 3 — Valores de Quimioluminiscencia y valores de Inmunofluorescencia Indirecta

Total IFI
Serologia

N % Negativo % Positivo %
No reactivo 125 50.0 125 5712 0 0.0
Reactivo 125 50.0 94 42.9 31 100.0




Anexo 4 — Andlisis de sensibilidad y especificidad

Indicador (%) e 1C95%

Sensibilidad 100.0 (98.4 — 100.0)
Especificidad 57.1 (50.3 -63.9)
VPP 24.8 (16.8 — 32.8)

VPN 100.0 (99.6 — 100.0)
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