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ABSTRACT
The AuBioDOT anti HIV 1/2 system was evaluated against 444 sera of HIV-1 and HIV-2 no reactive blood donors,
135 positive to HIV-1 and 9 positive to HIV-2. Using Western blot (DAVIH blot and DAVIH blot 11) as the reference
test, the specificity obtained was 98.88 % (97.41% - 99.50%; CL 95 %) and the sensitivity was 100 %
(97.43 % - 100.00 %). The positive predictive “alues were 0.53 % and 85.07 % for HIV infectious prevalence of
0.006 % and 6 % respectivily, and the negative predictive values were 100 % for both prevalences. Based on both,
the obtained results and handling characteristics, the system is recommended for the screening in laboratories
that process limited numbers of samples as well as for the diagnosis of HIV infection in different health care levels,
especially in areas with lower laboratory conditions.
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RESUMEN
El sistema AuBioDOT anti HIV 1/2 fue evaluado frente a 444 sueros de donantes de sangre no reactivos al VIH-1
y VIH-2, 135 positivos al VIH-1 y 9 positivos al VIH-2. Usando Western blot (DAVIH blot y DAVIH blot Il) como
prueba de referencia, la especificidad obtenida fue del 98,88 % (97,41 % - 99,50 %; LC 95 %) y la sensibilidad
del 100 % (97,43 % - 100,00 %). Los valores predictivos positivos fueron del 0,53 % y 85,07 % para prevalencias
de la infeccién del VIH de 0,006 % y 6 % respectivamente, y los valores predictivos negativos fueron del 100 %
para ambas prevalencias. Por los resultados obtenidos en la evaluacién y las caracteristicas operacionales del
sistema se recomienda su uso para el pesquisaje en laboratorios que procesan cantidades limitadas de muestras
y para el diagnéstico de la infeccién por VIH en diferentes niveles de salud, principalmente en dreas con condi-
ciones minimas de laboratorio.
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Introducciéon

Con el desarrollo de los medios diagndsticos para la
deteccion de anticuerpos a diferentes enfermedades
se emplean cada vez mas los sistemas simples. rapi-
dos. de facil gjecucidn. de interpretacion visual v con
requerimientos minimos de laboratorios. Diversos
autores reportan evaluaciones de estos sistemas don-
de se obtiene valores de sensibilidad y especificidad
comparables con los ensayos inmunoenzimaticos ti-
po ELISA. (1-6).

En Cuba se producen sistemas diagndsticos simples
para la deteccion de anticuerpos al VIH. tales como el
AuBioDOT anti HIV 1/2 producido por el Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB) y el
DAVIH DOT VIH-1 producido por DAVIH Laborato-
rios. los cuales han obtenido valores de sensibilidad y
especificidad similares a otros de su tipo. En este trabajo
se muestran los resultados de la evaluacion realizada al
sistema AuBioDOT anti-HIV 1/2. en el Laboratorio de
Control de Calidad del Laboratorio de Referencia Na-
cional de Retrovirus (LRN). de Cuba.

a Autor de correspondencia

Materiales y Métodos

Se emplearon 144 sueros de cubanos VIH positivos
pertenecientes a un panel de referencia del LRN; de
cllos 135 positives a VIH-1 y 9 al VIH-2, También
s¢ estudiaron 444 muestras frescas de donantes de
sangre no reactivas al VIH-1 y VIH-2 por el siste-
ma diagnoéstico UMELISA HIV Recombinant 1+2,
producido por Centro de Inmunoensayo (CIE) de
Cuba.

Para la confirmacion y estudio de las discrepan-
cias sc¢ utilizo la prueba suplementaria de Western
blot con los estuches DAVIH blot y DAVIH blot I,
claborados por DAVIH Laboratorios de Cuba, para
la deteccion del VIH-1 y VIH-2, respectivamente.

La evaluacion del sistema diagnéstico AuBioDOT
anti-HIV 1/2 de tipo indirecto (que utiliza proteinas
rccombinantes gpl20, gpdl y p24 del VIH-1, gp36
del VIH-2 e inmunosondas de oro amplificadas con
reveladores de plata) se efectud siguiendo estricta-
mente las indicaciones del fabricante contenidas en
el estuche.
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Principios del método del ensayo

El inmunoensayo consiste en ¢l uso de soportes de
poliestireno blanco - opaco con ligeras hendiduras de
forma circular, donde se encuentran adsorbidos los
antigenos recombinantes de regiones representativas
de los genes que codifican para las proteinas de en-
voltura gp-120 y gp-41 y la proteina central p-24 del
VIH-1: y para la proteina gp36 de envoltura del
VIH-2. Las muestras prediluidas con una solucién
reguladora. son incubadas en dichas excavaciones y
en presencia de anticuerpos especificos, los mismos
reaccionan con las proteinas virales inmovilizadas
sobre la matriz sélida. Después del lavado para eli-
minar los anticuerpos no especificos, los inmuno-
complejos fijados son reconocidos a través de la re-
gion Fe de las inmunoglobulinas implicadas. por la
adicion del conjugado de proteina A (recombinante)-
oro coloidal. Después de una breve etapa de lavado.,
la reaccion es finalmente amplificada por la adicién
de reveladores fisicos basados en iones de plata. y se
produce in situ reacciones coloreadas insolubles, de
color pardo claro a oscuro, cuya intensidad es pro-
porcional a la concentracidn de anticuerpos presentes
en las muestras. La lectura se realiza directamente
mediante simple inspeccion visual, y las placas pue-
den ser conservadas para ¢l registro permanente de
los resultados.

La especificidad y sensibilidad se calcularon segin
los métodos convencionales (7. 8) y se evalud con un
limite de confianza de un 95 %, para lo cual se empled
la formula binomial de probabilidad (9). Para determi-
nar la sensibilidad analitica se realizaron diluciones se-
riadas de un sucro positivo al VIH-1 (de 1/10 a 1/10
240), las que fueron caracterizadas por DAVIH blot.
Los valores de repetibilidad se obtuvieron con 24
muestras en las que se compararon los resultados ob-
tenidos en dos ensayos diferentes.

Los valores predictivos positivos (VPP) y negati-
vos {VPN) se calcularon segun las siguientes férmu-
las establecidas por el Teorema de Bayes (9, 10):

PS
VPP = icsisnamisnisassuass x 100
PS + (1-P) {1-E)

(1-P) E
¥ [ — x 100
(1-P)E + P (1-5)
donde:
P, prevalencia: S. sensibilidad y E. especificidad

Para estos calculos se utilizd tanto la prevalencia
real de nuestro pais (0,006 %) como la del 6 % que
ha sido utilizado en otros estudios (11, 12).

Los sueros con resultados discrepantes fueron
evaluados por Western blot (DAVIH blot y DAVIH
blot 11): los resultados indeterminados no se tuvieron
en cuenta para el célculo de la sensibilidad y especi-
ficidad. El criterio minimo de positividad utilizado
en este sistema coincide con el de la OMS, el cual
considera como muestra positiva aquella que pre-
senta anticuerpos al menos a dos glicoproteinas co-
dificadas por el gen ENV (13).

Resultados y Discusiéon

Los 144 sueros de personas VIH peositivas (135
VIH-1 y 9 VIH-2) fueron clasiticados correctamente
por el sistema estudiado. por lo que la sensibilidad
del AuBioDOT anti-HIV 1/2 fue de un 100 %
(97,43 - 100).

De las 444 muestras de donantes de sangre estu-
diadas, diez fueron clasificadas inicialmente como
positivas débiles o dudosas, y scis fueron repetida-
mente positivas débiles. de estas dltimas cinco fue-
ron negativas por WB y una indeterminada al
VIH-1 (por la presencia de la proteina p33). con
ello se obtuvo una especificidad de 98.88 % (97,41
- 99,50).

Los valores de sensibilidad y especificidad obte-
nidos en esta evaluacién superan los declarados en
las indicaciones del fabricante (99 % de sensibilidad
y 98 % de especificidad) y son comparables con los
resultados alcanzados por otros sistemas diagnosticos
simples en evaluaciones de la Organizacion Mundial
de la Salud (14), Tabla 1.

El sistema alcanzé el 100 % de repetibilidad al
obtenerse resultados similares para las 24 muestras
evaluadas en dos ecnsayos diferentes.

Los resultados de la sensibilidad analitica se mues-
tran en la Tabla 2. AuBioDOT anti HIV 1/2 y DAVIH
blot mostraron la misma sensibilidad para diluciones de
un suero positivo hasta 1/160. A diluciones mayores el
suero se clasificd como indeterminado por DAVIH
blot, y como positive débil por AuBioDOT anti HIV
1/2, por lo que este Gltimo fue capaz de identificar co-
mo positivas muestras con escasa reactividad.

Al calcular los valores predictivos s¢ encontré que
para una prevalencia de la infeccion de VIH de
0,006 % sélo el 0,53 % de los resultados positivos fue-
ron verdaderamente positivos, mientras que para una

Tabla 1. Comparacién de la sensibilidad y especificidad del AuBioDOT anti-HIV 1/2 y otros

sistemas de su tipo evaluados por la OMS.

Sistema diagnéstico

Sensibilidad (%)

Especificidad (%)

AuBioDOT anti-HIV 1/2
RECODO

GENIE HIV-1 and HIV-2
PATH HIV Dipstick

100 (97,24-100)
98,9 (97,00-99,8)
99,3 (97,50-99,9)
99,5 (97,30-100)

98,88 (97,41-99,50)
88,60 (82,20-93,3)
99,50 (97,10-100)
98,20 (97,10-99,1)
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Tabla 2. Resultados de la sensibilidad analitica del sistema AuBioDOT anti-HIV 1/2.

Resultados
Muestras
AuBioDOT anti HIV 1/2 DAVIH blot (patron de bandas)

S/D Positivo 17,24,34,41,53,55,68,120,160 P
1/10 Positivo 24,34,41,::}3,55,68,120,160 B
1/20 Positivo 24,34,41,53,55,68,120,160 P
1/40 Positivo 24,34,41,53,55,68,120,160 P
1/80 Positivo 24,34,41,53,55,68,120 P
1/160 Positivo 24,34,41,53,55,68,120 B
1/320 Positivo 24,34,41, 55,68 I
1/640 Positivo 24, 41, 55,68 I
1/1 280 Positivo 24, 41, 55, 68 I
1/2 560 Positivo 24, 41, 68 I
1/5 128 Positivo 24, 41, 68 I
1/10 240 Positivo 24, 68 i3
$/D: sin diluir, P: positivo, |: indeterminado, __: débil, __: muy débil.

prevalencia de 6 % c¢l valor predictivo positivo alcanzo
el 85,07 %. Para ambas prevalencias el valor predictivo
negativo fue del 100 %. Estos resultados coincidieron
con los obtenidos por ¢l sistema de ELISA RECVIH
(que al igual que el AuBioDOT anti-HIV 1/2 es un
ensayo de segunda generacion, producido por el
CIGB). ¢l cual obtuvo valores predictivos de 0,9 y
88,12 % para prevalencias de 0,006 y 6 %, respec-
tivamente {12).

Recibido en septiembre de 1997. Aprobado
en noviembre de 1997.
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Bases moleculares

Por los resultados obtenidos en la evaluacion y las
caracteristicas operacionales, el sistema AuBioDOT
anti-HIV 1/2 es recomendable para su uso en labo-
ratorios que procesan cantidades limitadas de mues-
tras y para el diagndstico de la infeccion por VIH en
diferentes niveles de salud, principalmente en dreas
con condiciones minimas de laboratorio (servicios de
urgencia, clinicas estomatolégicas, puestos médicos
rurales, etc.).
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Vacunas combinadas

el conocimiento de los

Los recientes avances en el estudio de la biologia molecular han tenido un
importante impacto en el conocimiento de los virus de hepatitis y las
infecciones causadas por ellos. Este impacto se hace especialmente manifiesto en
los nuevos métodos disponibles para el diagnéstico y estudio de estos virus, asi
como de las enfermedades por ellos causadas y el desarrollo de vacunas. [l
propésito de este libro es brindar a los lectores los conocimientos
basicos de biologia molecular, ademds de una informacién actualizada de los
recientes avances relacionados con
hepatitis. Esta dirigido a profesionales (médicos, biélogos, invesligadores y otros)
vinculados al diagnéstico y al manejo de las hepatitis virales.

virus de
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