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INTRODUCCION

A medida que la epidemia por VIH se expande por el mundo se
hace mas evidente la necesidad de encarar globalmente su control.
El laboratorio, en las estrategias de control de la infeccion por VIH,
constituye hoy dia una pieza fundamental ya que posibilita su diag-
nostico y permite reducir a un minimo la transmision transfusional.

Un resultado erréneo -positivo o negativo- puede tener serias
consecuencias para el individuo involucrado, asi como para la socie-
dad, por lo que se hace necesario la optimizacién de los procedi-
mientos diagnoésticos (GARANTIA DE CALIDAD), independiente-
mente de los niveles de desarrollo de los laboratorios y bancos de
sangre.

Este manual constituye una guia para todos los laboratorios
que realizan pruebas seroldgicas de tamizaje para el diagnostico de
la infeccion por VIH, estableciendo pautas para las diferentes etapas
involucradas, desde la obtenciéon de la muestra hasta el informe fi-
nal.

El presente material pretende presentar en forma breve y concisa
los aspectos mas importantes vinculados con la realizacion de la
serologia para VIH y que estan involucrados en la calidad final de los
estudios serologicos. La bibliografia aportada permitird, a quien lo
desee, profundizar en los diversos puntos desarrollados en este ma-
nual.

Esta publicacion esta dirigida a los administradores de salud y a
todo el personal de los laboratorios vinculados directamente con el
funcionamiento de éstos.
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1. VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA

El VIH pertenece a la familia RETROVIRIDAE, subfamilia LEN-
TIVIRINAE. Hasta el momento se acepta la existencia de dos tipos de
Virus de la Inmunodeficiencia Humana: el VIH-1, ampliamente di-
seminado en todo el mundo y el VIH-2, con elevada prevalencia en
Africa Occidental pero raro en otras zonas geograficas.

El VIH es una particula esférica, (fig. 1) constituida por una
envoltura proveniente de la membrana externa de la célula hués-
ped, en la que estan incluidas numerosas espiculas formadas por dos

gpl0

Membrana
lipidica
gphl

Transcriptasa
reversa

Figura 1: Representacién esquematica del virus de la inmunodeficiencia humana
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glicoproteinas: 1a gp120 (mds externa) y la gp41 de transmembrana.
Debajo de la envoltura se encuentra la capside, de simetria icosaeédri-
ca, constituida por la proteina p17.

Dentro de la capside se encuentra el core, de forma conoide y
estructura proteica (proteina p24) y que contiene al nucleoide, cons-
tituido por dos cadenas de ARN monocatenario intimamente rela-
cionadas con las proteinas p9 y p7 y las enzimas integrasa, proteasa
y transcriptasa reversa.

El genoma del VIH esta constituido por dos secuencias termi-
nales repetitivas (LTR), los genes env, gag y pol (genes estructurales
comunes a todos los retrovirus) y una serie de genes reguladores que
intervienen en la replicacion viral (tabla 1).

El ciclo replicativo del VIH comienza con la union especifica
de 1a gp120 con el receptor celular CD4. Luego tiene lugar la fusion
de la envoltura viral con la membrana celular, seguida por la pene-
tracion del core al citoplasma. Posteriormente se inicia la transcrip-
cién, merced a la transcriptasa reversa viral, que da origen a una
doble cadena de ADN.

El ADN bicatenario resultante se circulariza y migra al nacleo
celular donde puede integrarse al ADN de la célula huésped y cons-
tituirse en un provirus o permanecer en forma episomal no integra-
da.

Las células infectadas pueden portar el provirus por largos pe-
riodos en forma silente. Sin embargo, ante diversas circunstancias se
puede iniciar la transcripcion del ADN proviral con la consiguiente
sintesis de ARN y proteinas virales. El ciclo replicativo concluye cuan-
do los virus progenie se ensamblan y brotan de la célula huésped.



13

Tabla 1

PROTEINAS DEL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA

HUMANA
Gen Productos Descripcion
dcl gen
env (envolotura) gp 160 Precursor de glicoproteinas de
envoltura.
gp 120 (ilicoproteina de envoltura (externa)
gp 41 Glicoproteina de transmembrana
gag (core) p 55 Precursor de proteinas gag
p 24 Proteina gag
pl7 Proteina gag (submembrana)

p15,p9,p7  Proteinas gag

pol (polimerasa) p 66 Transcriptasa reversa
p Sl Proteasa
p3l Endonucleasa (integrasa)
tat (transactivador) p 14 Transactivador vural
rev (regulador) p 19720 Regula expresion de proteinas
vif (factor de p23 Determina infectividad del virién
infectividad)
nef (regulador p 27 Reduce expresion viral
negativo)
vpu (en HIV-1) pl8 Actia en la liberacion de

particulas virales

vpx ten HIV-2) p 14 Desconocida
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2. INFECCION POR VIH

A pesar de que el virus se encuentra en todos los fluidos corpo-
rales de los pacientes infectados, solo se transmite por contacto
sexual, por inoculacion de sangre o hemoderivados y por via verti-
cal (de la madre al hijo) ya sea durante la gestacion, el parto o la
lactancia.

La infeccion por VIH va seguida de un periodo asintomatico de
duracion variable que oscila entre 2 a 15 anos.

Generalmente la respuesta humoral aparece entre las 2y 8 se-
manas post-infeccién y puede estar acomparnada de alguna sinto-
matologia transitoria (fig.2).

El periodo que transcurre entre la infeccion y la aparicion de
los primeros anticuerpos circulantes se conoce como «periodo de
ventana» y se caracteriza por una activa replicacion viral. La apari-

i Mg p
& Antiphl, 120, 4160 2
> Periodo - ) /
é‘ ventana Anti-p24, 55 JI /_ R
g ‘M e ~]
5
P /
£
)
B
:
I [
Semanas r Meses a afios
Tiempo

Figura 2: Antigenemia y respuesta de anticuerpos durante la infeccién por VIH
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cién de anticuerpos especificos se correlaciona con una disminu-
ci6én de la replicacion viral y se establece el periodo asintomatico en
el cual el nivel de anticuerpos se mantiene.

El deterioro progresivo de la funcién inmunolégica lleva a la
aparicion de la sintomatologia que caracteriza a las etapas avanza-
das de la infeccion (SIDA) en la cual puede haber disminucion de los
niveles de anticuerpos especificos circulantes.

La evolucion de la infecciéon asintomatica al SIDA esta deter-
minada por la progresiva alteracion de las células que participan en
la respuesta inmune, caracterizada principalmente por una marcada
deplecion de linfocitos T CD4+.

El progreso de la enfermedad esta relacionado con la inversion
de la relaciébn CD4/CDS8, la aparicién de infecciones oportunistas y
la caida de los anticuerpos dirigidos contra el virus, disminuyendo
en primer término los anticuerpos contra los productos del gen gag
y luego los dirigidos contra los productos de los genes env y pol.
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3. DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE LA INFECCION POR VIH

El diagnostico de infeccion por VIH se realiza habitualmente a
través de la determinacién de anticuerpos especificos antivirales, en
dos niveles de pruebas serologicas: Pruebas de tamizaje y pruebas
suplementarias.

3.1 Tamizaje

En este nivel diagnostico se utilizan técnicas de gran sensibilidad
que permiten la pesquisa de individuos infectados. Esta alta sensibi-
lidad puede generar, en algunos casos, resultados positivos falsos.
Estas metodologias no deben utilizarse como procedimientos de
diagnéstico definitivo ya que en algunos individuos se obtienen
resultados reactivos en ausencia de infeccion. Por consiguiente se
requiere la utilizacion de pruebas suplementarias (pruebas de con-
firmacidn) para la verificacion de la reactividad primaria.

Frente a una reactividad primaria siempre se debera reensayar
la muestra en duplicado antes de pasar a la etapa de confirmacion.
De esta forma se descartan reactividades no repetibles que se ob-
servan con todos los procedimientos de tamizaje.

3.1.1 Enzimoinmunoensayo (EIE, EIA, ELISA)

Fueron las primeras pruebas desarrolladas. Se trata de una metodo-
logia ampliamente difundida y de la cual existe una gran variedad
de equipos comerciales de diagndstico disponibles. La mayoria -téc-
nica indirecta- poseen antigenos del VIH en una fase o soporte so-
lido. Estos antigenos pueden tener diferentes origenes (lisados vira-
les, antigenos recombinantes o péptidos sintéticos). Los soportes
solidos pueden ser pocillos de microplacas, esferas plasticas o papel
de nitrocelulosa. (fig.3)

El primer paso en el enzimoinmunoensayo es la incubacion
del suero o plasma con los antigenos unidos al soporte solido. De
existir anticuerpos anti VIH en la muestra se unirdn a los antigenos
virales.
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A) ELISA indireclo

Fnzima
Anticuerpo anti-
humano conjugado
a la enzim ——

— l
Suero del

paciente
(anti-VIH)

Sustrato

Antigeno

Fase sOlida No hay fijacion

Se produce color = REACTIVO No se produce color = NO REACTIVO

B) ELISA competitivo

El conjugado y la muestra
se agregan simulténeamente

d *
Con jugado A AA)\ Anticuerpo del paciente

O Lo |, @ 2@
» _":';luﬂﬂm » -+
del pec.
'//
AVAVAVAN BB WAVAVAVAN
Antigeno ,
Se produce muy poca o ninguna Se produce coloracion =
coloracion = REACIIVO NO REACTIVO

Figura 3: Principio del ELISA.
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Por medio de lavados se remueven todos aquellos anticuerpos
no unidos al soporte. Luego se agrega una solucién de anticuerpos
dirigidos contra inmunoglobulinas humanas. Esta solucién lleva el
nombre de conjugado ya que éstos anticuerpos se encuentran uni-
dos o conjugados con una enzima que mediara en el sistema de
deteccion.

Generalmente las enzimas utilizadas son peroxidasa o fosfata-
sa alcalina. Su funcion en el sistema es modificar un sustrato quimi-
co en presencia de un cromoégeno (componente productor de color)
de forma tal que una muestra reactiva serd evidenciable por el desa-
rrollo de color al adicionarse el sustrato.

Esto puede ser interpretado tanto visualmente como por me-
dio de un espectrofotémetro. La utilizacion de un espectrofotéme-
tro brinda mayor seguridad en la interpretacién de los resultados -
lectura objetiva, independiente del observador- y permite diferenciar
reacciones débiles.

Existen también algunas variantes de esta metodologia como
el ELISA competitivo en el cual la muestra a ensayar se incuba con
un suero anti VIH conjugado con una enzima. El conjugado compi-
te por el antigeno viral de la fase s6lida con los anticuerpos de la
muestra. La presencia de anticuerpos se evidenciara por la falta de
desarrollo de color.

Si por el contrario la muestra no contiene anticuerpos anti VIH,
el conjugado podré unirse al antigeno en la fase sélida lo que se
traduce en la presencia de color al final de la prueba.

Recientemente se han desarrollado pruebas inmunoenzimati-
cas similares a las técnicas indirectas pero en las cuales el revelado de
la reaccién se realiza utilizando antigenos marcados con enzimas,
en lugar de las antiglobulinas (técnicas de tercera generacién o de
sandwich de antigeno). De esta manera se forma un sandwich an-
tigeno-anticuerpo-antigeno marcado que permite detectar todas las
clases de inmunoglobulinas (IgG, 1gA, IgM).

3.1.2 Pruebas de aglutinacion

Estas pruebas utilizan el método de aglutinacién como sistema indi-
cador. Los antigenos virales son unidos a microparticulas que pue-
den ser de distinto material (particulas de latex, particulas de gelati-
na, glébulos rojos o microparticulas sintéticas). La reactividad de
una muestra se visualiza por una reaccion de aglutinaciéon de las
particulas sensibilizadas (fig 4).
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Anticuerpo anti-VIH
en el suero del pa—
iente

Formacién de la red y aglutinacin

Particula recubierta
con antigeno VIH

p >
—~<

Ausencia de aglutinacifn debido a la prozona
(exceso de anticuerpos)

Pocillo Pocillo de
control reaccion

@ @ FEACTO @ Botdon (no aglutina)
@ @ NO REACTIVO @ Red (aglutina)
2 vesminm

Llustracion esquemitica de los resultados de un test de aglutinacién de particulas

Figura 4: Aglutinacién de particulas
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Uno de los problemas que presenta este tipo de pruebas es el
fenébmeno de prozona. Este fendmeno se produce con muestras que
contienen altos niveles de anticuerpos que pueden bloquear la reac-
cion, generando resultados falsos negativos.

Si las muestras con exceso de anticuerpos son diluidas las reac-
ciones se vuelven positivas, por lo que es importante que el labora-
torio contemple estas posibilidades.

La prueba de aglutinacion es facil de realizar, no requiere equi-
pamiento adicional y se obtienen resultados en poco tiempo. Las
reacciones pueden ser observadas directamente o por medio de una
lupa. En el caso de reacciones débiles, la interpretacion suele hacerse
mas dificultosa por lo que es importante ser cuidadoso en la obser-
vacion del resultado de la reaccion antes de considerar una muestra
CcoOmo no reactiva.

En el caso de la aglutinacion de particulas de gelatina, algunas
muestras de suero o plasma pueden aglutinar en forma inespecifica
con las particulas no sensibilizadas (reacciones inespecificas). En
estos casos se requiere la adsorcion de la muestra con particulas no
sensibilizadas antes de su procesamiento final.

3.1.3 Inmuno dot (dot blot)
Son metodologias seroldgicas en las cuales los antigenos virales se
encuentran unidos a una membrana de nitrocelulosa dentro de un
contenedor plastico. En general los antigenos utilizados son recom-
binantes o sintéticos.

La reaccion sigue los principios de un enzimoinmunoensayo
siendo mas rapidos y faciles de realizar. Son utiles para laboratorios
que procesan un bajo namero de muestras.

3.1.4 Scleccion de una prueba para tamizaje

Todos los métodos antes mencionados se utilizan habitualmente
como pruebas de tamizaje. En general poseen buena sensibilidad y
sus resultados son reproducibles aunque no estan libres de resulta-
dos falsos positivos. Esto implica que no todos los sueros reactivos
en una de cstas pruebas sean verdaderamente positivos.

Es importante considerar el valor predictivo de un resultado. Este
valor depende de la seroprevalencia en la poblacion estudiada y de
las caracteristicas del ensayo utilizado. El valor predictivo positivo
se define como la probabilidad que tiene un individuo de estar
infectado cuando ha sido reactiva la prueba utilizada.
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El valor predictivo negativo es la probabilidad de no tener la
infeccién que detecta la prueba cuando el resultado de la misma
es no reactivo. En poblaciones de baja prevalencia los valores pre-
dictivos positivos son siempre reducidos aunque el ensayo utilizado
tenga una sensibilidad cercana al 100%.

En la seleccion de las pruebas y los equipos comerciales de diag-
nostico para tamizaje deben considerarse una serie de factores:

a. Algunas situaciones requieren el uso de pruebas sencillas (con
o sin instrumental) mientras que en otras pueden necesitarse
sistemas mas complejos de automatizacion. En este punto debe
considerarse el grado de complejidad o nivel tecnologico del
laboratorio y el volumen de muestras que se procesan.

b. Capacidad para la conservacion apropiada de los equipos co-
merciales (heladeras, congeladoras, etc).

c. En los bancos de sangre debe considerarse el uso de equipos
comerciales de diagnéstico de alta sensibilidad a fin de detec-
tar el mayor ntimero posible de donantes positivos.

d. En situaciones de diagnostico los equipos comerciales elegi-
dos deben tener un alto valor predictivo.

e. En algunas regiones donde pueda existir infecciéon por VIH-2,
debe considerarse la utilizacion de equipos comerciales mix-
tos con antigenos para VIH-1y VIH-2.

La eleccién de un equipo comercial de dignéstico depende de
situaciones y necesidades propias de cada laboratorio. Sin embargo,
para obtener resultados confiables deben utilizarse solo equipos
comerciales aprobados por organismos nacionales competentes
para el control de calidad de los mismos.

3.2 Pruebas suplementarias o de confirmacion

Esta segunda etapa en el diagnostico de la infeccion por VIH
surge como consecuencia de la relativa especificidad de las pruebas
que habitualmente se usan en el tamizaje.

Las implicancias que acompanan a un resultado positivo (sociales,
psicologicas, economicas) llevan a la necesidad de confirmar siem-
pre los resultados de un tamizaje.

Las pruebas suplementarias se caracterizan por tener alta espe-
cificidad y si son realizadas e interpretadas correctamente no debe-
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rian producir resultados falsos positivos. Sin embargo, no siempre
producen resultados definitivos (positivos o negativos) y en estos
casos es necesario realizar estudios adicionales.

3.2.1 Western blot (WB)

Esta prueba es la mas difundida y aceptada como confirmatoria en
el diagnostico seroldgico de infeccién por VIH. Posee una sensibili-
dad comparable a la de las pruebas de tamizaje.

El WB posee alta especificidad debido a que los antigenos vira-
les estan separados en bandas especificas de alta pureza.

Por otra parte la separacion de los antigenos permite identifi-
car anticuerpos especificos contra cada una de las proteinas virales.

El principio de la metodologia se puede describir en tres etapas:

a. Separacion por electroforesis en gel de poliacrilamida con do-
decilsulfato de sodio (SDS) de antigenos virales lisados.

b. Transferencia (blotting o electrotransferencia) de los antige-
nos separados a membranas de nitrocelulosa.

C. Anilisis del suero problema directamente sobre la membrana
usando una técnica similar al enzimoinmunoensayo.(fig 5).

En la practica, los equipos comerciales de Western blot vienen
preparados para realizar solo esta Giltima etapa. Si bien son sencillos
de realizar se requiere seguir estrictamente las indicaciones del fabri-
cante y realizar una adecuada interpretacion de los resultados.

Los antigenos virales presentes habitualmente en las tiras de
nitrocelulosa son los siguientes: gp160, gp120, p66, pSS, p51, gp41,
p31, p24, p17 y p1S.

Es importante recordar que en algunos casos pueden presen-
tarse otras bandas proteicas que no corresponden a proteinas vira-
les. En general éstas provienen de las células donde se desarrollé el
virus.

El procedimiento se inicia incubando las tiras de nitrocelulosa
con las muestras de suero diluidas, en contenedores de plastico indi-
viduales.

Se debe tener sumo cuidado para evitar salpicaduras que
contaminen tiras cercanas generando resultados falsos.

En la mayoria de los casos existe una incubacién previa de la
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A) Preparacidn tiras para Western blot
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Figura 5: Fundamentos del Western Blot

A) Realizado por fabricante.
B) Realizado rutinariamente en el laboratorio.



24 MANUAL DE DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE LA INFECCION POR V.I.H.

tira con una solucién bloqueante (generalmente de albtmina o le-
che en polvo) que evita la union inespecifica de las inmunoglobuli-
nas del suero.

Durante la incubacion de la muestra, los anticuerpos anti VIH
se uniran a los antigenos correspondientes y, al igual que en el enzi-
moinmunoensayo, los lavados remueven los anticuerpos .no uni-
dos.

Luego se agrega un conjugado, se incuba y se lava nuevamen-
te. Los conjugados mas comunes son inmunoglobulinas anti IgG
humanas unidas a una enzima. En otros casos el conjugado puede
consistir en dos componentes separados; una inmunoglobulina anti-
humana unida a biotina (conjugado 1) y una proteina (derivada de
streptococcus) llamada avidina unida a una enzima (conjugado 2).

La ventaja del sistema avidina-biotina es que incrementa la
sensibilidad del ensayo ya que varias moléculas de biotina se unen a
una de avidina aumentando la sefial en el revelado.

Un sustrato es agregado al final de la reaccion para lograr la
visualizacion de las bandas reactivas.

Al igual que en otras pruebas deben procesarse los controles
correspondientes. En la lectura es importante el alineamiento co-
rrecto de las tiras control con las correspondientes a las muestras
ensayadas para lograr una correcta determinacion de las bandas pre-
sentes. La intensidad de las mismas debe compararse con el control
positivo débil (minima intensidad requerida para una banda).

Interpretacion de los resultados

Si bien la lectura del WB establece el resultado final -es actual-
mente el estindar de referencia de la serologia para VIH- existen, sin
embargo, diferentes criterios para su interpretacion. Estos criterios
han sido establecidos por distintos organismos, no habiendo actual-
mente un consenso internacional al respecto.

Sin embargo, uno de los criterios mas aceptados es aquel reco-
mendado por el Centro de Control de Enfermedades de Atlanta
EEUU (CDC) y la Asociacion de Directores de Laboratorios Estatales
de Salud Puablica (ASTPHLD).

Este criterio establece:

Western blot POSITIVO: Presencia de por lo menos 2 de las siguien-
tes bandas p24, gp41, gp120/160.
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Western blot NEGATIVO: Ausencia total de bandas.
Western blot INDETERMINADO: Presencia de cualquier banda sin
que se cumpla el criterio de positividad.

3.2.2 Inmunofluorescencia indirecta (IFI)

Este ensayo utiliza como soporte antigénico células infectadas. Su
lectura requiere la utilizacién del microscopio de inmunofluores-
cencia.

Las células infectadas (linfocitos T) estdn fijadas a portaobjetos
de vidrio. Como control de inespecificidad se utilizan células no
infectadas que pueden estar en el mismo pocillo o en pocillos sepa-
rados.

La metodologia implica una incubacién de la muestra sérica
con las células infectadas y no infectadas, seguido de un lavado con
solucién salina (PBS) y el agregado de un conjugado (anti-IgG hu-
mana conjugada con isotiocianato de fluoresceina FITC). Esta sus-
tancia expuesta a la luz ultravioleta del microscopio produce fluo-
rescencia y permite evidenciar la reaccién de los anticuerpos con los
antigenos virales presentes en el citoplasma y membranas celulares.

A diferencia del Western blot, la inmunofluorescencia no per-
mite discriminar anticuerpos dirigidos contra antigenos determina-
dos y un resultado positivo sélo indica la presencia de anticuerpos
anti VIH. La intensidad de la fluorescencia debe ser graduada desde
débil a fuerte por lo que es importante ensayar controles apropia-
dos. No debe observarse reaccion en las células no infectadas.

La principal desventaja que posee el método es que requiere de
personal bien entrenado y experimentado en la visualizacion e in-
terpretacion de los resultados.

En la préctica la IFI permite bajar los costos del diagnostico ya
que puede reemplazar al Western blot. Sin embargo la utilizacion
del WB sigue siendo necesaria ya que tanto las reacciones inespeci-
ficas como las lecturas poco claras deben ensayarse nuevamente por
este método.

En la experiencia de los laboratorios de referencia las muestras
provenientes de un tamizaje discordante (dos ensayos con resulta-
dos diferentes) tienen alta probabilidad de generar resultados de di-
ficil interpretacion. En estos casos se recomienda realizar directa-
mente el ensayo de Western blot.

Las muestras que presentan baja reactividad por ELISA son
habitualmente negativas por IFI y por consiguiente su confirmacion
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se hace directamente por WB. Si el resultado de la IFI es negativo
debe realizarse WB.

La utilizacion de la inmunofluorescencia como técnica de ta-
mizaje no es recomendable ya que posee menor sensibilidad que las
pruebas destinadas para tal fin.

3.2.3 Inmunoensayo de linea (LIA)
Se trata de una prueba que utiliza péptidos recombinantes y sintéti-
cos del VIH-1 (gp41, p31, p24 y p17) y del VIH-2 (gp36). Cada pép-
tido forma una delgada banda en forma de linea sobre un soporte
s6lido. En la tira se afiaden ademas bandas de control de suero y de
valor de corte. El procedimiento se realiza siguiendo los mismos
pasos que una prueba de WB.

Debido a que esta prueba no incluye todos los antigenos pre-
sentes en el WB su uso como método confirmatorio puede resultar
limitado en algunos casos.

3.2.4. Prueba de radioinmunoprecipitacion (RIPA)
Las proteinas virales radioactivas se obtienen a partir de un cultivo
viral al que se le adicionan aminoacidos marcados con is6topos radio-
activos. Las particulas virales son lisadas y adicionadas al suero pro-
blema. La RIPA se basa en la inmunoprecipitacién de los complejos
formados por las proteinas virales y los anticuerpos del suero del
paciente. Los inmunocomplejos -proteinas/anticuerpos- son purifi-
cados y separados mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y
finalmente detectados a través de la autoradiografia del gel.

Esta prueba es apta sOlo para ser realizada por laboratorios de
alta complejidad.

3.3 Pruebas suplementarias adicionales

Estas pruebas estdn indicadas para resolver situaciones donde los
métodos descriptos previamente no permiten llegar a un diagnosti-
co definitivo.

Las pruebas usadas habitualmente son:

Determinacion de antigenemia p24
Aislamiento viral
Reaccién en cadena de polimerasa (PCR)
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Estos estudios estan indicados para:

a.- pacientes seronegativos que han tenido contacto reciente con
personas VIH positivas confirmadas.

b.- evaluacion de la evolucién de la enfermedad o tratamiento de
un paciente VIH positivo.

c.- individuos con sintomatologia sospechosa no confirmada por
la presencia de anticuerpos anti-VIH (serologia indetermina-
da).

d.- confirma la infeccion en nifios nacidos de madre VIH positi-
va.

3.4 Algoritmo diagnostico

Algoritmo es el orden de las etapas sucesivas que deben realizarse en
el procedimiento diagnoéstico. La mayoria de los algoritmos utiliza-
dos contemplan los niveles de tamizaje y confirmacion.

La eleccion del algoritmo depende de tres criterios: finalidad
del estudio, sensibilidad y especificidad de la prueba que se emplea
y prevalencia de la infeccion por VIH en la poblacion en estudio.

La estrategia de uso mas general para detectar anticuerpos con-
tra el VIH emplea pruebas de ELISA o aglutinacién seguidas de la
prueba de Western blot.

Distintos estudios proponen el uso de combinaciones de ELISA
y/o de pruebas rapidas y sencillas (inmunodot, pruebas de aglutina-
cion) con resultados confiables a un costo muy inferior que la com-
binacién ELISA/WB. Por lo tanto la OMS ha recomendado que los
paises estudien la posibilidad de aplicar estrategias para pesquisar
anticuerpos contra el VIH en las que se empleen la prueba de ELISA
y/o pruebas rapidas en lugar de la combinacion ELISA/WB.

El algoritmo recomendado por el Centro Nacional de Referen-
cia para el SIDA figura en el anexo 1.

En el laboratorio periférico se realiza una prueba de tamizaje. Si
el resultado de la prueba es no reactivo, se informa. Si es reactivo se
deriva la muestra a un laboratorio de referencia para su confirma-
cion.

En el laboratorio de referencia se realizan dos pruebas de tami-
zaje de distinta configuracién antigénica. Si el resultado de ambas
pruebas es no reactivo, se informa. Si ambas son reactivas, los labo-
ratorios que cuenten con la prueba de IFI realizardn esta prueba como
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ANFXO1

ALGORITMO PARA EL DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE LA
INFECCION POR VIH

Laboratorio Periférico - Banco de Sangre

Técnicas de Tamizaje

ELISA, Aglutinacidn de particulas, Téenicas

|
NORFACTIVO |
informar o E

|

rapidas
I
REACTIVO

Laboratorio de referencia
NEGATIVO 2 técnicas de Tamizaje |
(-/-y ————— (distinta configuracion antigénica) |
informar :
- i

REACTIVO DISCORDANTE
(+/+) (+/-)

i | l
POSITIVO* DUDOSO NEGATIVO
infermar l l I

I Western blot

|
|
|
- e

|
i |
POSITIVO* INDETF.&M!NADO NEGATIVO
INFORMAR

* No se debe informar un resultado positivo sin antes extraer una nueva muestra al paciente
y procesarla con una prueba de tamizaje a los efeclos de descartar pusibles errores.

confirmacion. Si el resultado de la IFI es positivo, se informa.
Cuando el resultado de las pruebas de tamizaje es discordante
o el resultado de la IFI es inespecifico o negativo, se realiza la prueba
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de WB como confirmacion. Cualquiera sea el resultado del WB, se
informa. En caso de que el laboratorio de referencia no cuente con la
prueba de IFI, los resultados discordantes o reactivos de las pruebas
de tamizaje se confirmaran con WB.
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4. PROGRAMA DE GARANTIA DE CALIDAD

La calidad del diagnostico de laboratorio esta dada por la vali-
dez y confiabilidad de sus resultados.

La validez de estos resultados depende de las medidas emplea-
das ANTES, DURANTE y DESPUES de cada prueba.

La relevancia del diagnostico de la infeccién por VIH lleva a la
necesidad de establecer programas de garantia de calidad que eviten
tanto las consecuencias de resultados falsos positivos como de falsos
negativos.

Un individuo falsamente diagnosticado como negativo puede,
por desconocimiento, transmitir la infeccion a otros individuos. Por
otra parte, un diagnoéstico falso positivo puede tener serias conse-
cuencias psicosociales.

La garantia de la calidad de los resultados requiere de un pro-
grama de garantia de calidad (quality assurance)

4.1 Garantia de calidad

Se define como garantia de calidad a un programa global que
asegure la calidad de los resultados informados por el laborato-
rio. Esto incluye todos los parametros que afectan los resultados de
las pruebas y su informe final.

La garantia de calidad depende de un buen control de calidad
y es verificada por una buena valoracién externa de calidad. Ademas
implica el cumplimiento de las siguientes recomendaciones:

— Idoneidad del personal.

- Calidad de los equipos comerciales de diagnostico y del equi-
pamiento.

- Condiciones de la muestra a analizar.

— Validez de los controles usados en las pruebas.

- Correcta interpretacion de los datos aportados por las prue-
bas.
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Llevar libros y archivos computarizados con los datos de la
muestra.

Mantener estos datos en forma confidencial de acuerdo con
las leyes vigentes y/o recomendaciones internacionales.
Verificar la transcripcion de los resultados.

Confeccionar los informes y volver a verificar la transcripcion
de los resultados. :

Utilizar la correcta denominacién del resultado segiin sea la
técnica utilizada (reactivo-positivo).

Entrega de los resultados de acuerdo con la legislacion o nor-
mas vigentes.

Mantenimiento de alicuotas de las muestras para eventuales
repeticiones.

4.2 Control de Calidad. (quality control)

Son todos los procedimientos que deben incluirse en una prueba
para verificar que se efectud correctamente. La realizacion adecuada
de los procedimientos de control permite asegurar la validez del re-
sultado obtenido en la prueba.

El control de calidad debe cumplir con las siguientes normas:

Correr en cada prueba los controles del equipo comercial indi-
cados por el fabricante.

Correr en cada prueba un control positivo y uno negativo pre-
parado en el propio laboratorio o en los laboratorios de refe-
rencia.

Tratar a estos controles de la misma manera que a una mues-
tra, corriéndolos en forma simultanea y utilizando los mismos
criterios para la interpretacion de los resultados.

Repetir toda prueba cuando los controles no cumplen los cri-
terios de validez dados por el fabricante.

No usar un equipo comercial de diagnoéstico mas alla de su
fecha de vencimiento.

Respetar parametros tales como diluciones, tiempo y tempera-
tura de incubacién.

Verificar que la muestra sea la adecuada.

Descartar sueros lipémicos, hemolizados o contaminados.
Usar preferentemente suero o plasma frescos, o conservados
adecuadamente.
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— Asegurarse del correcto rotulado de los tubos.

- Asegurarse del correcto funcionamiento del instrumental: ca-
libracion de pipetas, limpieza de filtros de espectrofotometro,
correcta longitud de onda para la lectura de resultados.

— Asegurarse la limpieza de todo el material a utilizar.

- Utilizar un formulario especial, segan la prueba a realizar, para
registrar los resultados.

— Verificar la transcripcion de los resultados.

4.3 Valoracion externa de la calidad (quality assessment)

Se refiere a un conjunto de procedimientos destinados a evaluar la
eficiencia del control de calidad en los laboratorios participantes del
programa.

Este sistema no puede reemplazar el control de calidad, sino
esta destinado a detectar errores en el sistema de control de calidad
del laboratorio.

Los procedimientos de control externo mas utilizados y reco-
mendados son:

a. Verificacion de resultados
Consiste en el envio de muestras -previamente analizadas por el la-
boratorio periférico- al laboratorio de referencia a los efectos de co-
tejar los resultados obtenidos por ambos laboratorios. Este método
tiene como ventaja que el control puede efectuarse sobre un nime-
ro considerable de muestras.

Debe, sin embargo, asegurarse de que las condiciones de envio
sean aceptables para garantizar la estabilidad de las muestras hasta el
momento de la recepcién por el laboratorio de referencia.

b. Control externo con paneles de sueros

En este sistema el laboratorio de referencia prepara los paneles de
sueros control y garantiza la estabilidad de las muestras enviadas a
los laboratorios controlados.

Los laboratorios participantes deben analizar estos sueros con-
trol junto con sus muestras de rutina y remitir los resultados al labo-
ratorio de referencia.

El laboratorio de referencia evaluara los resultados remitidos
por los participantes de manera confidencial y elaborara un resu-
men del estado global del control de calidad en la red de laborato-
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rios participantes. Asimismo remitird a cada laboratorio un informe
de evaluacién individual que detalle los eventuales errores y las po-
sibles sugerencias para corregirlos.

Este sistema tiene la ventaja de asegurar la calidad de las mues-
tras control, pero se encuentra limitado en el niimero de las mismas.
En ambos casos los controles deben ser realizados bajo un programa
de evaluaciéon con una frecuencia adecuada (se recomienda una fre-
cuencia semestral).

c. Auditorias

Las auditorias deberan revisar los aspectos organizativos, los méto-
dos analiticos y los procedimientos de control de calidad estableci-
dos. El resultado de la visita al laboratorio deberé constar en un in-
forme final escrito.
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5. BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO

El conjunto de précticas que se desarrollan en el laboratorio, desde
la recoleccién de muestras hasta la produccion de un informe, debe
cumplir con las normas de las buenas practicas de laboratorio. Este
requisito es fundamental para el logro de una adecuada calidad en el
diagnostico.

Dichas normas se refieren a la composicion y organizacion del
personal del laboratorio, 1a seleccién de las metodologias a utilizar,
el mantenimiento del instrumental y accesorios, el control de los
equipos comerciales de diagndstico, la recoleccién y conservacion
de las muestras, el registro de resultados, la produccién de informes
y las medidas de bioseguridad.

Para garantizar la calidad a lo largo del tiempo, es necesario
que todas las tareas del laboratorio sean definidas y desarrolladas
cuidadosamente.

5.1 Organizaci6én y Seleccion del Personal

El tamario del laboratorio y el volumen de trabajo son los prin-
cipales determinantes de la cantidad de personal necesario. Pero tal
vez, mas importante que el nimero de integrantes, es la organiza-
cion de los mismos para asegurar el correcto desarrollo de las funcio-
nes que deben ser cumplidas.

El departamento, servicio, o persona encargada del control de
calidad debe depender de la Direccion del laboratorio y ser indepen-
diente de las areas de diagnoéstico o produccién. Esto es una condi-
cién necesaria para ejercer con independencia su funcion.

La conduccién del laboratorio debe estar a cargo de un profe-
sional, acompariado de un equipo de profesionales y/o técnicos se-
gan las necesidades del laboratorio. Asimismo, las distintas areas de
trabajo estaran integradas por un profesional responsable y uno o
mas técnicos.

Ademas de que el personal técnico sea calificado, debe asegu-
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rarse su adecuado entrenamiento antes de hacerlo responsable de
tareas independientes, siendo ésto responsabilidad de la conduccion
del laboratorio.

Debe asegurarse la capacitacién continua de todo el personal a
través de cursos, talleres, seminarios o pasantias de entrenamiento.

5.2 Guias de Procedimientos

Las guias de procedimientos son descripciones escritas y sumarias de
los distintos procedimientos y técnicas utilizadas en el laboratorio.

Las guias de procedimientos constituyen un elemento muy
importante en los programas de garantia de calidad. Estos documen-
tos permiten a una auditoria externa, un rapido andlisis de la opera-
tiva del laboratorio. Son indispensables en el entrenamiento del
personal y permiten verificar el funcionamiento de los procedimien-
tos frente a la aparicion de dificultades.

Los laboratorios deben tener a disposicion del personal guias
de procedimiento que contengan una descripcion clara de las si-
guientes areas:

- Tipo de muestra, recepcion y manejo de las mismas.
— Algoritmo diagnostico a seguir.

- Desarrollo de los procedimientos técnicos de rutina.
- Preparacién de los reactivos necesarios.

- Uso del instrumental.

~ Limpieza y descontaminacion del laboratorio.

— Medidas de bioseguridad.

- Interpretacidn, registro e informe de resultados.

- Procedimientos de control de calidad.

5.3 Mantenimiento y Control del Instrumental y Accesorios

Debe existir un control programado del instrumental y accesorios a
fin de garantizar su correcto funcionamiento. Este control debe ser
realizado en forma periddica y regular, aiin cuando se encuentren
funcionando satisfactoriamente y su resultado debe registrarse ade-
cuadamente en cartillas disefiadas al efecto.

DESTILADOR o DESIONIZADOR: La limpieza o recambio de la
columna debera ser efectuada segan las instrucciones del fabri-
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cante y teniendo en cuenta el tipo de agua que llega al laborato-
rio.

HELADERAS y CONGELADORAS: Control de conexiones eléctri-
cas y descongelamiento periédico segin instrucciones del fabri-
cante.

Control y registro diario de la temperatura.

BANOS TERMOSTATICOS: Limpieza y recambio del agua desioni-
zada, control y registro diario de la temperatura.

AUTOCLAVES: Limpieza, control de conductos y conexiones de gas,
control del mecanismo de cierre y de seguridad. Pruebas quimi-
cas de esterilizacidon en cada ciclo y biologicas una vez al mes.

MICROSCOPIOS: Limpieza y calibracion de sus sistemas 6pticos,
mecanicos y eléctricos. Control de longitud de onda de la fuente
de luz.

LAVADORES PARA ELISA: Control de la bomba de aspiracion, tu-
buladuras, calibracion de volimenes dispensados. Control me-
canico. _

ESPECTROFOTOMETROS: Control de filtros, calibracién de la fuen-
te de luz.

BALANZAS DE PRECISION: Limpieza y calibracion.

PIPETAS Y MICROPIPETAS: Calibracién volumétrica y lubricacion.

5.4 Mediciones con pipetas

5.4.1 Uso de pipetas de vidrio: Tienen un rango de medicion de 0,2 a
25 mly son utilizadas generalmente para hacer diluciones y recons-
tituir reactivos. -

Se debe cumplir con las siguientes recomendaciones para su uso:

jamas pipetear con la boca

usar propipetas mecénicas o eléctricas

siempre usar pipetas perfectamente limpias

la absorcion y expulsién de liquidos debe hacerse lentamente
con la punta de la pipeta apoyada a la pared del tubo

¢ medir el enrase con la pipeta en posicion vertical y el menisco
a la altura de los ojos del operador

5.4.2 Uso de pipetas mecdnicas: Tienen un rango de medicion de 0,5
ul a 1 mly pueden ser de canal simple o maltiple (8-12 canales). Son
utilizadas para medir pequefios volimenes con gran precision.



37

Siempre se debe:

o probar el correcto estado de funcionamiento con tips calibra-
dos.

e controlar la adecuada insercién de los punteros (tips).

e evitar la formacién de burbujas. Se deben absorber lentamen-
te los liquidos con el émbolo desplazado hasta el primer tope
y expelerlos también lentamente con la punta apoyada en la
pared (no en el fondo) del tubo o pocillo (fig 6).

e evitar que la columna liquida tome contacto con el extremo
de la micropipeta (contaminacién cruzada).

5.5 Registro de Datos

5.5.1 Registro de ingreso y codificacion de la muestra: Debe hacerse en
forma inmediata al recibir la muestra. Es conveniente que exista una
etapa o sistema de control del rotulado y asignacion de codigo. Cada
muestra ingresada debe ser incorporada a algun sistema de registro
(libros, fichas, etc) incluyendo los siguientes datos minimos:

Posicion Posicién Posicion Pasos:
normal 1 2 1 2 4 5

v byt S Tad
- = jI'[1- .J.Ln_ el o :-un- = =

il

6
Figura 6: Manejo de pipeta manual de un canal.
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¢ datos identificatorios que mantengan la confidencialidad.
e procedencia
¢ medico o institucion solicitante

5.5.2 Protocolo de trabajo: Son planillas confeccionadas para ser utili-
zadas en la realizacion de las pruebas. Deben contener la fecha, tipo
y lote de reactivos usados, la posicién de las muestras en la prueba,
valores de referencia (valor de corte), quién realiz6 el procedimiento
y las lecturas de densidad 6ptica en los ensayos de ELISA.

En el caso de otros procedimientos (aglutinaciéon, WB, IF], etc.)
registrar la lectura de acuerdo con los patrones de referencia. (Anexo 2)

5.5.3 Registro e informe de los resultados: Los resultados deben ser vol-
cados en el libro de registro de ingreso y codificacion de la muestra.
El informe final debe cumplir con las siguientes condiciones:

¢ No debe ser entregado al paciente ni a ninguna otra persona
que no haya sido debidamente autorizada por el médico tra-
tante o la institucion solicitante.

¢ Debe asegurarse la confidencialidad del resultado y de la iden-
tidad del paciente.
Deben figurar detalladamente las técnicas utilizadas.
Es recomendable incluir aclaraciones sobre la interpretacion o
el significado de los resultados informados.

Se recomienda archivar todos los registros y conservarlos por
tiempo indefinido en forma confidencial.

5.6 Errores técnicos comunes

— Errores en las diluciones: Las diluciones deben ser calculadas y
realizadas cuidadosamente tanto para las muestras como para
todos los componentes del equipo diagnostico. La mayoria de
los equipos comerciales de diagnostico de ELISA contienen
instrucciones para la realizacién de las diluciones, sin embar-
go, muchas de éstas estan establecidas para los volimenes re-
queridos por placa. En las situaciones en las que se trabaja con
pequefio niimero de muestras los voliimenes requeridos difie-
ren aunque las proporciones deben ser respetadas.

— Tocar el soporte antigénico al agregar la muestra: Este es un pro-
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blema comiin en pruebas de ELISA e IFl y debe ser evitado ya
que puede eliminar los antigenos o células que intervienen en
la reaccion.

Uso de tips inapropiados: Deben utilizarse tips disefiados para
las micropipetas en uso a fin de evitar imprecisiones en los
volumenes dispensados.

Uso inapropiado de goteros: En general los equipos de aglutina-
cién y dot blot estan provistos de los goteros adecuados. Para
el correcto uso de los mismos debe permitirse la libre caida de
la gota, evitando la colaboracién de las superficies e impidien-
do la formacién de burbujas. Se desaconseja el uso de goteros
cuando los mismos no son provistos por el fabricante del equi-
po o como reemplazo de micropipetas.

Temperatura inapropiada de conservacion y uso del equipo comer-
cial de diagndstico o de la muestra: Se debe respetar estrictamen-
te la temperatura de conservacion indicada en el rétulo de
cada equipo diagnostico y la temperatura de conservacion de
la muestra debe ajustarse al momento en que serd ensayada.
Todos los reactivos y muestras deben estar a temperatura am-
biente en el momento de realizar la prueba. Agregar solucion
de conjugado fria en un prueba de ELISA puede alterar severa-
mente la cinética de la reaccién y producir resultados err6-
neos.

Mezclar componentes reactivos de diferentes lotes: Los reactivos
de cada lote estan titulados para interactuar en forma Optima.
Algunos reactivos pueden variar su concentracion en diferen-
tes lotes. El uso de mezclas de reactivos puede alterar la efi-
ciencia de la reaccién.

Uso inapropiado del instrumental: Debe asegurarse el correcto
uso de incubadoras, lavadores, espectrofotometros, agitado-
res, fuente ultravioleta del microscopio de fluorescencia y todo
el equipamiento necesario para la realizacion de las pruebas.
Mal cdlculo del valor de corte: Se debe realizar de acuerdo con las
instrucciones precisas del fabricante de cada equipo diagnosti-
co.
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6. RECOMENDACIONES DE BIOSEGURIDAD PARA
LABORATORIOS DE DIAGNOSTICO

El personal de laboratorio que maneja material biologico potencial-
mente contaminado con VIH, u otros agentes de enfermedades trans-
mitidas por sangre como los virus de la hepatitis By C, esta expues-
to a accidentes que puedan poner en riesgo su salud. Las normas de
bioseguridad estan destinadas a proteger al personal de este tipo de
accidentes.

El riesgo de infeccion con el VIH en el laboratorio esta referido
primariamente a la contaminacién por injuria penetrante causada
por objetos punzocortantes. También constituye un riesgo a tener
en cuenta la salpicadura de las mucosas (bucal, ocular o nasal) con
sangre o fluidos corporales de personas infectadas.

Datos actuales indican que el riesgo de infeccién por el VIH en
trabajadores de laboratorio es baja. Sin embargo, del total del perso-
nal de salud, el 22 % de los casos reportados de infecciones acciden-
tales por VIH corresponden a personal de laboratorio.

El riesgo de infeccién después de un accidente por puncion
percutanea con una aguja con sangre contaminada con VIH esta
estimado entre 0,13% a 0,50%, mientras que el riesgo de infeccion
por el virus de la hepatitis B después de una exposicion similar, esta
calculado en un 26%. Dado que no existe vacuna alguna que pre-
venga la infeccion por VIH las pricticas seguras de trabajo son la
Gnica protecciéon con que se cuenta por el momento.

Las normas de bioseguridad deben implementarse en forma
permanente y universal considerando que todo material biol6gico
es potencialmente infeccioso.

Algunas definiciones importantes a tener en cuenta son:

Autocuidado: Es el compromiso de cada individuo o grupo de
trabajo de mantener su integridad mediante el uso y cumpli-
miento de normas de bioseguridad en el proceso de trabajo.
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Bioseguridad: Evoca el concepto de proteccion de la vida, situa-
cion que puede lograrse en parte evitando accidentes.

Descontaminacién: Inactivacion de gérmenes mediante el uso
de agentes fisicos y/o quimicos para proteccion del operador.

Esterilizacién: Destruccién de todo tipo de microorganismos in-
cluyendo los esporos.

Lavado: Remocion de la materia organica de cualquier superficie
mediante la accién mecanica del agua y el detergente.

Las situaciones de riesgo mas frecuentes en el laboratorio son:

Autoinoculacion accidental debida a pinchazos o cortes con
agujas, pipetas, bisturies u otros elementos punzantes.

Exposicion de la piel o mucosas a sangre, hemoderivados u otros
fluidos bioldgicos contaminados especialmente cuando la per-
meabilidad de la piel y mucosas se encuentra alterada por he-
ridas, escoriaciones, eczemas, lesiones herpéticas, conjuntivi-
tis o quemaduras.

Exposicion a aerosoles producidos al agitar muestras, destapar
tubos, expulsar la Gltima gota de una pipeta o durante la cen-
trifugacion, especialmente si se emplean tubos abiertos con
mayor volumen del aconsejado por el fabricante o cuando la
centrifuga es frenada abruptamente.

Salpicaduras en los ojos.

Aspiracion bucal.

Cada laboratorio de diagnéstico o institucion de salud debe formu-
lar, implementar y evaluar periddicamente un programa de biosegu-
ridad. Ademas, es necesaria la designacion de encargados responsa-
bles de controlar la seguridad, la instruccion y el entrenamiento sobre
bioseguridad de todas las personas que trabajen o ingresen a dicho
lugar.

6.1 Recomendaciones generales

— Todos los materiales usados en el laboratorio deberéan ser adecua-
damente descontaminados. Dichos elementos seran posterior-
mente desechados. Si van a ser reutilizados deben ser lavados,
secados y/o esterilizados, segn los requisitos que deban reunir.
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La extraccion de sangre debe hacerse SIEMPRE CON GUANTES
DE LATEX y debe ponerse especial cuidado en la manipulacién
posterior de las jeringas y agujas hasta que se las deseche en la
solucion descontaminante.

Precauciones de trabajo.

. Las puertas del laboratorio deberan estar cerradas y el acceso al
mismo debera estar restringido. La puerta debera portar emble-
mas que digan PROHIBIDO PASAR-PELIGRO BIOLOGICO.

. El laboratorio deberd mantenerse limpio, ordenado y libre de
materiales extrafios.

. No se permitird comer, beber, fumar o almacenar comidas asf
como también el uso de cualquier otro elemento personal (cos-
méticos) dentro del drea de trabajo.

. Usar uniforme de trabajo dentro del laboratorio. Esta ropa pro-
tectora deberd quitarse inmediatamente antes de abandonar el
area de trabajo.

. Antes de iniciar la tarea diaria asegurese que la piel de sus manos
no presente cortes, raspones u otras lastimaduras. De ser asi, cu-
brir 1a herida de manera conveniente antes de colocarse los guan-
tes.

. Usar guantes de latex de buena calidad para todo manejo de ma-
terial biol6gico o cuando exista, aunque sea de manera potencial,
el riesgo de exposicion a sangre o fluidos corporales.

8. Cambiar los guantes de latex toda vez que hayan sido contami-

nados, lavarse las manos y ponerse guantes limpios.
. No tocar los ojos, nariz o piel con las manos enguantadas.

i. No abandonar el laboratorio o caminar fuera del lugar de trabajo

con los guantes puestos.

El uso de agujas, jeringas y cualquier otro instrumento similar
debera restringirse a lo indispensable. Las agujas y otros elemen-
tos punzantes deben descartarse en un recipiente resistente. Se
evitaran los intentos de reencapuchar, romper o doblar las agujas.
. Todos los procedimientos deberan realizarse evitando la forma-
cion de aerosoles, gotas, salpicaduras, etc.

Bajo ninguna circunstancia se pipeteara con la boca, para ello se
usardn pipeteadores automaéticos.

m. Las superficies del &rea de trabajo deberan ser descontaminadas

cuando se termine la tarea diaria usando, para tal efecto, una
solucién descontaminante adecuada.
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. El recipiente para descontaminar especimenes debera contar con

tapa de seguridad para el traslado fuera del lugar de trabajo. En
ese caso el exterior del recipiente debera mantenerse libre de toda
contaminacién con sangre u otro fluido corporal usando solu-
cion descontaminante.

. El descarte de los fluidos organicos puede efectuarse por las cafie-

rias habituales, una vez que éstos hayan sido convenientemente
descontaminados.

Una vez usados los guantes de latex deberan colocarse dentro del
recipiente con solucién descontaminante.

Lavarse las manos con agua y jabon inmediatamente después de
que el trabajo haya sido terminado.

. Informar inmediatamente al superior de cualquier accidente en

el laboratorio.
Los escritorios, ficheros y todo tipo de papeles deberan ubicarse
fuera del 4rea en la que se trabaje con material biologico.

. No se retirara ningan material del lugar de trabajo sin previa des-

contaminacién del mismo.

Previo al ingreso de cualquier persona que deba realizar tareas de
mantenimiento, el personal responsable del 4rea debera asegu-
rarse que ésta esté perfectamente descontaminada.

u. Uso de aparatos y otros elementos

Congeladoras y heladeras: Cada vez que deba guardarse o reti-
rarse material alguno el operador debera tener puestos los guan-
tes. Todo el material almacenado debera estar rotulado, limpio
por fuera y cerrado adecuadamente (no con tapon de algodon o
gasa).

Centrifuga:

— No detenerla manualmente.

— No destaparla antes de que cese de girar.

— Emplear tubos con tapa hermética (tapa de rosca o de goma).
Preferentemente la centrifugacién debera hacerse bajo campa-

na. Luego de transcurridos 10 min. de la detencion se procedera

a abrirla. Al terminar el trabajo limpiar con solucién descontami-

nante por dentro y por fuera del aparato.

Otros aparatos: (microscopios, lectores de ELISA, etc.) Una vez
utilizados deberan descontaminarse las perillas y superficies con
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solucién descontaminante. La manipulacién de portaobjetos
durante las pruebas de inmunofluorescencia debera hacerse con
pinzas y el operador debera tener puestos los guantes.

6.2 Proceso de descontaminacion

El proceso de descontaminacion, cualquiera sea el agente que
se emplee debera ajustarse a rigurosas normas de control de calidad.
Los descontaminantes mas frecuentes y las pautas para su correcta
utilizacion son:

6.2.1 Descontaminantes fisicos

Vapor: el autoclavado de los materiales es el método de eleccion
para todo material reusable.

Calor seco: este sistema es apropiado para elementos e instru-
mental que puedan resistir una temperatura de 180 °C que-
dando excluidos de este procedimiento algunos materiales
plasticos.

Ebullicion: Este es el método mas simple y confiable para inacti-
var la mayoria de los agentes patégenos en caso de no dispo-
ner de un autoclave. Se consigue un buen nivel de desinfec-
cion de instrumentos y equipos cuando estos materiales se
sumergen en agua a ebullicién durante 20 a 30 min.

6.2.2 Descontaminantes quimicos

Hipoclorito de sodio, agua lavandina, agua blanqueadora o agua
de javel: Cuando se diluyen con agua, las soluciones de hipoclorito,
generan acido hipocloroso siendo este compuesto el verdadero prin-
cipio activo de la accién biologica.

El acido hipocloroso reacciona con casi cualquier molécula
organica pero en cada reaccién individual desaparece una molé-
cula de acido hipocloroso. Es decir, la solucion SE AGOTA en su
principio activo.

Esta situacion hace necesario adecuar la relacion entre agente
descontaminante y material contaminado y establecer conductas
para la renovacion de las soluciones descontaminantes en el curso
del dia de trabajo en funcién de la CALIDAD Y CANTIDAD del
material a tratar.

Las soluciones de hipoclorito deberan prepararse en el dia y
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no deberan usarse mas alla de 24 horas de su preparacion.

- solucién al 0,5 g/100ml de cloro activo. Usar para superficies
muy contaminadas (material de laboratorio). Dejar en contac-
to 30 a 60 min.

~ solucioén al 0,1 g/100ml de cloro activo. Para limpieza de su-
perficies poco contaminadas (paredes, pisos, etc).

Otros agentes liberadores de cloro activo
- Cloraminas.
- Hipoclorito de calcio.

Otros agentes quimicos

a. Alcoholes: tanto el alcohol etilico como el isopropilico son
descontaminantes muy efectivos usados en una concentracion
del 70%. El primero de ellos es adecuado para superficies tales
como mesada de trabajo o el exterior de los recipientes conte-
nedores de muestras; a su vez el alcohol isopropilico es util
para descontaminar distintos equipos de laboratorio, por ej.
microscopios, lectores de ELISA, etc.

b. Ioduro de polividona (PVI): la actividad descontaminante es
similar a la del hipoclorito de sodio, aunque es mas caro y no
se puede usar en superficies de aluminio o cobre.

c. Formaldehido-formalina: la formalina es un excelente des-
contaminante pero su uso esta limitado debido a que sus solu-
ciones liberan vapores toxicos e irritantes.

d. Glutaraldehido: el glutaraldehido es un agente descontami-
nante de altisima eficacia, se usa frecuentemente para el trata-
miento de materiales y equipos reusables que sean sensibles al
calor y al tratamiento con otros agentes quimicos.

6.2.3 Manejo y eliminacion de material contaminado y de desechos

a. Todo el equipo reusable (tips para micropipetas, tubos para
recoleccién de especimenes, etc.) debera ubicarse en un reci-
piente metalico o de plastico, resistente a punciones o corta-
duras, conteniendo liquido descontaminante y debera estar
ubicado en el mismo lugar de trabajo.

b. Los camisolines, chaquetas u otra prenda protectora que se use
en el laboratorio debera colocarse al finalizar la tarea dentro de
un recipiente a prueba de pérdidas el que serd transportado de
manera segura al lugar adecuado para proceder a la desconta-
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minacidn y posterior preparacién de las prendas para su reuso.

c¢. Todo elemento descartable (agujas, jeringas, etc) deberé colo-
carse en un recipiente de material resistente a punciones o
cortaduras, similar al descripto en a. el que sera colocado den-
tro de un recipiente a prueba de pérdidas para ser descontami-
nado e incinerado, siempre que esto sea posible.

d. El método de eleccién para la eliminacién de todo material
contaminado es la incineracion. Si el incinerador no esta ubi-
cado en el predio del laboratorio y bajo el control del mismo
este material sera autoclavado y luego destruido.

6.3 Conducta ante accidentes

* Derrames
Cuando se produzca derrame de material potencialmente infecta-
do, el operador debera ponerse guantes y luego cubrir el fluido
derramado con papel absorbente, derramar alrededor de este ma-
terial solucién descontaminante y finalmente verter solucién des-
contaminante sobre el papel y dejar actuar por lo menos 20 min.

Usando papel absorbente, seco y limpio, levantar el material y
arrojarlo al recipiente de desechos contaminados para su poste-
rior eliminacion.

La superficie deberd enjuagarse nuevamente con solucién des-
contaminante. Los guantes serdn descartados después del proce-
dimiento. No se recomienda el uso de alcohol ya que este se eva-
pora rapidamente y ademés coagula los residuos organicos super-
ficiales sin penetrar en ellos.

¢ Pinchazos o lastimaduras
Los pinchazos, heridas punzantes, lastimaduras y piel contaminada
por salpicadura de materiales infectados deberan lavarse con abun-
dante agua y jabon. Debera favorecerse el sangrado de la herida.

* Aerosoles
En el caso de que el accidente genere aerosoles (ej. rotura de cen-
trifuga u homogeneizador), el trabajador debera contener la respi-
racion, abandonar inmediatamente el cuarto cerrando la puerta y
avisar de inmediato a su supervisor.

El sistema de aire y las cabinas de seguridad biolégica seran
dejadas en ventilacion. Personal idoneo, usando ropas apropiadas,
podra entrar al cuarto después de 30 min. de ocurrido el accidente
para efectuar las tareas de descontaminacién.
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Todo accidente o exposicién a materiales potencialmente
infecciosos deberan comunicarse inmediatamente al personal
responsable.

6.4 Manejo y transporte de materiales biolégicos

El manejo y transporte de muestras de manera inadecuada significa
riesgo de infeccion.

El manejo impropio de las muestras dentro del laboratorio pone
en peligro no so6lo al trabajador del laboratorio sino también al per-
sonal administrativo y de apoyo.

La transferencia de muestras entre laboratorios o instituciones
amplia el margen de riesgo. Los lineamientos a seguir en este caso
seran:

a. Los tubos, frascos, etc. para muestras deberan ubicarse en gra-
dillas para que estén siempre en posicion vertical. Las gradillas
se ubicaran en un recipiente hermético para prevenir salpica-
duras o diseminacién del material por rotura de los tubos.

b. Los recipientes para transportar materiales deberan ser herme-
ticos, construidos con material resistente a roturas y contar
con tapa de seguridad.
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GLOSARIO

ALGORITMO: Son las etapas sucesivas que deben seguirse en el pro-
cedimiento diagnostico.

CONTROL DE CALIDAD: Son todos los procedimientos que deben
incluirse en un ensayo diagnoéstico para verificar que se efectu6
correctamente.

DIAGNOSTICO DE INFECCION POR VIH: Procedimientos técni-
cos que, empleando reactivos especificos, permiten establecer si
un individuo esté infectado por VIH. Bajo ningin concepto es-
tos procedimientos por si solos establecen el diagnostico de SIDA.

GUIA DE PROCEDIMIENTO: Descripcion escrita y sumaria de los
distintos procedimientos y técnicas utilizadas en el laboratorio.

INDETERMINADO: Resultado de la serologia que no permite esta-
blecer si el individuo en estudio esta o no infectado por VIH.

INFECCION POR VIH: Estado, con o sin sintomas, que implica una
exposicion y contacto con el virus el cual invade el organismo'y
se establece en células susceptibles. Este estado se diagnostica
por técnicas de laboratorio. i

PANELES DE REFERENCIA: Conjunto de sueros utilizados para
evaluar pruebas serologicas.

PERIODO DE VENTANA: Tiempo que transcurre desde el momen-
to de la infeccion hasta la aparicion de los anticuerpos circulan-
tes (2 a 8 semanas).

PREVALENCIA: Numero de individuos infectados -en un momento
dado- en el total de la poblacién estudiada.

PROGRAMA DE GARANTIA DE CALIDAD: Es el programa que ase-
gura que el resultado final emitido por el laboratorio es correcto.
Debe necesariamente considerar las tres etapas del procesamien-
to de una muestra (pre- analitica, analitica y post-analitica).

PRUEBAS O ENSAYOS DE CONFIRMACION O SUPLEMENTA-
RIAS: Son técnicas serologicas altamente especificas que se utili-
zan para confirmar los resultados de las pruebas de tamizaje.

PRUEBAS O ENSAYOS DE TAMIZAJE: Son aquellas técnicas serolo-
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gicas que permiten la deteccion de anticuerpos con el mayor
nivel de sensibilidad posible.

REPRODUCIBILIDAD: Posibilidad de repetir los resultados de una
prueba diagnéstica en distintos momentos o en diferentes labo-
ratorios.

SEROCONVERSION: Desarrollo de anticuerpos especificos luego del
contacto con un agente infeccioso o depués de una vacunacion.

SIDA: Sindrome de inmunodeficiencia adquirida. Es una entidad
clinica que forma parte de estadios avanzados de Ia infeccidon por
el VIH.

VALORACION EXTERNA DE CALIDAD: Es una evaluacion del des-
empefio del laboratorio realizada por un laboratorio de referen-
cia. Constituye una forma de probar la efectividad de los progra-
mas de garantia de calidad.

VALOR PREDICTIVO NEGATIVO: Es la probabilidad que tiene un
individuo de no tener la infeccién que detecta la prueba cuando
el resultado es negativo.

VALOR PREDICTIVO POSITIVO: Es la probabilidad que tiene un
individuo de estar infectado cuando el resultado de la prueba es
positivo.

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana. Retrovirus humano
que infecta principalmente células del sistema inmunologico (lin-
focitos) provocando deficiencias inmunologicas que llevan al de-
sarrollo de infecciones oportunistas y otras alteraciones (SIDA).
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