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RESUMEN

Desde 1990 en el INS-Perd se viene utilizando [a técnica de Western Blot (WB) para la
confirmacién del Diagnéstico de VIH. En este estudic se evalua la prueba de
Inmunofluorescencia indirecta (IFl) como una alternativa de confirmacién al Western Blot. Se
utilizaron 132 sueros de la seroteca de la Divisién de Virclogia del INS-Perl con diagnéstico
previo de VIH por WB. Para el diagndstico de IFl se uso un Kit producido en el Centro Nacional
de Referencia de SIDA{Chile-Argentina). De los 132 sueros procesados 56(42,4%)
correspondieron a Western Blot positivo, 52 (39,4%) a Western Blot negativos y 24(18,2) con
Western Blot indeterminado.

La sensibilidad y especificidad de la técnica IFl en comparacidn con la de Western Blot
fue de 98,2% y 98% respectivamente. Las valores predictivo positive y negativo fueron 98,2%
y 100% respectivamente. Estos resultados permiten incorporar a la técnica de IFI como una
prueba alternativa para la confirmacidn del diagndstico de infeccién por VIH.
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ABSTRACTY

Since 1990, the National Institute of Heafth-Peru{INS) has performed the performed the
Western blot technique to confirm HIV diagnosis. This study evaluates Indirect
Inmuncfluorescence test (IFl) as an alternative of confirmation by Western blot. One
hundred and thirty-two sera from the Virology Serum Bank at INS previously tested by
Western blot were submitted to IFl testing using a kit produced at the AIDS National
Reference Center {Chife-Argentina). A total of 56 (42,4%) of the 132 processed sera were
Western blot positive, 52 {39,4%) were W. blot negative and 24 (18,2%) were W. blot
indeterminate.

Sensitivity and specifity of the IFl test as compared to Western blot's was 98,2% and 98%
respectively. Positive predective value was 98,2% and negative predictive value was 100%.
These results allow us to add the IFl test as an alternate confirmation test for HIV.
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INTRODUCCION

esde la aparicion del SIDA en el munde en

1981, y luego del descubrimiento del VIH, se
han venido desarrollando técnicas de diagnostico
para VIH!. Actualmente se cuenta con las técnicas
rapidas,ELISA Western Blot{ WB), Inmunofluores-
cencia (IFI), Radic inmuno precipitacién (RIPA),
reaccion en cadena de la polimerasa (PCRY; sin
embargo en los paises en vias de desarrollo, la

aplicacién de todas estas téenicas son limitadas.
Para las pruebas de tamizaje se utilizan las pruebas
rdpidas y la técnica de ELISA, las cuales no estin
libres de resultados falsos pesitivos, pues tienen
especificidad menor al 100% siendo necesaria la
realizacion de pruebasconfirmatorias como el WB
e IFI.

Una técnica con alta sensibilidad v

especificidad para la deteccién de anticuerpos
contra VII[ como el WB se viene utilizando en el
Perd, sin embargo su aito costo impide que se le

1 Laberatorio Nacional de Referencia de VIH/SIDA,
Centro Nacional de Laboratorios de Salud Piiblica,
Instituto Nacional de Salud, AP, 451, Lima - Perii.
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adopte como wna téenica rutinaria de confirmacidn
de la infeccion por el VIH.

Una técnica con alta sensibilidad v
especificidad como la IFl es una proeba
contfirmatoria  alternativa recomendada por la
OMS?, con la ventaja adicional de ser mds
econdmica gue las otras pruchas confirmatorias.
Siendo hmportante el desarrolio de tecnologfas gue
seadapten a larcalidad latincamericana, enlaly
Reunidn de Directores de Laboratorios de
Referencia de SIDA (Costa Rica 1991 se mostrd
el interés de los paises en el uso e implementacidn
de Ia técnica de IFE como prueba suplementaria,
siendo uno de los acuerdos gque Chile-Argentina,
produzcan y estandaricen los reactives para IFL,
para ser suministrados a 10 pafses latinoamericanos
que solickien participar en el «Proyecto de TRl para
el diagndstico de VIH en Latinoamérica », con el
auspicto de la OPS/OMS. Dentro de este marco
realizamos nn estudio eomparativo de las téenicas
de IFT y WB en el Instituto Macional de Salud del
Part, con el objetivo de congiderar la incorporacién
delatéenica de IFI en la confirmacién de infeccién
por el VIH.

MATERIALES Y METODOS
Muestras biologicas

Se inclayeron para el estudio; 132 sueros que
previamente habian sudo procesados por la téenica
del WR, procedentes de la seroteca de ladivisidnde
Virologia del Instituto Nacional de Salud, Peni.

. Estos sueros fueron sometidos a la prueba de
1F1, para lo cual se utilizd un Kit producido en el
Centro Nactonal de Referencia de SIDA (Argentina-
Chile) del Lote 1-2-3-4 {Junio 1994). Dicho Kit
contenla ¢l Antigenc H9+ VIH Subtipo B,
conjugado Cappel a la dilucion 17160 y dilucidnde
muestra 1/10,

Principios del ensayo

Sienel suero del paciente existen anticuerpos
anti VIH, estos se unirdn al antigeno virat que estd
en las células adheridas al portaohjeto. Este
complejo es detectado mediante Ja adicidn de anti-
inmuneglobulina humana conjugada con
fluoresceina al pocillo. Finalmente la reaccidn es
observada  mediante up  microscopio de
fluprescencia.

Procedimientos

Para el procedimiento se utilizd la téenica
estandarizada para la realizacidn de la prueba 1FD,
y para la lectura se atilizd un microscopio de
fluorescencia de epiluminacién marce Carl-Zeiss
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Jenamed, corredera de filtro 510 para luz ultra-
violeta y objetivos de 40X y 100X,

Interpretacion de resuttados

El svero control positivo presentaba fluores-
cencia en ¢l 25% de las células con la morfologia
tipica del antigeno. El suero control negativo v ¢l
control de PBS no presentaban Auorescencia. Para
la interpretacidn se consideraron los siguientes
eriterios

* Reaccidn positivar Fluorescencia tipica de
membrana en e ndmera correcto de células segin
comtrod positive (Fig. 1}

Figura 1. Reaccion positive en IF

* Reaccidn negativa: Ausencia de fluorescencia.
Fig. 2

Figura 2. Reaccion negativa en 1F|

* Reaccién inespecifica: Presenciade fluorescen-
ciaen células infectadas v ne infectadas que impide
ig interpretacidn correcta,
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RESULTADOS

De los 132 sueros incluidos, 56(42,4%)
correspondieron a WR positivos , 52 (39.4%)} WB
negativos y 24(18,2%) a WB indeterminado. Lcs
resultados comparativos del ensayo se muestran
cnlaTabla 1.

Tabla 1. Ensayo comparative entre las
pruebas de Western Blot e IFI.

Weslern Biot
IFI Positiva  Negative Indeterminads
Positivo 55 o 1
Negativo 0 51 Q09
Inespecifico 01 4} 14
Total 56 52 24

La sensibilidad y especificidad de ta prueba
de IFI en comparacion con la de WB fue de 98,2 %
y 98% respectivamente.

Los valores predictivo positivo y predictivo
negative fueron 98, 2% y 100% respectivamente,
para la misma comparacion de dichas pruebas.

DISCUSION

La efectividad de las pruebas de diagndstico
para ct SIDA depende de variables, como el
momento de la infeccidn en el que se tomaron [as
mucstras, la competencia técnica del personal de
laboratorio, la calidad de los especimenes y del
equipo, el tipo de prueba, los controles usados
para validar 1a prueba y la esirategia de fa misma®.
La prueba de ELISA es la yue usualmente se
realiza para el tamizaje de infeccién por VIH,
mientras que el inmunoblot o Western blot, ¢s la
prueba de confirmacion mds cominmente utilizada,
sin embargo su elevado costo y la falta de
recurses de los pacientes y de los programas de
control impide adaptarla como para ser utilizada
como prieba confirmatoria en nuestro pafs.

Laprueba de Inmunofluorescenciaindirecta,
que se utiliza también para la confirmacién
diagnostica, teniende una sensihilidad ¥
especificidad similar a1 WB, tienen la ventaja de su
menor costo, ¢l menor tiempo y la simplicidad de
su ejecucion®,

Diferentes estudios efectuados con la [FI han

mostrado una sensibilidad y especificidad del 99%
vy 98.9% respectivamente.

En nucstro cstudio se obtuvo 98,2% de
sensibilidad y 98% de especificidad, csta
sensibilidad es similar a la del WB, sin embargo 1a

menor  especificidad alcanzada tiene el inconve-
niente de presentar falsos positivos aunque en un
bajo porcentaje. Estos hallazgos han sido
discutidos en otros estudios en los que se indica
que pueden darse incluso falsos negativos por IFI
en muestras de pacientes que no tenian alto riesgo
de infeccion por VIH. Es probable que al
incrementar el tamafio muestral este porcentaje sea
significativamente menor. Un aspecto que debe
considerarse cuando se utiliza IFI es Ia capacidad
del personal que permite una inenor varabilidad en
los resultados; por lo que cuando se¢ empicza a
utilizar esta técnica debe siempre compararsc con
el patrénde confirmacidn quees el WB antesde ser
sustituida por el 1F1

En relacion a los resultados inespecificos
(1,51%) la alternati va es repetir la prueba con una
dilucion de 1;100; si ain con cilo no sc ticne un
resultado concluyente, se recurre al WB.2

Los resultados obtenidos en este estudio,
nos permitirdn incorporar 4 la técnica IFI como 1na
prucba alternativa para la confirmacidndiagnéstica
de infeccién por el VIH quedando el WE para ser
utilizado en los casos en los que la IFI resulte
inespecffico. Adicionalmente la incorporacién de
la IFl reducird significativamente los costos,
permitiendo también la transferencia de esta
tecnologia a los laboratorios de referencia
regional.
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