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Ministerio de Salud

HOY SE EMITIO LA RESOLUCION MINISTERIAL No.161 QUE DICE:

“Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social, San Salvador, a los catorce dias del
mes de septiembre del afio dos mil diez. CONSIDERANDO: Que de conformidad al
Art. 78 del Reglamento de la Ley de Prevencion y Control de la Infeccion Provocada
por el Virus de Inmunodeficiencia Humana, que establece la potestad de la Titular de
esta Secretaria de Estado, para emitir instrumentos técnicos en materia de salud; Que
es necesario disponer con una herramienta técnica para contribuir a la prevencion,
deteccion, curacion y manejo oportuno de las infecciones de transmision sexual y del
virus de la inmunodeficiencia humana, POR TANTO: En uso de sus facultades legales,
RESUELVE emitir el “Manual para el Control de Calidad de las Pruebas de VIH”,
en consecuencia a partir de la oficializacion es de obligatorio cumplimiento por parte
de todos los servidores de la red de Establecimientos Publicos de Salud, para lo cual
se debe proceder a su divulgacién e implantacion a partir de esta fecha; HAGASE
SABER. La Titular del Ramo de Salud Publica, (F).M.l. Rodriguez.”

DIOS UNION LIBERTA

Dy WL

Maria Isabel Rodriguez
MINISTRA
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' . INTRODUCCION

De conformidad con la Ley y Reglamento de Prevencién y Con-
trol de la Infeccién provocada por el Virus de Inmunodeficiencia
Humana, vigentes desde noviembre de 2001 y mayo de 2004 res-
pectivamente, establece que el Ministerio de Salud es la entidad
rectora y puede emitir protocolos de atencidén, normas técnicas,
instructivos y las disposiciones necesarias para facilitar y lograr ma-

yor eficiencia en la aplicaciéon de la Ley y del Reglamento.

Con base en lo anterior se hace necesario actualizar el documen-
to regulatorio denominado “Manual para el Control de Calidad de
las pruebas de VIH", con el propdsito de asegurar que los resul-
tados obtenidos en los andlisis, sean correspondientes al estado

serolégico del paciente.

Los laboratorios de la red nacional deben cumplir en forma obli-
gatoria el control de calidad que incluya procesos, procedimientos
y tareas, efectuadas en forma precisa y correcta, con excelencia
técnica y cientfifica.

El Manual se ha estructurado describiendo los principales procesos
y procedimientos relacionados con la calidad de las pruebas VIH,
en las etapas preandalitica, analitica y postanalitica; asi como las
prdcticas de bioseguridad y las medidas generales que deben eje-

cutarse en los laboratorios clinicos.
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Il. OBsenvos

OBJETIVO GENERAL:

Fortalecer el control de calidad en los laboratorios VIH y bancos de
sangre, a fravés de la aplicacion de lineamientos en las etapas
preandlitica, analiticay postanalitica, para asegurar la calidad de
los resultados de las pruebas seroldgicas utilizadas en la deteccidn
y seguimiento de la infeccién por VIH.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Orientar en los procedimientos y metodologias que permitan
la capacitacion e informacién del profesional de salud, que
realiza andlisis para la deteccion de anticuerpos VIH.

*  Mejorar la eficacia en los laboratorios de la red nacional que
realizan las pruebas de VIH.

* Asegurar el control de calidad en el tamizaje de anticuerpos
a las unidades de sangre colectadas, para ofrecer sangre y
componentes seguros a la poblacién que lo requiere.
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Ill. Contenibo

A. RED NACIONAL DE LABORATORIOS DE VIH/SIDA
De acuerdo con la complejidad de cada establecimiento de salud se aplica el
tipo de pruebas que corresponde vy las funciones técnicas especificas.

1. LABORATORIO NACIONAL DE REFERENCIA VIH/SIDA (LNR)

e  Cumplir las normas técnicas relacionadas con el laboratorio clinico, para realizar las prue-
bas.

» Supervisar y evaluar a los laboratorios de confirmacién de VIH en el cumplimiento del flujogra-
ma diagndstico. (Anexo No. 1).

e Confirmar la infeccidon por VIH y realizar las pruebas de seguimiento: carga viral y linfocitos
CD4-CDS8, para supervisar y evaluar la condicion inmunoldgica y viroldégica del paciente.

* Participar en evaluaciones externas de la calidad con instituciones de referencia interno-
cional.

» Dirigir, organizar y ejecutar la evaluacién externa de la calidad a los laboratorios VIH de
la red nacional; la evaluaciéon es preparada por el Laboratorio Nacional de Referencia
VIH/sida y la seccion de Banco de Sangre del drea de Laboratorio Clinico de la Unidad de
Vigilancia Laboratorial.

e Elaborar y distribuir controles de calidad para VIH, a solicitud de los establecimientos del
primer nivel de complejidad.

e Coordinar la recepcion de muestras y documentacion para estudios de resistencia al VIH.

e Preparar el envio de muestras al exterior, de acuerdo con la norma internacional para
embalagje. Participar en los estudios de investigacion de campo de vigilancia epidemiolé-
gica, en apoyo al Programa Nacional de ITS/VIH/sida.

» Recopilar, consolidar y analizar la informacion estadistica cualitativa y cuantitativa de los
exdmenes realizados por la red de laboratorios puUblicos e informar a las autoridades su-
periores.

Y
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Evaluar técnicamente los reactivos para el diagndstico de VIH, segun el protocolo de la
Unidad de Vigilancia Laboratorial.

Proporcionar asesoria cuando sea requerido a los laboratorios publicos, para la ejecu-
cion de las técnicas serolégicas del VIH.

Actualizar al personal de salud de la red de laboratorios, sobre temas relativos al diagnds-
tico laboratorial de VIH.

. LABORATORIOS PARA LA CONFIRMACION DE LA INFECCION POR VIH

Asesorar a los laboratorios de VIH de su competencia, en el cumplimiento de los procedi-
mientos técnicos.

Coordinar con los establecimientos de la red, para la referencia oportuna de las muestras
que requieren confirmacién del diagndstico, en un periodo mdximo de una semana.
Referir al Laboratorio Nacional de Referencia VIH, muestras de pacientes que ameriten
ofros estudios complementarios, como Western Blof.

Participar en la evaluacién externa de la calidad.

Procesar, analizar y emitir los resultados de las pruebas de VIH, a los establecimientos de
salud u ofras instituciones que hayan solicitado confirmacion de la infeccién por VIH.
Requerir la informacion estadistica con oportunidad vy fiabilidad de acuerdo a la calen-
darizacién establecida.

. BANCOS DE SANGRE

Establecer, documentar e implantar los procedimientos de calidad que aseguren el cum-
plimiento de los estdndares de trabajo, principalmente para prevenir la fransmisidon de en-
fermedades a fravés de la sangre colectada.

Garantizar la seguridad transfusional, tamizando obligatoriamente los agentes infecciosos
como son: VIH, virus Hepatitis B, virus Hepatitis C, Tripanosoma cruzi y Treponema pallidum.
Participar en la evaluacién externa de la calidad.

Requerir la informacidn estadistica con oportunidad vy fiabilidad de acuerdo con la calen-
darizacién establecida.

NIVEL LOCAL (Segundo y Primer nivel de complejidad)
Procesar, analizar y emitir los resultfados de las pruebas de VIH solicitadas vy las referidas por
ofros establecimientos de salud, de acuerdo con la red establecida.
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*  Manejar y enviar semanalmente todas las muestras reactivas o indeterminadas al laboro-
torio de confirmacion correspondiente y registrar la informacion en el formulario FVIH-01
(Anexo No. 2).

e Utilizar los controles de calidad para validar y respaldar los resultados y registrarlos en el
protocolo de trabajo de pruebas VIH.

e Participar en los estudios de investigacién de campo de vigilancia epidemiolégica, en
apoyo al Programa Nacional de ITS/VIH/sida.

* Participar en la evaluacion externa de la calidad.

* Nofificar al médico responsable del paciente, los resultados de pruebas realizadas por el
establecimiento de salud y las confirmadas por el laboratorio de confirmacion.

e Requerir la informacion estadistica con oportunidad v fiabilidad de acuerdo con la calen-
darizacién establecida.

B. DESCRIPCION DEL FLUJOGRAMA PARA EL DIAGNOSTICO DE
PRUEBAS VIH/sida

El proceso se inicia con la preconsejeria y la informacién para la indicacion de la
prueba.

En el flujograma diagndstico se consideran cuatro tipos de usuarios:

1. PACIENTES QUE CONSULTAN POR OTRA PATOLOGIA RELACIONADA CON VIH Y EM-

BARAZADAS SIGUEN LA MISMA RUTA DEL FLUJOGRAMA:

e Cuando el resultado inicial con prueba rdpida VIH es no reactivo, se libera vy se elabora el
informe: no reactivo a la fecha.

 Cuando el resultado inicial con prueba rdpida VIH es reactivo o indeterminado y existe
sospecha de infeccién por VIH, se envia la muestra al Laboratorio de Confirmacion de la
Infecciéon por VIH, acompanada de la solicitud con los datos, el laboratorio debe realizar
ELISA de tercera generacion; si el resultado de esta prueba es reactivo, se libera y se ela-
bora el informe: ELISA para VIH Positivo.

e Si la prueba resulta no reactiva o indeterminada, el laboratorio debe realizar ELISA de
cuarta generacién, si resulta No reactivo, se libera y se elabora el informe: ELISA para VIH
Negativo.

&
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Si el resultado es reactivo o indeterminado, el laboratorio debe enviar al Laboratorio Na-
cional de Referencia VIH, ubicado en la Unidad de Vigilancia Laboratorial del Ministerio
de Salud, la muestra con el formulario respectivo (Anexo No. 3).

El resultado positivo obtenido con Western Blot debe ser liberado y reportado de la si-
guiente manera: Cumple con el criterio de positivo.

El resultado indeterminado o negativo por la prueba confirmatoria de Western Blot se re-
porta y el médico debe indicar la prueba de carga viral (Anexo No. 4).

Cuando el resultado de la carga viral es detectable, se libera y se elabora informe.

Si la carga viral es indetectable, se elabora informe y el médico debe investigar otras pa-
tologias no relacionadas con VIH.

RECIEN NACIDO

Sila madre no es positiva a VIH, se debe seguir la ruta del flujograma de “otfro paciente”.
Cuando la madre es positiva se debe realizar prueba de ELISA VIH al recién nacido, si el
resultado es no reactivo, se debe seguir la ruta del proceso de “ofro paciente”.

Si el resultado es reactivo, el médico debe dar seguimiento de acuerdo con los “Protoco-
los de Atencion para Personas Viviendo con VIH/sida”, noviembre 2005.

Cuando el resultado de la carga viral es indetectable, se debe liberary elaborar el infor-
me. En este caso el médico tratante debe dar seguimiento al recién nacido con prueba
de ELISA.

Si el resultado de la carga viral es detectable, de acuerdo con el protocolo de atencidn,
el médico debe indicar la prueba de CD4/CD8 (Anexo No. 4).

DONANTE DE SANGRE

Se inicia con la realizacion de prueba de ELISA VIH 4° generacion, si el resultado que se
obtiene es no reactivo, se debe elaborar el informe.

Cuando el resultado de la prueba de ELISA de 4° generacion es indeterminado o reacti-
vo, se debe realizar prueba de ELISA VIH de 3° generacién.

Si el resultado de ELISA 3% generacion es reactivo, se debe elaborar el informe.

Al obtener un resultado no reactivo o indeterminado con la prueba ELISA VIH 3% genero-
cién, se procede a readlizar la prueba de Western Blot.

Si el resultado de Western Blot es positivo, se debe elaborar el informe.

Si el resultado es indeterminado o negativo, por la prueba confrmativa de Western Blot, se
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debe elaborar el reporte y nofificar al médico tratante, quien debe indicar la prueba de
carga viral VIH u ofro estudio especial (ADN Proviral).

* Cuando el resulfado de la carga viral es detectable a particulas virales, se elabora el in-
forme.

e Sila carga viral es indetectable, también se debe elaborar el informe y el médico fratante
debe investigar otras patologias no relacionadas con VIH.

Existen posibles resultados que ameritan la realizacién de una prueba de Western Blot, los
cuales se detallan a continuacion:

CUADRD RESUMEN DE RESULTADOS DE PRUEBAS DIAGHOSTICAS DE VIH/SIDA

item Prueba Rapida ELISA3aG. | ELISAdaG Wastern Blot *

1 . MA A A

2 + + MNA

3 + = + Lluﬁm
4 + % + htltluf
5 * + - honlim
& + - - hﬁ.

7 + - + hnﬂ:n'
) S + * hA

] * + - htﬂ:.
10 * + ES hnllur
11 S - E hﬂ

12 E = + hnlur
13 + - E hnlur
14 + + + hﬂlw
15 * + - hﬂw
16 : s t  [Realizar

Nota * Westarn Blot Pesitive no necesariamente implica Seropositividad VIH

procede otros estudios complementarios
NA: No aplica.

Fuente: Comité Técnico que elabord el presente Manual, aho 2010.

C. CONTROL DE CALIDAD

Todos los laboratorios que realicen pruebas para determinar la presencia del
VIH, deben realizar los procedimientos en la forma como se describen en este
manual.

El control de calidad debe aplicarse en todos los laboratorios VIH, independien-
temente de su complejidad.

La aplicacion del control de calidad efectivo permite a los laboratorios:
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* Detectar tempranamente los errores.

*  Mejorar la precision y la exactitud.

* Usar en forma eficiente los recursos.

e Cumplir con requerimientos de inspeccién y certificacion.
e Medir la productividad.

Para la evaluacioén de las pruebas seroldgicas deben considerarse los siguientes factores:
e Reproductibilidad

e Exactitud.

* Sensibilidad.

* Especificidad.

* Valor predictivo positivo.

e Valor predictivo negativo.

La sensibilidad de un set de diagndstico estd referida a la capacidad que tiene de detec-
tar las muestras verdaderamente positivas y la especificidad a la capacidad de detectar las
muestras verdaderamente negativas.

Una prueba serd mds sensible cuando presente menos resultados falsos negativos y mds es-
pecificos cuando presente menos resultados falsos positivos.

Es importante senalar las dificultades de alcanzar una sensibilidad real del 100 %, en una in-
feccion en la que la seroconversidon ocurre en un lapso de tiempo de dos a cuatro semanas
en la mayoria de los casos y a veces, hasta varios meses (periodo ventana). Ademds, es im-
portante mencionar la posibilidad de encontrar personas infectadas por el VIH que son sero-
negativos debido a causas orgdnicas o defectos inmunes (falsos negativos).

Para tener el diagndstico definitivo de un caso, debe confirmarse mediante una prueba en
suero una vez se produce la seroconversion.

El control de calidad de los laboratorios clinicos y bancos de sangre se aplica en dos formas:
control de calidad interno y control de calidad externo.

Y
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1. CONTROL DE CALIDAD INTERNO (CCI).

Nivel local (hospitales nacionales del 2° y 3er. nivel de complejidad) y LNR.

El control de calidad interno (CCl) tiene por objetivo asegurar el cumplimiento de todos los
pasos establecidos en el procedimiento y ademds de validar la prueba permite identificar
variaciones de lote a lote y detectar errores aleatorios o sistemdaticos, ya que éstos tienen la
misma composicion de las muestras clinicas.

La variacién de reactividad admitida para las muestras positivas, facilita la percepcion de
errores, que el control interno positivo del reactivo en uso no puede detectar, por lo que el
control de calidad interno, se debe procesar de rutina en cada ensayo serolégico y debe
ser tfratado como una muestra de paciente.

Para la validacion de pruebas ELISA, se debe incluir obligatoriamente controles internos en
todos los andlisis serolégicos, la cantidad por preparar va a depender de la frecuencia vy el
método con que cada institucién realiza sus ensayos, esto con el fin de garantizar el volumen
suficiente para la validacién de los test.

Los controles internos positivos  fienen vigencia de un ano y se deben analizar cada vez que se
realizan ensayos de VIH; no se debe descongelar ni utilizar las alicuotas mds de una vez, pues este
procedimiento puede ocasionar disminucion de antigenos o anticuerpos presentes en la muestra
y como consecuencia alterar el patrén de reactividad del control de calidad interno.

El resultado obtenido del control debe expresarse en forma grdfica, estableciendo el limite
inferior, medio y superior. Si los puntos del control de calidad, estdn dentro de los limites de
variacion aceptables, la reaccién es vdlida, (Grafico del control de calidad interno CCl), los
puntos deben estar lo mds préximo  a la media.

El distanciamiento de los puntos en relacion con la media, es indicativo de problemas en los
materiales, equipos o fallas en la ejecucion de la prueba. El control de calidad interno (CCl)
no puede ser utilizado para definir el punto de corte de la reaccién o para evaluar las varia-
ciones de sensibilidad.

Es importante considerar la discrepancia cuando alicuotas de un mismo control interno, pre-
senten resultados reactivos y no reactivos; debe considerarse la posibiidad de que hayan

<
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ocurrido fallas en el dispensado de la muestra, los lavados o inestabilidad en el desarrollo del
ensayo, estos casos deben ser investigados para tomar las medidas correctivas.

La seleccidon de las muestras, preparacion, almacenamiento y uso de CCI requiere de pro-
cesos especificos. Tomando en cuenta que las muestras para la preparacion del CCl deben
presentar un valor de densidad optica (D.O.) de 1.5 a 4.5 veces al valor del punto de corte
del ELISA que se estd utilizando, ya que es la zona de reactividad, que permite la deteccidon
de errores durante la realizacién de las pruebas.

Cada laboratorio clinico y banco de sangre que realiza pruebas de ELISA, debe preparar el
control de calidad interno (CCl), ya que las condiciones de cada instituciéon en relacién con
la metodologia, equipo y reactivos son diferentes.

La preparacién del CCl debe ser designada a un profesional de laboratorio responsable de
todo el procedimiento que incluye el andlisis, realizacion de grdficas de los resultados que se
obtengan en cada ensayo, aligual que de los errores que se detecten, para que sean noti-
ficados y se realicen las acciones correctivas.

PROCEDIMIENTO CONTROL DE CALIDAD INTERNO (CCl)
OBTENCION DE MUESTRAS POSITIVAS PARA PREPARAR CCI

Se utilizan muestras fuertemente positivas obtenidas en la rutina de trabajo, estas muestras
tienen que ser analizadas en diluciones sucesivas hasta obtener una reactividad dentro de la
zona ideal.

El diluyente por utilizar en la preparacion del CCl, debe ser suero o plasma negativo obtenido
de los bancos de sangre, para los cinco agentes infecciosos: VIH, HCV, HBsAg, Tripanosoma
cruzi y Treponema pallidum.

CLARIFICACION DEL DILUYENTE

El suero o plasma negativo, se debe filtrar en papel filiro comun, nitrocelulosa u otro sistema
de filtracion; no utilizar presion positiva debido al riesgo de accidentes. Luego conservarlo en-
tre 2 a 8°C y debe ser utilizado en 48 horas como mdximo para evitar contaminacion.

y
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PREPARACION DE DILUCIONES DE LA MUESTRA POSITIVA PARA OBTENER LA REACTIVI-

DAD IDEAL

* Hacer una primera secuencia de diluciones de la muestra positiva en razén de 10 a par-
tir de 1: para 10, se recomienda trabajar con un volumen mayor de 20 microlitros de la
muestra positiva para evitar la posibilidad de error.

ESQUEMA DE DILUCION IDEAL

40ul de 40ul de 40ul de 40ul de
la dilucién 110 la dilucién de 1100 la dilucién de 1/1.000 la dilucion de 1/10,000
LTS TN N> >
~—1 - O 1 -
b~ — —
~—1 - - o -
40 ul 40 ul 40ul 40ul 40 ul
360ul 360 ul 360ul 360ul 360ul
110 1100 11000 110,000 1M100.000
\ ) ~—— — ./ ~—

Fuente: Protocolo de preparacion de control de calidad. Hemocentro Sao Paulo, Brasil, 2003.

* |dentificar los tubos y agitar para homogenizar cada dilucion antes de hacer la siguiente y
cambiar la punta para cada dispensacion de muestra.

e Probar cada una de las diluciones con el reactivo en uso para el cual estd preparando su
CCl.

* Analizar los resultados obtenidos considerando las siguientes posibilidades:

- Elvalor ideal de la densidad 6ptica estd en cada una de las diluciones.

- El valor ideal de la densidad optica no fue encontrado en ninguna de las diluciones.

- Elvalorideal de la densidad dptica estd entre dos diluciones. Para facilitar la comprension
del resultado de la densidad 6ptica se ejemplifica con la Tabla No. 1.



Minizseric de Sakd

MINISTERIO DE SALUD

= . MANUAL PARA EL CONTROL DE CALIDAD DE LAS PRUEBAS DE VIH
TABLA No. 1
TABLA DE RESULTADOS DE DENSIDADES OPTICAS
TUBO | DILUCION | CASO 1 DO CASO 2 DO CASO 3 DO
1 1/10 2.000 2.000 2.000
2 1/100 0.650 1.890 1.573
3 1/1,000 0.063 1.723 0.240
4 1/10,000 0.070 1.400 0.140
5 1/100,000 0.030 1.155 0.054

Fuente: Protocolo de preparacion de control de calidad, Hemocentro Sao Paulo, Brasil, 2003.

Considerando que el punto de corte del ensayo es de 0.250 y que la densidad 6ptica ideal
debe estar en la zona 0.375y 1.125

CASO 1
* Sila densidad optica ideal es 0.650 y estd en la dilucion 1/100, tubo No. 2. En este caso

solo faltaria calcular el volumen de la muestra positiva por ser utilizada en la preparacion
del CCI.

CASO 2

e Cuando el valor ideal de la densidad 6ptica no fue encontrado en ninguno de los tubos
de las diluciones hechas, es preciso seleccionar una muestra y reiniciar la primera secuen-
cia de diluciones.

CASO 3

* La densidad optica ideal entre 1.573 y 0.240 que corresponden a las diluciones 1/100 y
1/1,000 (tubos 2 y 3). En este caso es preciso hacer diluciones intermedias a partir de la
dilucion de referencia(DR).

Se debe escoger como dilucién de referencia la que tiene mayor densidad optica de los dos

tubos. Cuando se encuentre mds de una dilucion con densidad 6ptica dentro de la zona de
reactividad ideal, escoger la que presente el menor valor.

&
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Para efecto de hacer uso eficiente de los insumos y reactivos para la preparacion del control
interno en pruebas de ELISA de diferente principio, existe la posibilidad de obtener la misma
dilucién optima para ambos métodos, se selecciona y se procede a la validacion del CCl lle-
vando registros individuales por cada metodologia.

DILUCIONES INTERMEDIAS DE LA MUESTRA POSITIVA PARA OBTENER LA REACTIVIDAD
IDEAL

e Hacer diluciones intermedias en razén de dos, a partir de la dilucidn de referencia.

* Pruebe cada una de las diluciones infermedias con el mismo reactivo en uso.

ESQUEMA DE DILUCIONES INTERMEDIAS

200ul de DR 200ul de dilucién 200ul de dilucién
11200 1/400

TS (TS (T

11200 1/400 1/800
S’ S e e
DR. Dilucion 200ul de 200ul de 200ul de
1100 de tubo 2 suero negativo suero negativo suero negativo
De la primera
Secuencia

Fuente : Protocolo de preparacién de Control de Calidad, Homocentro Sao Paulo, Brasil 2003.

No es necesario hacer diluciones intermedias si el valor ideal de la D.O. fue encontrado en
uno de los fubos.

Es preciso utilizar una nueva muestra y reiniciar el proceso si el valor ideal de la D.O. no fue
encontrado aun en la dilucién 1/100,000.

CALCULO PARA OBTENER EL VOLUMEN DE MUESTRA POSITIVA PARA LA PREPARACION DEL CCI

» Es necesario hacer una regla de tres simple, utilizando la dilucién ideal de la muestra posi-
tiva y el volumen del diluyente (suero o plasma negativo).

y
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1 ml de muestra positiva es para la dilucion ideal como

x ml de muestra positiva es para el Volumen del CCl que deseamos preparar

x ml de muestra positiva = Volumen del CCl qgue deseamos preparar

Dilucién ideal

Volumen del diluyente = Volumen total del CCl que deseamos preparar —Volumen de mues-

fra

positiva.

Después de la realizacién de los cdlculos, proceder a lo siguiente:

Identificar un frasco con el nombre del CCl preparado, éste debe tener capacidad mayor
de tres veces al volumen total de CCI por ser preparado.

Adicionar a este frasco el volumen de muestra positiva, luego el diluyente y colocar el ta-
pon.

Homogenizar el contenido mezclando suave y constantemente a temperatura ambiente
durante 1-2 horas en rotador orbital o similar.

VALDACION peL CCI

Separar 16 alicuotas del CCl (1ml cada una).

Probar las alicuotas en tres ensayos: seis en un primer ensayo, cinco en un segundo y cin-
co en un tercero. Los ensayos deben efectuarse el mismo dia.

Anotar el punto de corte y los resultados de cada ensayo en el formulario destinado para
este fin, Registro de validacion de resultados de CCI.

Analizar los 16 resultados verificando si los valores de densidad dptica obtenidos, estdn dentro
de la zona de reactividad recomendada o sea 1.5 a 4.5 veces el valor del punto de corte, se vo-
lida el ensayo procediendo a realizar los respectivos graficos para luego preparar alicuotas.

Si cualguiera de los resultados se encuentra fuera de la zona recomendada, el control no
es vdlido, en este caso se debe homogenizar el CCl por lo menos una hora, separar cin-
co nuevas alicuotas y repetir el ensayo.

Silos cinco valores de la densidad 6ptica de las alicuotas estdn dentro de los valores reco-
mendados, el ensayo es validado

Si en la repeticidn, cualquiera de los resultados estuviese nuevamente fuera del patron es-
tablecido, descartar este CCl y preparar uno nuevo.
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DIsTRIBUCION EN ALICUOTAS Y ALMACENAMIENTO DEL CCI

e Rotular los viales con la informacion de prueba:
- Nombre de la prueba validada.

- NUmero de lote.
- Fecha de preparacion.

* Homogenizar el CCl vy distribuir en los viales.

* Almacenar en una caja de pldstico resistente a la congelacion y conservar a -20°C. Las
etapas que comprende la preparacion del CCl, deben realizarse como mdaximo en un
fiempo de 48 horas y almacenarse a una temperatura entre 2a 8°C, evitando la forma-
cion de espuma, ya que puede provocar degradaciéon de protfeinas.

VALIDACION DE LOS ENSAYOS CON EL RESULTADO DEL CONTROL INTERNO POSITIVO

Para validar cada ensayo de rutina es preciso verificar si el valor de la razén de la densidad
Sptica del control de calidad y el punto de corte del ensayo (DO/CO), estd dentro del rango
aceptable. Para esto hacer uso del cuadro de registro de validacién de resultados del CCI.

Se debe determinar la media, el limite superior y el limite inferior.

e Calcular la razén DO/CO, para cada una de las 16 alicuotas obtenidas en la validacién y
registrar los resultados en los campos correspondientes.

e Sumar los valores de la razéon DO/CO de las 16 alicuotas y calcular la media.

X de DO/CO =35 (DO/CO)
n
X de DO/CO= media de la razdn de la densidad dptica de las 16 alicuotas.

> (DO/CO) = sumatoria de la razén DO/CO de las 16 alicuotas.

e Calcular los limites superior e inferior de variacion aceptable para la razén DO/CO del
control interno positivo en la rutina de los ensayos.

* n=nUmero de alicuotas corridas en la validacion.
X (DO/CO) =5 (DO/CO)

LIMITE SUPERIOR = X + 25 %
LIMITE INFERIOR = X — 25
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ALYADO

REGISTRO DE VALIDACION DE RESULTADOS DE CCI

METODOLOGIA: MARCA: LOTE:
FECHA DE REALIZACION RESPONSABLE
REGISTRO DE RESULTADOS DE LOS ENSAYOS
ALICUOTA DO DO/CO
Ensayo
Corte 1
2
1.5XCO= 3
45X CO= 4
Fecha 5
6
Ensayo 7
Corte 8
9
1.5XC0O= 10
45X CO=
11
Fecha
Ensayo 12
Corte 13
14
1.5XCO= 15
45X CO=
16
Fecha
N= 16 > DO/CO=

Fuente: Protocolo de preparacién de control de calidad, Hemocentro Sao Paulo Brasil, 2003.

CONSTRUCCION DEL GRAFICO PARA LA VALIDACION DEL CCI

» Trazar un grafico a escala para los ejes horizontal y vertical.

* El eje horizontal X corresponde al niUmero secuencial de alicuota del control de calidad
interno utilizado.

» El eje vertical Y corresponde al valor de la razén DO/CO obtenida para el control de cali-
dad interno.
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la media, limite superior y limite inferior.

Y=DO/CO
A MEDIA + 25%

MEDIA

MEDIA - 25%
e

»

>

0123456789101 1213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25

LS

X

LI

X

Fuente: Protocolo de preparacion de Control de Calidad, Hemocentro Sao Paulo Brasil, 2003.

alicuotas procesadas.
Para ensayos de rutfina realizar un nuevo grdfico para ubicar las reactividades del CCI
obtenidas cada tres ¢ seis meses, tomando en cuenta la frecuencia de los ensayos sero-

CONTROL DE CALIDAD INTERNO PARA LAS PRUEBAS RAPIDAS DE VIH

PROCEDIMIENTO:

soric e Sakad

"
-

—
EL SALVADOR

Trazar en el grafico lineas paralelas al eje X en los puntos correspondientes a los valores de

Ubicar en el grdfico los valores DO/CO del control de calidad interno, obtenidos en las 16

Utilizar unidades de plasma de reactividad conocida para la preparacion de controles
(positivo y negativo), con el propdsito de disponer de un control de calidad de la prueba
rdpida VIH.

y
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e Preparar los consumibles.

e Seleccionar los plasmas que cumplan los requisitos establecidos para la preparacion de
paneles.

e Redlizar la prueba rdpida y de ELISA, para comprobar la seropositividad o seronegativi-
dad alos plasmas seleccionados.

» Identificar los frascos volumétricos: positivo a VIH y negativo a VIH.

e Filtrar los plasmas, tanto positivo como negativo en cada uno de los frascos ya identifico-
dos.

» |dentificar los viales de la siguiente manera: fecha de preparacion, nombre del agente y
especificar si es control positivo o negativo.

e Envasarlas muestras en viales ya identificados y congelarlos.

e Almacenar por un periodo mdximo de un ano.

2. CONTROL DE CALIDAD EXTERNO

Los laboratorios clinicos y bancos de sangre de la red nacional, que realizan la prueba de
VIH, deben participar en la evaluacién externa de la calidad en pruebas serolégicas, estable-
cida por el Laboratorio Nacional de Referencia VIH y la seccién de Banco de Sangre del drea
de Laboratorio Clinico de la Unidad de Vigilancia Laboratorial, la cual se realiza una vez ano
y se hace con el propdsito de evaluar la reproducibilidad de los resultados.

El proceso se inicia con la preparaciéon de un panel de muestras, con resultados desconoci-
dos para el laboratorio participante en la evaluacién externa de la calidad. Las muestras son
enfregadas a los supervisores regionales para ser distribuidas a los participantes de la evalua-
cion, los resultados obtenidos son enviados al Laboratorio Nacional de Referencia para ser
analizados. Luego éste hace los informes individuales y confidenciales, los cuales son envia-
dos a los participantes para autoevaluaciéon, para aplicar las acciones correctivas y superar
las discrepancias de los resultados.

PLANIFICACION

El Laboratorio Nacional de Referencia debe realizar una vez al ano, el envio de un panel de
muestras de reactividad conocida de VIH, para ser procesadas por los laboratorios de la red
nacional.

y
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El listado de los laboratorios participantes debe ser proporcionado por los supervisores regio-
nales.

El proceso de evaluaciéon externa de la calidad, requiere de responsabilidades en los siguien-
tes niveles: Laboratorio Nacional de Referencia, intermedio o regional y laboratorios locales
participantes.

* El envio de materia prima al LNR para la preparacién de los paneles, es responsabilidad
de los jefes de banco de sangre de la red nacional.

* La preparacién de los paneles y andilisis de resultados, es responsabilidad del personal de
la seccién de VIH y del banco de sangre del LNR.

e El suministro de los materiales consumibles y papeleria, es responsabilidad del personal de
la seccion de VIH del LNR.

* La enfrega de paneles se realiza en el LNR a los supervisores regionales, para su distribu-
cion a los niveles locales.

* Larecoleccion de resultados de la red nacional, es responsabilidad de los supervisores re-
gionales.

METODOLOGIA

* Registrar los establecimientos participantes.

* Asignar la codificacion interna de los establecimientos para garantizar confidencialidad.

* Solicitar la materia prima a los bancos de sangre, en el formato respectivo (Anexo No. 5).

* Seleccionar la materia prima haciendo uso del formato de registro de unidades de plas-
ma, para la preparacion del control de calidad externo e interno (Anexo No. 6).

e Andlizar los paneles pre y posdidlisis.

* Preparar los paneles de acuerdo con las normas de bioseguridad.

e Distribuir los paneles.

* Recibir los resultados, por el personal responsable a cargo.

e Andlizar e interpretar los resultados.

e Enviar los resultados para autoevaluacion.

* Presentar los resultados a las jefaturas inmediatas.

» Efectuar el seguimiento al proceso de evaluacion externa del control de calidad.
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Las actividades descritas anteriormente, se deben realizar durante el transcurso del ano en

forma consecutiva y finalizar con una evaluacion durante el Ultimo trimestre del ano.

PROCEDIMIENTO

A CONTINUACION SE DETALLAN LAS ETAPAS DEL PROCEDIMIENTO:

,

IBOLSA [ P A%

-

Cal? , W0

2med 1 Fat

&
l D
ALICUOTARILHT G
Centritugasiéa
LEefio Warky
" 5000 ipm 15 min

T he

CARACTEFAZATI0N
P A- H E L — CHAGAS =
Lo 5 e II.[ 111' \ —

HILY BRI HLW.
HAY. Y

Fuente: Protocolo de preparacién de control de calidad. Hemocentro Sao Paulo Brasil, 2003.

Recalcificacion

y

Las bolsas de plasma deben ser colocadas en forma individual en otra bolsa pldstica y
descongelar a temperatura ambiente o conservar a 4° C, dejadndolas en el refrigerador
durante una noche.

Preparar una solucién de Cloruro de Calcio hidratado 2 mol/l, (30 gramos de Cloruro de
Calcio en 100 ml de agua destilada).

Agregar 2.0 ml de esta solucién a cada bolsa de plasma con una jeringa, cambiando la
aguja cada vez que se trate de un nuevo marcador.

Mezclar con movimientos giratorios suaves por un minuto en el momento que se agrega
la solucién de Cloruro de Calcio.
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* Dejar las bolsas en bano maria a 30° C durante una a dos horas, manteniendo la tempe-
ratura, para la formacion del codgulo. Durante la formacién del codgulo, no mover las
bolsas para evitar que se rompa.

* Dejar enfriar gradualmente a temperatura ambiente durante 30 minutos, una vez formado
el codgulo.

e Colocar la bolsa de plasma a 4° C, en la refrigeradora y dejar asi durante una noche.

e Rechazar las unidades de plasma que no formen fibrina.

Clarificacion

El proceso de clarificacion consiste en centrifugar las bolsas a una temperatura de 25° C, a
5000 r.p.m. durante 15 minutos, con el objetivo de retraer el codgulo. Después de la centrifu-
gacion, el coagulo formado en toda la extensidn de la bolsa, se retrae formando un material
aglomerado (pelet). Conservar las bolsas de plasma a 4° C, hasta que se inicie el proceso de
didlisis.

Didlisis

* El procedimiento de didlisis se hace necesario para retirar el exceso de Cloruro de Calcio
utilizado para la formacion del codagulo.

e Lavarlas membranas de didlisis.

* Hervir las membranas.

e Preparar la didlisis de los sueros.

* Usar materiales y vestimenta de bioseguridad (guantes, protector de cara, gabacha, al-
cohol de 70°).

* Cortar cuadrados de gasa para limpieza de las membranas.

* Cortar tiras de cordel delgado de aproximadamente 60 cm. de largo para identificar las
membranas.

* Escribir el nUmero de identificacion de cada bolsa en una etiqueta adhesiva.

* Lavar las membranas infernamente tres veces, con agua potable.

» Retirar el exceso de agua presionando con los dedos, en toda la extensidn de la membra-
na.

Llenado de las membranas con suero
e Cortar un extremo de la tubuladura de la bolsa, colocarla dentro de la membrana de did-

y
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lisis y con la ofra mano asegurar el material aglomerado o pelet, para no obstruir la salida
de suero.

Invertir la bolsa, permitiendo la salida de suero hacia la membrana de didlisis. Los sueros
deben llenar la membrana hasta cinco cm. antes del extremo, para que se pueda hacer
el nudo. Eliminar el excedente de burbujas de aire, comprimiendo de abajo hacia arriba
con los dedos.

Limpiar el extremo con gasa y luego hacer el nudo lo mds cercano del extremo.

Lavar la membrana con agua para luego secarla con gasa.

Deslizar la membrana a la mitad, pasar la tira de cordel con la etiqueta de identificacion,
colocarla en uno de los extremos y hacer un nudo doble no apretado, dejando un espa-
cio enfre la membrana y el nudo, de manera que permita posteriormente cortar la tira sin
cortar la membrana.

Lavar las manos vy las tijeras con bastante agua para continuar con la siguiente bolsa.
Infroducir hasta 13 membranas como mdximo a una cubeta de 18 litros de solucién salina
0.9 %, dejando la extremidad del cordel con etiqueta fuera de la solucién.

Cubrir el recipiente y levantar las tiras para colocarlas encima de |la cubierta, con el fin de
evitar que la solucion fluya a través de ellas y prevenir la corrosion del sistema refrigerante
y conservar el niUmero v la identificacion de la etiqueta.

Realizar la didlisis con recambio de solucion salina a 4° C cada cuatro horas, intercalando
una noche de reposo.

Utilizar membrana de celulosa que pueda retener la mayoria de las proteinas con peso
molecular de 12,000 daltons o mds.

Llenado de frascos con sueros dializados

\y

Retirar las membranas de las cubetas de didlisis.

Lavar las membranas con agua.

Secar con gasa toda la membrana, asi como el extremo de ésta y las manos.

Disponer de un frasco de 200 cc. sin tfapadera, debidamente codificado y revisado, escri-
biendo en la parte superior de la etiqueta el marcador serolégico.

Cortar el extremo de la membrana lo mds cercano al nudo.

Verter el contenido de la membrana al frasco dejando el cuello libre, para evitar la expan-
sion del suero durante el congelamiento.



o de Saked

MINISTERIO DE SALUD =
MANUAL PARA EL CONTROL DE CALIDAD DE LAS PRUEBAS DE VIH —

EL SALVADOR

Preservacion

* Puede ser utilizado el Bronidox -L5 que presenta un aspecto viscoso y denso, por eso se
debe depositar lentamente y mezclar con el suero.

* l|dentificar las vinetas de los frascos para el aimacenamiento, con el nUmero de bolsa y el
marcador seroldgico, niUmero de lote de produccién, fecha de validacion.

* Retirar las membranas y secar con gasa estéril.

e Cortar un extremo de la membrana y verter el contenido en el frasco previamente identifi-
cado.

* Agregar de 50 a 100 microlitros de Bronidox-L5 a cada frasco de suero, no agregar una
cantidad mayor de 100 microlitros para evitar falsos positivos.

* Homogenizar la preparacion con movimientos suaves de agitacion.

Fraccionamiento en alicuotas
* Mezclar bien el frasco de almacenaje y retirar dos alicuotas de 2 ml en un vial, para hacer
la caracterizacion.

Caracterizacion

* Andlizar todas las muestras por lo menos con dos metodologias y fres marcas diferentes
para los siguientes agentes: HBsAg, VIH, HCV, Chagas v Sifilis.

e Redlizar ensayos complementarios de Western Blot para VIH, LIA para Hepatitis C, FTA-ABS
para Sifilis y neutralizacion de anticuerpos para Hepatitis B.

e Determinar la cantidad de Calcio presente en los sueros dializados, mediante prueba bio-
quimica para verificar la eficacia de la didlisis.

e Los sueros con aspecto turbio, lipémico y con andlisis no satisfactorio, son eliminados del
panel.

* Aceptar los sueros que mantienen la reactividad, de lo contrario se rechazan.

* Homogenizar el frasco que contiene el suero dializado durante dos horas en un rotador a
92 rom y luego distribuir.

Identificacion, distribucion y alimacenamiento de alicuotas

* Roftularlos viales de acuerdo con la clave establecida.

e Calcular el nUmero de alicuotas de acuerdo con el volumen total del suero dializado.

e Distribuir en los viales con capacidad para 2 ml un volumen de 1.5 -1.8 ml de suero diali-

y
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zado previamente homogenizado.

Colocar dentro de una caja porta viales debidamente identificada.

Envasar paneles en bolsas identificadas para cada establecimiento y colocar dentro de
una bandeja pldstica.

Almacenar los paneles a una temperatura de 2-8 °© C, no mds de 24 horas, previo a su en-
trega al nivel local.

El supervisor de la regidon o del Programa Nacional de VIH, responsable de recibir estos pa-
neles, debe hacer uso de un recipiente para mantener la cadena de frio mediante bolsas,
frascos plasticos o geles de congelacion.

Guardar en el LNR un panel exactamente igual al que se envia a los niveles locales con
fines de referencia y respaldo.

Conservar los frascos de sueros dializados sobrantes a — 20° C. En estas condiciones los
sueros tienen validez hasta dos anos.

Controlar el nUmero de veces que los frascos de sueros son descongelados ya que debe
ser hasta un nUmero de 3.

Preparar otras alicuotas en caso necesario y realizar los siguientes pasos:

Centrifugacion

Descongelar los frascos de sueros, colocando en bandejas con agua o a temperatura
ambiente.

Homogenizar durante una hora a 92 rom.

Centrifugar a 4000 rom a 4° C durante 20 minutos.

Filtracion

Es opcional y puede hacerse con membranas de filiros de 0.2 micras para remover bacte-
rias y hongos y retirar las particulas de fibrina; es aconsejable hacer una nueva filtracion de
los sueros, después de descongelarlos y antes de distribuirlos en los viales.

Utilizar el panel haciendo alicuotas.

3. CONTROL DE CALIDAD EXTERNO INTERNACIONAL

El LNR participa en evaluaciones externas con las siguientes instituciones:
Hemocentro de Sao Paulo, Brasil.
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* Laboratorio Regional de Referencia, Panama.
* Colegio Americano de Patdlogos, EE.UU.

El control de calidad externo internacional tiene como objetivo apoyar la mejora continua
en los procedimientos técnicos, mediante la comparaciéon de resultados de un panel desco-
nocido entre laboratorios, con estdndares de calidad conocidos.

PROCEDIMIENTO

Determinacion de carga viral VIH:

Se reciben tres paneles en el ano del Colegio Americano de Patdlogos, conteniendo cinco
muestras para ser procesadas en el LNR por el profesional responsable, quien realiza la prue-
ba, analiza, interpreta, valida, elabora el informe y envia los resultados antes de la fecha
limite que establece el Colegio.

El CAP envia por correo electrénico los resultados para autoevaluacién. El LNR revisa los re-
sultados, para verificar concordancia en dichos andlisis.

Determinacion de pruebas de anticuerpos contra VIH: ELISA y Western Blot.
Se reciben dos paneles de muestras en el ano, procedentes del Hemocentro de Sao Paulo
Brasil, conteniendo 24 muestras para ser procesadas en el LNR.

El fiempo para procesar el panel es de un mes después de haber recibido dichas muestras.

El profesional responsable en el LNR realiza las pruebas, analiza, interpreta, valida y elabora
el informe de resultados.

La jefatura del drea clinica, envia los resultados por correo electronico y el siguiente dia es
enviada una hoja de resultados, que incluye la clave para autoevaluacion. El LNR revisa los
resulfados, para verificar la concordancia con las muestras del panel. También se reciben
dos paneles del Laboratorio Regional de Referencia VIH/sida, ubicado en Panamd, el cual
contiene ocho muestras para ser procesadas. El tiempo para su procesamiento es de 30 dias.
Luego se reciben los resultados para que el LNR pueda ejecutar la autoevaluaciéon y verificar
la concordancia con las muestras del panel.

y



= MINISTERIO DE SALUD
— MANUAL PARA EL CONTROL DE CALIDAD DE LAS PRUEBAS DE VIH

EL SALVADOR

Control de Calidad de CD4-CDS8:

El profesional responsable de esta prueba, realiza el control de calidad a tfravés del andlisis
de un control de células de valores conocidos, proporcionado por la empresa proveedo-
ra; también mediante el uso de ofros controles como: compensacion de colores, estandari-
zacion, verificacion de sistema 6ptico y fluidico, estandarizacién de los voltajes de los tubos
foto-multiplicadores y luego analiza, interpreta, valida y elabora informe de dichas pruebas.

D. CONDICIONES DEL LUGAR DE TRABAJO Y PERSONAL
1. LUGAR DE TRABAJO

El lugar donde se realicen las pruebas seroldgicas para la deteccidon de anticuerpos VIH,
debe poseer un drea para cada una de las actividades: recepcion de las muestras, separa-
cion del suero vy realizacion del andilisis; la condiciones ambientales deben ser dptimas para
no invalidar los resultados o que se afecte negativamente la calidad requerida. Se debe pres-
tar la debida atencién al polvo, trastornos electromagnéticos, humedad, niveles de sonido,
vibracién causada por centrifugas.

Se debe utilizar simbolos que orienten sobre el peligro de contaminacién bioldgica y tener ac-
cesibles los equipos bdsicos de proteccion colectiva e individual.

2. PERSONAL

El personal que realice pruebas para la deteccidn de anticuerpos VIH, debe tener el debido
enfrenamiento para el desarrollo de su trabajo y tener conocimiento del riesgo en la mani-
pulaciéon de las muestras, para que puedan aplicar las medidas de bioseguridad correspon-
dientes.

Se debe capacitar en forma permanente al personal de esta drea, para eliminar los errores
que ocurren por falta de actualizacion técnico-cientifica.

Cada vez que un nuevo método sea incorporado en la rutina diaria, es indispensable el en-
frenamiento de todo el personal involucrado.

y
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E. EQUIPOS
Todos los equipos de laboratorio deben ser utilizados de manera correcta, para
garantizar los resultados de los andlisis.
Es importante considerar la actualizacion de la tecnologia laboratorial y la vida
Util de los equipos.
Los aspectos relevantes para asegurar el funcionamiento éptimo de los equipos
son los siguientes: calibracion y mantenimiento.

1. CALIBRACION DE EQUIPOS

Los laboratorios VIH deben establecer y mantener procedimientos documentados para con-
trolar, calibrar y mantener el equipo utilizado para inspeccionar, medir o examinar si un insumo
satisface los requisitos establecidos. El equipo debe ser utilizado de tal manera que asegure
gue los limites en la medicién son conocidos y consistentes con la capacidad de medida que
se requiere.

La calibracion se considera fundamental ya que la utilizacién de equipo no calibrado pro-
porciona mediciones y respuestas erroneas, lo que genera graves consecuencias.

2. MANTENIMIENTO DE EQUIPO

Los laboratorios de VIH deben establecer el mantenimiento de equipo con un cronogra-
ma de trabajo, para que los equipos sean revisados y asegurar que estdn funcionando de
acuerdo a las especificaciones técnicas. Al mismo tiempo deben incluirse medidas de con-
servacion de vida Util, como es la limpieza, lubricacién, calibracion, cambio de empaqgues u
otros dispositivos necesarios para su funcionamiento.

Se debe disponer de un plan de mantenimiento preventivo de los equipos, registro de pro-
blemas presentados y medidas correctivas realizadas.

A continuacién se senalan los procedimientos de mantenimiento al equipo.

@
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Diario:

. Inspeccionar visualmente el encendido del equipo.

Anotar el registro de temperaturas de congeladores, refrigeradoras, banos de maria e in-
cubadoras.

Limpiar el exterior de centrifugas, banos de maria, incubadoras, lectores y lavadores.
Detectar los ruidos y vibraciones inusuales de los aparatos y reportarlos.

Mensual: Limpiar y calibrar centrifugas, asi como limpiar y lubricar pipetas automdticas.
Trimestral: Descongelar y limpiar internamente las refrigeradoras.

Semestral: Descongelar y limpiar internamente los congeladores. En el uso de los equipos

de

laboratorio se deben cumplir las recomendaciones de la casa fabricante y del provee-

dor, en lo relacionado a las acciones de mantenimiento, tales como revisiones periddicas de

acuerdo con protocolos de trabajo.

—

N

F. DESCRIPCION DE PROCESOS PREANALITICOS

. SOLICITUD DE PRUEBA

La actividad se inicia cuando el personal médico o de enfermeria, llena la solicitud de las
pruebas de diagndstico para VIH, en los instrumentos especificos que sirven como fuentes
de recoleccion de datos. Las pruebas de tamizaje y confirmacion se indican en el Formu-
lario FVIH O1.

Para los andlisis de seguimiento, carga viral VIH y CD4, se debe utilizar el formulario res-
pectivo, los cuales son indicados por los médicos de las clinicas TAR.

Todos los formularios de solicitud de prueba deben cumplir los siguientes requisitos: llenado
completo en original, utilizar boligrafo, lefra legible, nombre, firma y sello del profesional
solicitante y sello del establecimiento.

. PREPARACION DEL PACIENTE

La actividad se confinda consultando al paciente si ya recibid la consejeria, en caso de
no haberla recibido, debe enviarse al paciente hacia el personal capacitado para reali-
zar dicha actividad.
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* El personal de laboratorio atiende al paciente, cumpliendo las siguientes recomendacio-
nes:. el paciente debe estar relajado, en un ambiente tranquilo, la persona que toma la
muestra debe mostrar una actitud profesional, de confianza y seguridad.

3. CONTROL DE CALIDAD EN LA TOMA E IDENTIFICACION DE LAS MUESTRAS

Los laboratorios y bancos de sangre que realizan la prueba diagndstica del VIH deben super-
visar los métodos y pautas de exfraccion, conservacion y el tratamiento previo de las mues-
tras. A este respecto, se debe destacar la importancia de una correcta identificacion de los
pacientes objeto del andlisis y de la correspondiente muestra.

Todos los laboratorios que reciben y almacenan muestras para realizar determinaciones de
anticuerpos VIH, deben cumplir el respectivo procedimiento para la toma e identificacién de
las muestras.

Se debe tener presente que, antes de la toma de la muestra para prueba diagndstica de in-
feccién de VIH, debe darse la consejeria respectiva.

Todas estas indicaciones, constituyen el primer paso para evitar errores en la ejecucién de las
pruebas.

El fin de este proceso, es garantizar la obtencidon de muestras confiables para realizar los and-
lisis de VIH, de tal forma que se minimicen errores de tipo aleatorio y sistemdaticos propios.

4. RECOLECCION DE LA MUESTRA

* La muestra inicial que se toma al paciente para realizar el diagndstico de VIH, debe ser
colectada de preferencia en ayuno. El procedimiento de recoleccidn de muestra para
las pruebas de VIH, se describe en el *“Manual de Procedimientos Técnicos de Laboratorio
Clinico del Primer Nivel de Atencion”.

* Es importante senalar la correcta y cuidadosa identificacion de los tubos que correspon-
den a los pacientes.

y
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* El procedimiento de recoleccion de muestra para la realizacion de pruebas de seguimien-
to es responsabilidad de los profesionales del laboratorio de las Instituciones que adminis-
tran la terapia Anti-retroviral TAR, la cual se detalla a confinuacion:

- Para el conteo de linfocitos CD4-CD8 y carga viral VIH, la muestra debe ser sangre com-
pleta y recolectada en un tubo conteniendo solucién de EDTA como anticoagulante y
luego ser enviada al Laboratorio Nacional de Referencia VIH.

- Para que los resultados de las pruebas rdpidas de VIH en sangre sean confiables, la reco-
leccidén de la muestra es un factor importante que hay que controlar.

MATERIAL

El material utilizado en el desarrollo de la recoleccidon de muestras, debe ser exclusivo para
esta finalidad y no debe ser empleado en otras determinaciones, a fin de disminuir la proba-
bilidad de contaminacidén por fuentes externas.

Los materiales requeridos son los siguientes:

» Tubos pldsticos de extraccion de sangre al vacio de 5 ml de capacidad, sin anticoagulan-
te.

» Tubos plasticos de extraccion de sangre al vacio de 2, 3 6 4 ml. de capacidad, con anti-
coagulante EDTA.

* Agujas con sistema de vacio descartables 21x 1 %2 mm.

* Adaptador o sujetador de pldstico para los tubos al vacio.

* Torniquete o liga de hule flexible.

e Torundas de algoddn estériles.

* Alcohol etilico al 70%.

* Recipiente para el desecho de materiales bioinfecciosos.

* Contenedores térmicos o hieleras con refrigerantes en su interior.

* Guantes no estériles descartables.

e Plumones marcadores resistentes a productos quimicos.

e Gradillas para tubos.

* Bolsas rojas para descarte de material bioinfeccioso.

e Bolsas negras para basura comun.
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5. PROCEDIMIENTO PARA LA TOMA DE MUESTRA

* Verificar la identificaciéon en el tubo: nombre y expediente deben coincidir con la solicitud.

e Colocar cdbmodamente al paciente.

» Solicitar al paciente que cierre el puno para que las venas resalten y sean mds palpables.

* Seleccionar para la venopuncién una de las siguientes venas: cefdlica, basilica o media-
na del codo.

e Limpiar la zona de la puncién con una torunda humedecida con alcohol etilico al 70%.

* Iniciar la limpieza en el punto de puncién vy se prosigue la limpieza hacia fuera siguiendo
un movimiento de espiral.

e Aplicar un torniquete cuatro-cinco centimetros por encima de la zona de puncidon, no
mas de un minuto.

e Fijor la vena.

e Redlizar la puncién venosa para obtener como minimo 5 ml de sangre.

 Cuando la sangre comience a fluir se libera el torniquete, una vez obtenida la muestra,
hay que indicar al paciente que relaje el puno.

e Colocar suavemente una torunda de algoddn estéril sobre el punto de puncidony extraer
la aguja.

e A continuacion se ejerce presidn sobre la zona, no aplicar masaje. Verificar el estado del
paciente y la ausencia de sangramiento.

TOMA DE MUESTRA CON SISTEMA DE VACIO

» Seleccionar la vena por puncionar.

* Asegurar la aguja al adaptador y no remover la capa protectora de la aguja.

e Realizar la asepsia en el drea de la puncién con algodén humedecido con alcohol al
70 % y no tocar el drea desinfectada.

* Ajustar el torniquete.

* Remover el protector de la aguja y hacer la puncion.

* Introducir en el soporte el tubo identificado, presionar hasta el limite.

» Soltar el torniquete hasta que la sangre comience a fluir en el tubo.

* Separar la aguja del soporte con auxilio de una pinza. Descartar la aguja en recipiente de
boca ancha y paredes rigidas.

e Orientar al paciente a presionar con algoddn la parte puncionada, colocando el brazo
extendido.

y



Minatens de

—

Sabact

MINISTERIO DE SALUD
MANUAL PARA EL CONTROL DE CALIDAD DE LAS PRUEBAS DE VIH

EL SALVADOR

Ubicar el tubo en posicidon vertical con el tapdn hacia arriba, en una gradilla después de
obtener los 5 ml de sangre.

TOMA DE MUESTRA PARA GENOTIPIFICACION
La muestra se toma en el LNR, a pacientes seleccionados por el Comité de Farmacovigilan-

cia del Programa Nacional de VIH.

La forma de colectarla es igual que el procedimiento para estudio de carga viral VIH y linfo-
citos CD4-CDS8.

Este procedimiento de genotipificacion, se somete a lineamientos especiales proporcionados por

el LRR-VIH/sida que comprende:

o~

y

Realizar la toma de muestra.

Centrifugar la muestra durante 15 minutos entre 1,000 a 2,000 rom. a una temperatura de
15 a 25°C.

Separar de manera estéril en una cdmara de bioseguridad.

Colocar la muestra en tres crio-viales libres de nucleasas, colocando 600 ul en cada uno,
dos deben ser enviados al LRR-VIH/sida y uno debe ser aimacenado en el LNR.

Congelar la muestra de plasma de preferencia entre -65 a -80 °C hasta su envio, en caso
de no ser enviada de inmediato al LRR-VIH/sida.

Aplicar embalaje de acuerdo con la norma IATA en los envios al exterior.

El LRR-VIH/sida envia los resultados impresos via aérea a la Direccidén del Laboratorio Na-
cional de Referencia, responsable de hacerlos llegar al Programa.

Los resultados via correo electrénico, se envian de forma simultdnea a la Jefatura del Lo-
boratorio Central y al Programa Nacional VIH/sida.

. TRANSPORTE DE LA MUESTRA

Las muestras son potencialmente infecciosas y se deben tomar precauciones para refor-
zar la seguridad del operador de éstas y de otro personal, para no contaminar el exterior
de los recipientes, ni el medio en que son transportadas.

Las muestras para estudios de CD4-CD8 deben ser transportadas a temperatura ambien-
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te, no excediendo los 37°C y deben ser procesadas en un méximo de 18 horas, después
de obtenida la muestra.

* Lasangre completa para carga viral VIH debe fransportarse a temperatura de 2°a 8°C
y procesarse dentro de las seis horas posteriores a la recoleccién. La cantfidad de particu-
las virales medibles son mds estables si la muestra conserva la cadena de frio y el tiempo
estipulado para su envio; por lo que se deben fransportar al laboratorio a la brevedad
posible, en contenedores térmicos con sus respectivos refrigerantes.

7. CRITERIOS DE ACEPTACION O RECHAZO DE MUESTRAS

Inicia con la colecta de acuerdo con los lineamientos establecidos para la toma, ma-
nejo y envio de muestras, para garantizar la confiabilidad, la calidad y exactitud de
los resultados.

De la calidad de la muestra dependen en gran porcentaje los resultados que se van a
obtener.s

La Unidad de Vigilancia Laboratorial y el LNR han emitido los criterios técnicos por considerar
para aceptar la muestra, son los siguientes:

Cantidad de muestra

e Carga Viral: 3 ml sangre completa con EDTA en paciente pedidtrico y 4 ml sangre com-
pleta con EDTA en adultos.
CD4-CD8: 2ml. sangre completa con EDTA.
Confirmacion VIH: 1 ml de suero.

e |dentificaciéon de muestras segun los datos de la solicitud.

* Integridad del tubo y de la muestra.

* Transporte y conservacion de las muestras de acuerdo con los lineamientos.

e Formulario de solicitud completo, con firma y sello del responsable.

Criterios de rechazo:

e Uso y condicién del tubo, danado o enviado en cubetas de equipo automatizado.
e Condiciéon de tapdn, deteriorado o de material inadecuado.

e Condiciéon de la muestra, hemolizada, coagulada o insuficiente.

y
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e Tubo o solicitud de examen contaminada con muestra.
* Llenado incompleto del formulario de solicitud de la prueba.

El lapso transcurrido enfre toma y entfrega de muestras para andlisis de carga viral VIH al LNR,
no debe exceder las seis horas, por requisito de la técnica utilizada. Ademds debe cumplirse
el horario y dias establecidos para cada tipo de andlisis por realizar en la seccidon de VIH/sida.

Las muestras enviadas por el nivel local que no cumplan estos criterios, se registran en el for-
mulario disenado para tal efecto (Anexos Nos. 7 y 8) y se informa a los supervisores del Pro-
grama Nacional de VIH/sida, para su conocimiento y aplicar las medidas correctivas.

G. DESCRIPCION DE PROCESOS ANALITICOS
1. CONTROL DE CALIDAD EN LA EJECUCION DE LAS PRUEBAS ELISA.

Los procedimientos varian de acuerdo con el fabricante y el método empleado, pero en ge-
neral se debe cumplir con lo siguiente:

* Leer correctamente las instrucciones en el inserto del conjunto diagndstico antes de iniciar
la ejecucion de la prueba.

* Asegurar que fodos los componentes, materiales y reactivos del conjunto diagndstico, es-
tén disponibles y preparar los insumos necesarios para la realizacion de la prueba.

e Utilizar agua destilada.

e  Cumplir estrictamente las instrucciones de cada fabricante en la preparacion de los bu-
ffer, reactivos, conjugados, sustratos y de las muestras (Anexo No. 9).

e Utilizar exactamente los volimenes indicados.

e Cumplir el método seleccionado y no modificarlo en ninguno de los pasos.

e Cumplir el protocolo de trabajo (Anexo No. 10-A).

* Dejar que las muestras y los reactivos lleguen a temperatura ambiente antes de iniciar la
prueba.

e Evitar la mezcla de reactivos de diferente conjunto diagndstico.

* Utilizar reactivos con plazo de vencimiento vigente, no caducado.

e Verificar que los reactivos no presenten turbidez, precipitaciéon o coloraciones alteradas.
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e Cumplir los tiempos de incubacion y las formas de agitacion recomendadas en el méto-
do.

e Redlizar periddicamente el mantenimiento preventivo de los equipos y la limpieza, de
acuerdo con las indicaciones del fabricante.

Actualmente existen varios tipos de pruebas de laboratorio para la deteccidn de anticuerpos
contra el VIH en suero humano. La eleccién de la prueba o de la combinacién de pruebas
mds conveniente depende de tres criterios:

* Objetivo de la prueba.

e Sensibilidad y la especificidad de las pruebas que se seleccionen.

e Prevalencia de la infeccién por VIH en la poblacién en estudio.

La investigacion de anticuerpos especificos contra el VIH es la metodologia mds ampliamen-
te utilizada, para detectar a las personas infectadas por este virus.

Aunqgue la muestra que se puede analizar puede ser de diferente naturaleza, en la actualidad
lo mds frecuente es el empleo del suero o plasma obtenido de una extraccion sanguinea.

Las técnicas relacionadas en los exdmenes de deteccion del VIH actualmente pueden iden-

tificar:

* Anticuerpos VIH (ELISA, Pruebas réapidas, Western Blot, Pruebas de Inmunofluorescencia,
aglutinaciéon de particulas).

* Antigenos especificos del VIH (ELISA y Prueba de antigeno).

+ Acido nucleico viral del VIH (PCR u otra técnica).

* VIH por cultivo viral.

En nuestro pais se realizan técnicas de ELISA, Pruebas rapidas sencillas, Western Blot, Reaccion
en Cadena de Polimerasa (PCR) para determinacién de carga viral, Citometria de flujo para
el conteo de linfocitos CD4- CD8.

A continuaciéon se describen los métodos utilizados de acuerdo con los niveles de compleji-
dad.
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NIVEL LOCAL:

a. Pruebas rdpidas en hospitales y unidades de salud.
b. Pruebas ELISA 3%y 4° generacién en hospitales.

a. PRUEBAS RAPIDAS

Estas pruebas suelen ser de facil y rapida realizacion, por lo que el LNR de la Unidad de Vigi-
lancia Laboratorial ha establecido que sea la prueba inicial para el diagndstico de VIH/sida
en todos los laboratorios de la red nacional de VIH, a excepcién de los bancos de sangre
gue inician con ELISA de cuarta generacion.

Todos los analistas de pruebas rapidas VIH, incluyendo las unidades moviles, deben utilizar sin
excepcion y en forma obligatoria el protocolo de trabajo conocido también como «Mapa,

(anexo 10-B), para fines de ilustracion se muestra una fraccion del mismo:

Protocolo de Trabajo Prueba rapida VIH

Responsable:

QOO0 ===
O0O000

Fecha de Vencimiento:

lote:____ Marca:

En los ensayos de prueba rdpida VIH, se debe hacer uso de controles internos positivo y ne-
gativo, para asegurar que los resultados obtenidos sean confiables y validos. Dichos controles
son preparados y distribuidos por el LNR durante la primera semana de cada mes.

Cada Laboratorio VIH debe guardar evidencia del uso de estos controles, mediante el regis-
tro en el protocolo de trabajo y en los archivos de control.

y
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Se debe redlizar la técnica tal como se describe en el “Manual de Procedimientos Técnicos
de Laboratorio Clinico del Primer Nivel de Atencion”.

El LNR debe realizar estudios de validacion de reactivos de pruebas rapidas y ELISA VIH, antes
de su uso en los laboratorios de la red, para asegurar que cumplen con los criterios de sensi-
bilidad y especificidad establecidos.

b . PRUEBAS ELISA 3°y 4° GENERACION
Caracteristicas importantes por considerar en el control de calidad de las pruebas de ELISA.

* Los resultados seroldgicos estdn sujetos a variaciones que dependen tanto de la calidad
de los reactivos como de los instrumentos de medicion. El control de calidad tiene entre
otros propdsitos, ademds, controlar variaciones para dar resultados confiables.

e Los sueros seleccionados para preparar control de calidad VIH no deben ser lipémicos,
turbios, ni presentar hemolisis. Se debe recolectar un volumen de 50 a 100 ml para prepa-
rar alicuotas y respaldar ensayos durante un ano.

* Los ensayos de ELISA, deben incluir ademds de los controles del reactivo en uso, otros de
reactividad conocida como el CCl (positivo débil) y deben quedar registrados en los proto-
colos de frabajo para evidencia y garantia de los resultados obtenidos. Los controles se de-
ben procesar de igual manera que las muestras.

e Cuando los datos del control son graficados y el resultado no se encuentra en el rango
establecido como aceptable, el técnico responsable debe investigar la causa, ya que el
control representa cualquiera de las muestras que se estdn procesando. La causa puede
ser que el control no haya cumplido condiciones de cadena de frio u otros como cambio
del operador, deterioro de los reactivos o problemas técnicos del equipo.

Las pruebas ELISA de tercera y cuarta generacion han mejorado en su preparacion antigéni-
ca en cuanto a especificidad y sensibilidad, por lo cual son opciones como pruebas de con-
firmacioén, estas son utilizadas en los laboratorios de hospitales nacionales de segundo vy tercer
nivel de complejidad, bancos de sangre y LNR.

A pesar de que las pruebas de tamizaje son sensibles, la ausencia de anticuerpos contra el virus
no descarta totalmente la infeccion viral, ya que durante la etapa temprana de la  infeccion exis-
te replicacion viral, sin que haya una expresion seroldgica de los anticuerpos contra el VIH. Esta

y
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efapa denominada “periodo de ventana” puede prolongarse por varias semanas y hasta meses.
Las metodologias recomendadas a los laboratorios clinicos para la deteccion de la infeccidn por VIH

se detallan de la siguiente manera:

MANUAL PARA EL CONTROL DE CALIDAD DE LAS PRUEBAS DE VIH

METODOLOGIAS RECOMENDADAS POR NIVEL DE COMPLEJIDAD - ANO 2010.
NIVEL DEL MUESTRA <
LABORATORIO CLINICA ANALISIS OBSERVACIONES

Laboratorio Nacional
de Referencia VIH/sida

Suero o plasma

Pruebas rapidas, ELISA 32. y
42 _generacion. Western Blot.

* Diagnéstico.
e Confirmacién.
¢ Resolucion de discordancias.

* Investigaciones clinicas.

Sangre completa
con EDTA

Conteo de linfocitos CD4-
CD8: citometria de flujo.

Para prondsticoy seguimiento de

PCR: carga viral VIH.

la infeccién por VIH.

Laboratorios de
Confirmacion

Suero o plasma

Prueba Rapida, ELISA de
Tercera y Cuarta generacion,
con equipo automatizado o
semiautomatizado.

Hospitales Nacionales: Rosales,
Maternidad, San Vicente, Santa
Ana, Sonsonate, San Miguel.

NIVEL DEL MUESTRA A
LABORATORIO CLINICA ANALISIS OBSERVACIONES
Prueba rapida, ELISA de
Tercera generacidn en casos Hosbpitales nacionales
3er. Nivel Suero o plasma de diagnostico y Cuarta priae
o, especializados.
generacion en donantes de
sangre.
Prueba rapida, ELISA
tercera generacion en casos
Suero o plasma de diagndstico y cuarta Otros hospitales nacionales.
generacion en donantes de
sangre.
1er. Nivel Suero o plasma Prueba rapida. Unidades de salud.

\y

Fuente: Comité Técnico que elaboro el presente manual, 2010.
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2. PROCEDIMIENTOS TECNICOS DE LAS PRUEBAS VIH QUE SE REALIZAN EN EL LABORA-
TORIO NACIONAL DE REFERENCIA Y LABORATORIOS DE HOSPITALES NACIONALES

PRUEBA ELISA 3°. GENERACION (Anexo No. 11)

OBJETIVO ESPECIFICO DE LA PRUEBA:
Identificar la presencia de anticuerpos VIH detectables en suero y plasma humanos, a través
de ensayos inmunoenzimdaticos.

POBLACION BLANCO:
Muestras de pacientes referidas al laboratorio de confirmacion.

PROCEDIMIENTO:

e Leery analizar el inserto de la técnica por utilizar.

e Esperar que las muestras, reactivos y confroles alcancen la temperatura ambiente.

* Elaborar de forma obligatoria los protocolos 0 mapas de frabajo.

e Preparar el equipo.

e Verificar funcionamiento del equipo y la disponibilidad de insumos.

e Precalentar el equipo.

* Identificar copas de muestras y controles en orden correlativo.

e Transferir muestras y controles a copas.

* Verificar muestras y controles de calidad en el equipo, reactivos en relacidon con las mues-
tras por procesar y calibracion cuando sea necesario.

» Digitar informacién de solicitudes de examen en el equipo.

* Verificar datos registrados con muestras y senales de alarma del equipo.

* Colocar segmentos de muestras en zona de trabajo del equipo.

*  Obtener impresion y lectura de resultados.

e Validar.

* Transcribir resultados en la solicitud del examen.

e Liberarreporte.

e Realizar ELISA de cuarta generacion en caso de discordancia con el resultado del nivel
local.

Efectuar mantenimiento de equipo.

y
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PERSONAL RESPONSABLE:
* Profesionales de laboratorio clinico debidamente capacitados.

PRUEBA ELISA 4°. GENERACION
Método automatizado (Anexo No. 12)

OgJETIVO:
Identificar la presencia de anticuerpos y antigenos VIH 1 y 2 detectables en plasma y suero
humanos, a través de ensayos inmunoenzimdaticos.

POBLACION BLANCO:
Muestras de pacientes referidas al laboratorio de confirmacion.

PROCEDIMIENTO:

e Leer y anadlizar el inserto de la técnica por utilizar.

e Esperar que las muestras, reactivos y confroles alcancen la temperatura ambiente.
e Elaborar mapa de frabagjo.

e Preparar equipo.

* Verificar reactivos, puntas, desechos liquidos y solidos.

* Rotular copas, solicitudes de examen y colocar vinetas con coédigos de barra.
e Colocar muestras y controles en copas.

* Ingresar datos de solicitud en equipo.

* Validar e imprimir los resultados.

* Transcribir niUmero correlativo a hoja de reporte de absorbancia.

* Transcribir resultado en la solicitud de examen.

* Liberar reporte si existe concordancia de resultado con el nivel local.

e En caso de discrepancia realizar Western Blof.

e Efectuar mantenimiento al equipo.

PERSONAL RESPONSABLE:
Profesionales de laboratorio clinico debidamente capacitados.

y
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PRUEBA ELISA 4°. GENERACION
Método semiautomatizado (Anexo No. 13)

OgJETIVO:
Identificar la presencia de anticuerpos y antigenos VIH 1y 2 detectables en plasma y suero
humanos, a través de ensayos inmunoenzimdaticos.

PoBLACION BLANCO:

Muestras de pacientes referidas al laboratorio de confirmacion.

PROCEDIMIENTO:

* Leer y andlizar el inserto de la técnica por ufilizar.

e Esperar que las muestras, reactivos y controles alcancen la temperatura ambiente.
e Elaborar mapa de frabagjo.

e Preparar la placa de reaccion.

* Agregar el diluyente para muestras y controles.

e Agregar las muestras y controles del reactivo en uso e internos.
* Incuba a 37 ° C durante una hora.

* Preparar el buffer.

* Preparar el sustrato.

e Lavar la placa seis veces.

* Secarla placa.

e Agregar 100 ul. de sustrato.

* Incubar a temperatura ambiente 30 min.

e Agregar 100 ul. de acido sulfurico.

* Programar el lector.

* Leerla placa.

PERSONAL RESPONSABLE:
Profesionales de laboratorio clinico debidamente capacitados.

NIVEL LNR:

a. Western Bloft.

b. Carga viral VIH.

c. Conteo de linfocitos CD4-CD8.

\{IJ
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a. PRUEBA WESTERN BLOT (Anexo No. 14)

OgJETIVO:
Confirmar la presencia de antficuerpos especificos al Virus de Inmunodeficiencia Humana
(VIH), a través de un ensayo inmuno-enzimdtico cualitativo.

POBLACION BLANCO:
Muestras de pacientes con resultados discordantes, en los que no se pudo definir su reactividad
con las ofras pruebas establecidas.

PROCEDIMIENTO:

e Leer y analizar el inserto de la técnica por utilizar.
e Esperar a que las muestras, reactivos y controles alcancen la temperatura ambiente.
* Elaborar el mapa de trabagjo.

e Calcular el reactivo por utilizar.

e Preparar los reactivos.

e Preparar el equipo.

* Programar el equipo.

e Colocar las tiras e incubar.

* Agregar el buffer.

* Colocarlas muestras, los controles e incubar.

* Lavar.

* Programar el lavado de bomba de conjugado.

* Dispensar de conjugado.

* Incubar durante una hora.

* Lavarla placa de muestras.

* Programar el lavado de bomba de sustrato.

e Incubar durante quince minutos.

e Lavarla placa de muestras.

» Secar las firas.

e FEfectuar el mantenimiento al equipo.

e Archivarlas firas.

e Leerlas tiras comparando con el patrén estandarizado de reactivo en uso.
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* Registrar en la hoja de reporte de Western Blot.
* Transcribir los resultados a la solicitud.

» Digitar en el programa computarizado.

* Imprimir el reporte.

e Firmary sellar.

* Verificar los datos con la solicitud.

* Entregarlos resultados.

PERSONAL RESPONSABLE:
Profesionales de laboratorio clinico debidamente capacitados.

b. PRUEBA DE CARGA VIRAL VIH (Anexo No. 15)

OsJETIVO:
Determinar en un paciente positivo a VIH, la cantidad actual de particulas virales circulantes
en cada mililitro de sangre.

POBLACION BLANCO:
Pacientes (VIH +) o hijos de madres (VIH +), que estdn recibiendo monitoreo de la evolucion
virolégica de la infeccidn, por el método de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

PROCEDIMIENTO:

e Leer y anadlizar el inserto de la técnica por utilizar.

e Limpieza y preparacion de equipo durante una hora.

* Esperar que las muestras, reactivos y controles alcancen la temperatura ambiente.
* Recibir las muestras.

* Asignar el nUmero correlativo a las solicitudes de examen y muestras.

* Centrifugar las muestras.

* |dentificar los viales.

e Transferir el plasma a cada vial.

PRIMER ENSAYO

e Elaboraciéon del mapa de trabajo.
e Imprimir el mapa de trabajo.

\9
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e Colocarlas muestras y controles en gradillas de muestras de acuerdo al mapa de trabajo.

* Colocar la gradilla con las muestras y controles en equipo de exfraccion de material ge-
nético.

 Amplificar y detectar las particulas virales.

SEGUNDO ENSAYO

e Elaboraciéon del mapa de trabagjo.

* Imprimir el mapa de trabajo.

* Segundo montaje de 24 muestras.

e Colocar las muestras y controles en gradilla de muestras de acuerdo al mapa de trabagjo.

e Colocar la gradilla con las muestras y controles en equipo de extraccion de material ge-
nético.

 Amplificar y detectar las particulas virales.

* Digitarlos datos.

e Andlizar, interpretar y validar los resultados.

* Transferencia de los resultados entre programas del equipo analizador.

* Imprimir el informe de resultados.

* Firmar y sellar el reporte.

* Transcribir los resultados en el reverso de la solicitud de examen.

* Entregar los resultados a recepcion.

PERSONAL RESPONSABLE:
Profesionales de laboratorio clinico debidamente capacitados.

c. PRUEBA DE CONTEO DE LINFOCITOS CD4 y CD8 (Anexo No. 16)

OBgJETIVO:

Evaluar el estado inmune de los pacientes con sospecha de desarrollar deficiencias inmu-
nologicas congéenitas o adquiridas como Inmunodeficiencia Combinada Severa (IDCS) y el
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA).

POBLACION BLANCO:

Pacientes con o sin terapia antirretroviral como pardmetro celular, asociado mds cercana-
mente a la progresion de la enfermedad por VIH y prondstico del paciente, por medio de la

y
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tecnologia de citometria de flujo que se tienen en uso como alternativas, de acuerdo a la
disponibilidad de reactivo.

METODOLOGIA No. 1:
Citémetro de flujo con histograma

* Recibir las muestras.

e Identificar las muestras.

* Esperar que las muestras, reactivos y controles alcancen la temperatura ambiente.
* Preparar las muestras.

e Lisar las muestras.

e Redlizar el mantenimiento preventivo al equipo, diariamente.

* Introducir, procesar y validar los confroles de calidad del equipo.
e Crearla lista de trabagjo.

* Agregar el reactivo de calibracién del equipo.

* Leerlas muestras.

e Imprimir los resultados.

e Firmar y sellar los resultados.

* Transcribir los resultados en la solicitud de examen.

* Entrega de los resultados a la recepcion.

METODOLOGIA No. 2
Citémetro de flujo sin histograma

* Recibir las muestras.

* l|dentificar las muestras.

* Esperar que las muestras, reactivos y controles alcancen la temperatura ambiente.
* Mezclar las muestras.

» |dentificar con nUmero de muestra, el par de reactivos.

* Agregar la muestra al par de reactivos.

* Incubar las muestras de una a dos horas protegidos de la luz.

* Agregar el reactivo de fijacion.

e Redlizar el mantenimiento preventivo al equipo.

\9
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* Leerlas muestras.

e Elaborar el reporte.

e Firmary sellar el reporte.

* Transcribir los resultados en la solicitud de examen.
» Entregar los resultados a recepcion.

e Redlizar el mantenimiento preventivo al equipo.

PERSONAL RESPONSABLE:
Profesionales de laboratorio clinico debidamente capacitados.

H. DESCRIPCION DE PROCESOS POSTANALITICOS
1. CONTROL DE CALIDAD EN LA EMISION DE RESULTADOS

Los resultados impresos son la evidencia escrita, por medio de los cuales se comprueba la
realizacion de las pruebas. La documentacion de respaldo para un laboratorio es la siguien-
te:

* Manuales de calidad.

*  Manuales de procedimientos técnicos.

* Procedimientos operacionales estdndares.

e Formularios.

* Registros de datos.

e Protocolos de andlisis.

e Instructivos.

e Informes.

Existen razones por las que se debe documentar:
* Comprobar que los procedimientos se realizaron en la forma estipulada.
* Verificar que diferentes personas realicen los procedimientos de la misma manera.

Facilitar el enfrenamiento del personal de laboratorio.

Trazabilidad del proceso para identificar dénde ocurrié el problema y corregirlo.

\9
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2. PROCEDIMIENTOS POSTANALITICOS.
Los procedimientos postanaliticos, se realizan después de haber examinado el espécimen.
Se detallan a continuacion:

a. REVISION SISTEMATICA DE RESULTADOS

Con la mayoria de pruebas de VIH se determinan los anticuerpos que el organismo crea
contra el virus. El tiempo para producir anticuerpos, que se puedan detectar en un andili-
sis, puede variar de persona a persona. Un determinado porcentaje de personas desarro-
llan anticuerpos detectables, dentro de las siguientes dos a ocho semanas posteriores a la
exposicion con el virus. Con algunas pruebas se reduce el periodo de ventana, investigando
anfigenos y anticuerpos a través de pruebas de ELISA de cuarta generacion.

Existe el riesgo de que algunas personas tomen mads tiempo en desarrollar los anticuerpos
detectables; por esta razén, cuando la prueba inicial del VIH es negativa y es efectuada
dentro de los tres primeros meses, después de un posible contacto, se debe realizar una se-
gunda prueba a los seis meses, para descartar una posible exposicion al virus.

Se entiende como resultado de las pruebas de VIH, al producto final del procedimiento reali-
zado con las diferentes metodologias, que identifican anticuerpos o antigenos contra el virus,
en la que se incluyen la interpretacion, verificacion e impresion de los resultados.

El resultado de cada andlisis por el laboratorio o banco de sangre, debe reportarse de forma
precisa, clara, objetiva, sin ambiguedad, en idioma castellano, en el formato implementado
en cada Institucion e incluir toda la informacidén necesaria.

b. INTERPRETACION Y VERIFICACION PARA EMISION DE REPORTE DE RESULTADOS

Antes de entregar el resultado del andlisis al paciente, se le debe dar la posconsejeria, por el
profesional capacitado para este proceso y anotarlo en el Registro de Consejeria Pre y Pos-
prueba de VIH.

Los resultados de las pruebas rapidas pueden ser: No Reactivo, Reactivo e Indeterminado.

e Cuando el resultado es no reactivo se procede a elaborar el informe, en el que la prueba
se reporta, no reactivo a la fecha.

\9
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e Cuando el resultado de la primera prueba es reactivo o indeterminado, debe enviarse la
muestra al laboratorio de confirmacion. Cada muestra debe ir acompanada de la solici-
tud de prueba confirmatoria con sus respectivos datos.

* Losresultados de las pruebas rdpidas, se interpretan de forma visual.

e Las pruebas de confirmacién se interpretan de acuerdo al inserto de la técnica.

c. IMPRESION DE RESULTADOS

Los resulfados deben ser entregados a la persona que estd autorizada segun normativa del
MSPAS con base en la «Guia para la Consejeria Previa y Posterior a la Prueba VIH-sidan.

Los resultados deben ser confidenciales, por lo fanto no deben entregarse a otra persona, ni
informar resultados por via telefénica.

Cuando se solicite copia del resultado, debe senalarse en el reporte que se trata de una co-
pia y colocar la fecha de emisidén del resultado original.

El profesional que realiza el andlisis debe revisar resultados, firmar y sellar reportes antes de re-
mitir el reporte final y anotar en el libro de registro diario.

El laboratorio del nivel local debe registrar los datos de las muestras enviadas a confirmacion
y los resultados obtenidos por el laboratorio de confirmacién.

d. INFORME Y TRANSFERENCIA DE RESULTADOS

El informe de los resultados de la prueba rdpida debe reportarse en el formulario establecido,
FVIH-01B, el cual consta de un original y dos copias. La hoja blanca original se entrega al ar-
chivo para ser colocada en el expediente del paciente, la copia rosada se debe enviar al di-
gitador y la copia celeste aplica para muestras reactivas o indeterminadas, la cual se envia
al laboratorio de confirmacion.

El formulario FVIH-01 consta de dos partes, la parte superior es entregada semanal o diaria-

mente al digitador, para ingresar todos los datos al sistema de informacion, si es un caso reac-
tivo debe ser enviada al digitador en las préximas 24 a 48 horas. La parte inferior se entrega

y
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al paciente, para solicitar la prueba de VIH en el laboratorio, el resultado del andlisis debe
anotarse en la parte posterior del formulario, el cual es entregado por el médico o personal
capacitado al paciente en la posconsejeria.

Para uniformidad de datos estadisticos, el Programa Nacional ITS/VIH/sida recomienda a to-
das las instituciones adoptar el uso de estos formularios.

I. BIOSEGURIDAD

A partir de la apariciéon de la epidemia del SIDA, se ha planteado la necesidad de poner en
prdctica las medidas de bioseguridad en todo laboratorio, en el que habitualmente se traba-
ja con materiales bioldgicos de distinta indole.

El riesgo de infeccidén por el VIH en el laboratorio radica principalmente en la contaminacion
de manos, mucosas oculares, nasales y bucales con sangre y otros fluidos orgdnicos infecta-
dos.

Esta contaminacidn ocurre por lesion abierta, causada en el acto o en forma previa, por ob-
jetos cortopunzantes, salpicaduras o diseminacién de materiales infectados. No hay eviden-
cia que el VIH sea transmitido por via aerégena.

La seguridad en el laboratorio es de interés para todos los involucrados, quienes deben prac-
ticar las medidas de bioseguridad enfocadas a la prevencion, es importante sensibilizar y cao-
pacitar al personal de laboratorio al respecto.

El personal tiene el deber de notificar al jefe inmediato cualquier prdctica incorrecta, pues los
errores pueden afectar la seguridad e higiene ocupacional.

Los jefes de laboratorio, encargados de gestion de calidad y supervisores, son los responsa-

bles de vigilar que el personal involucrado sea debidamente capacitado sobre las medidas
de bioseguridad y vigilar continuamente su cumplimiento.

y



y

MINISTERIO DE SALUD
MANUAL PARA EL CONTROL DE CALIDAD DE LAS PRUEBAS DE VIH

IV. Revision v

ACTUALIZACION

El presente Manual, debe ser revisado y actualizado por un
equipo técnico multidisciplinario cada tres anos o cuando
por los avances tecnoldgicos y cientificos, lo ameriten.
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ABSORBANCIA: Término usado en quimica analitica y que es proporcional al grosor de una
muestra y a la concentracion de la sustancia en ésta.

AEROSOL: Es el residuo de gotas ya secas que pueden permanecer suspendidas en el aire du-
rante largos periodos.

ALICUOTA: Perteneciente a una porcién del total de una muestra.
ATEMPERAR: Llevar muestras o reactivos a la temperatura ambiente.
BRONIDOX-L5: Preservativo que evita contaminacién de hongos o bacterias.

CALIBRACION: Actividad que normalmente comprende la verificaciéon, el ajuste y la estandari-
zacion de la informaciéon que brinda un instrumento.

CARACTERIZACION: Determinaciéon de los anficuerpos o antigenos, para cada uno de los
agentes infecciosos presentes en cada suero o plasma.

CARGA VIRAL: Es la medida de la cantidad circulante del VIH y se encuentra en relacién direc-
ta con la replicacién viral. Es el mejor pardmetro disponible para evaluar la respuesta o falla al
tratamiento, el prondstico de la progresion y el riesgo de transmision del VIH de la madre al feto.

CONCORDANCIA: Obtener igual puntuacion o igual resultado.
CONFORMIDAD: Cumplimiento de un requisito.

DALTONS: Es la mds pequena unidad de masa usada para expresar masas atdmicas y masas
moleculares. Equivale a la duodécima (1/12) parte de la masa de un dtomo de carbono 12.

DENSIDAD OPTICA: Es la absorcidon de un elemento éptico, por unidad de distancia para una
longitud de onda dada.

DISCORDANCIA: Contrariedad, desacuerdo o disconformidad con un resultado.
ENSAYO: Determinacion de una o mds caracteristicas de acuerdo con un procedimiento.

ERROR: Resulta de la pérdida de precision y exactitud, puede ocurrir en cualgquier momento y
lugar.

ERROR ALEATORIO: Error que no se puede predecir y que no ocurre en forma regular.
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ERROR SISTEMATICO: Error inherente al sistema de la prueba o la metodologia.

EVIDENCIA: Registros, declaraciones de hechos o cualquier otra informaciéon y que son verifi-
cables.

GLICOPROTEINA: Proteina que contiene hidratos de carbono.

INFORME DE ANALISIS: Documento que contiene los resultados de los andlisis y cualquier otra
informacion pertinente a la prueba.

LIBERAR RESULTADO: se establece en flujograma diagndstico de VIH, que al obtener dos prue-
bas reactivas de diferente metodologia, el resultado por liberar es positivo a VIH.

LINFOCITOS CD4: Es uno de los marcadores indirectos de la sangre total mds utilizado en el se-
guimiento clinico de las personas con infeccién por VIH, ya que son Utiles tanto en el inicio de
tratamiento con antirretrovirales, como en la profilaxis de infecciones oportunistas. El conteo
normal de células CD4 oscila entre 500 y 1,500 células por milimetro cubico.

LINFOCITOS CD8: Las células CD8 también llamadas T-supresoras tienen el rol de combatir in-
fecciones virales tales como el VIH; un adulto sano generalmente tiene entre 150 y 1,000 células
CD8 por milimetro cUbico de sangre.

MARCADOR: Anticuerpo o anti-anticuerpo conjugado para identificar, antigenos o anticuerpos
especificos presentes en el suero o plasma.

MEDIDA CORRECTIVA: Accidén tomada para eliminar la causa de una no conformidad detec-
tada u otra situaciéon indeseable.

PELET: Porciones pequenas de material aglomerado o comprimido.

PEPTIDO SINTETICO: Elaborados a partir de la porcién estructural y no estructural del virus, para
reducir al minimo la incidencia de reacciones no especificas que resultan de las reactividades
cruzadas.

PERIODO DE VENTANA: Periodo que trascurre entre la infeccion de un individuo y el momento
en que presenta en sangre anticuerpos detectables por las pruebas de tamizaje.

POLIMERASA: Cualqguier enzima que cataliza una polimerizacién, como la de nucledtidos a
polinucledtidos.

POOL: Mezcla de mds de un componente sanguineo de iguales caracteristicas y provenientes
de diferentes donadores.

POZO: Porcidn o agujero de una placa de ELISA, donde se coloca muestra para andlisis.

y
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PRUEBAS DE TERCERA GENERACION: Son aquellas que utilizan péptidos y proteinas recombinan-
tes del VIH. Detectan anticuerpos.

PRUEBAS DE CUARTA GENERACION: Son aquellas que se basan en la deteccidn simultdnea de
anticuerpos y complejos inmunes antigeno P24/Anticuerpo y tienen una alta sensibilidad y es-
pecificidad.

RAZON: Valor obtenido de la division de una cantidad por otra, del mismo fipo.
RECOMBINANTE: Infercambio de partes cromosdmicas enfre diferentes cepas microbianas.
RELATORIO: Documento que narra y explica.

REQUISITO: Necesidad o expectativa establecida, generalmente implicita u obligatoria.

SEROREVERSION: Cuando un nifio no estd infectado y los anticuerpos positivos contra el VIH se
negativizan después de los 18 meses de edad y no hay evidencia clinica y de laboratorio de
infeccion.

TAMIZAJE: Estrategia aplicada sobre una poblacion para detectar una enfermedad en indi-
viduos sin signos o sinfomas de esa enfermedad. La intencidn es identificar enfermedades de
manera temprana dentro de una comunidad.

TRAZABILIDAD: Capacidad para seguir la historia, la aplicaciéon o la localizacién de todo agque-
llo que estd bajo consideracion.

VALIDACION: Es la accién de probar que un procedimiento, proceso, sistema, equipo o méto-
do usado en la produccidon o control de un producto funciona de acuerdo con lo esperado y
logra el resultado propuesto.

VALIDEZ: Grado en el cual una medida realmente detecta lo que se supone que debe medir.

WESTERN BLOT: Prueba especifica de VIH, ya que la muestra se hace reaccionar con proteinas
y glicoproteinas especificas del VIH, separados por electroforesis en gel e inmovilizadas por
adhesion, sobre tiras de nitrocelulosa. Estd indicado para pacientes con resultados dudosos.

ZONA IDEAL: Absorbancia optima que deben leer las muestras, establecida por el protocolo
del CCl, el cual considera un valor minimo y un mdximo de acuerdo al corte.

y
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CAP:

CLINICA TAR:

CCl
CUT-OFF:
DO:

DO/ CO:
DR:

EDTA:

ELISA:
FTA-ABS:

HBsAg:

HCV:
ITS/VIH/sida:
LIA:

LI:

LS:

y
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VII. Agreviaturas

Y SiGLAS

Colegio de Patdlogos Americanos.

Clinica médica donde se presta atencion integral al paciente VIH y la indica-
cidon de medicamentos antirretrovirales a las personas que lo requieren.

Control de Calidad Interno.

Valor de punto de corte en el método de ELISA.
Densidad optica.

Densidad optica / Corte.

Dilucién de referencia.

Acido etilendiaminotetracético.

“Enzyme Linked Immuno sorbent Assay” por sus siglas en inglés que significan
Ensayo Immuno-Enzimdtico.

“Fluorescent treponemal antibody absortion test” por sus siglas en inglés que
significan prueba de absorcién de anticuerpos treponémicos fluorescentes.

Antigeno australiano del Virus de la Hepatitis B.
Virus Hepatitis C.

Infecciones de transmision sexual y VIH/sida.
Inmunoensayo en fira.

Limite inferior.

Limite superior.



MINISTERIO DE SALUD

-
MANUAL PARA EL CONTROL DE CALIDAD DE LAS PRUEBAS DE VIH —

LNR:

LRR VIH/sida:
MSPAS:

OMS:

PCR:

PFC:

PNS:

TAR:

VIH:

rics de Sakad

EL SALVADOR

Laboratorio Nacional de Referencia de VIH de la Unidad de Vigilancia Labora-
torial.

Laboratorio Regional de Referencia VIH/sida.
Ministerio de Salud PUblica y Asistencia Social.
Organizacion Mundial de la Salud.

Reaccion en cadena de la Polimerasa.
Plasma fresco congelado.

Programa Nacional de ITS /VIH/sida.

Terapia Anfirretroviral

Virus de Inmunodeficiencia Humana
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Flujograma Diagnostico
Pruebas VIH/sida
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B. EXAMENES QUE FUNDAMENTAN EL DIAGNOSTICO Uso Exclusivo de Laboratorio
Nombre del Establecimiento que realiza la prueba:
Fecha de toma de muestra: Fecha de realizacion: Fecha de resultado:
Prueba Répida Marca ———— Reactiva [___] No Reactiva D Indeterminada D
ELISA Marca Lectura Reactiva No Reactiva | Indeterminaga )
Responsable:
LII.ISA para confirmacién ELISA para confirmacién
blecimiento: [Establ .
echarecepcidon: —__ Fecha de realizacion: — ||[Fecha recepaidn: —__ Fecha de realizacidon:
echa de resultado: Fecha de resultado:
arca: Lectura: Marca: Lectura:
: Reactivo [ No reactivo[ ] Indeterminado ] Resultado: Reactivo [_] No reactivo[ ] Indeterminado [ ]
p oy esponsable:

WESTERN BLOT

del Establecimiento que confirma prueba:
echaderecepaondemuestra: ______ Fechadereahzacdn:_____ Fecha de resultado:
esultado: Positivo  [] Negativo [ indeterminado ] Responsable:

C.DIAGNOSTICOFINALDECASO _—
Clasificacién final de Caso (se completard esta informacion con los resutados de lab 0 que confirma muestra y cuadro clinico de paciente)
1. Negativo [ ] 2. Infeccién por VIH [] 3. Caso SIDA [] 4. Seguimiento [ 5. Caso Conocido []

— —_—

EXAMENES QUE FUNDAMENTAN EL DIAGNOSTICO

|Nombre del Establecimiento que realiza la prueba:

Fecha de toma de muestra; ___ Fecha de realizacién: Fecha de resultado:

|Pm¢ba Répida Marca ———— Reactiva ] NoReactiva [_] Indeterminada [_]

EUISA Marca Lectura Reactiva ] Mo Reactiva ) Indeterminada (]
Responsable:

4 Menteno de Sakad Publca y Avstencis Socsl

Formulario para solicitud y confirmacién de VIH (FVIH-01).
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Minksterio de Salud Piblica y Asstencia Social -
Repiblica de El Salvador m—

(FVIH-01) B. EXAMENES QUE FUNDAMENTAN EL DIAGNOSTICO
Uso Exclusivo de Laboratorio
Complemento Formulario para solictud y confirmacion de VIH{FVIH-01)

Establecimiento:

Apellidos: Dul:;

Nombres: MNo. de Expediente/No. de Afiliacion:
Edad: Sexor

Nombre del Establecimiento que realiza la prueba:

Fecha de toma de muestra:
Fecha de realizacion:

Fecha de resultado:

Prueba rapida:[_] Marca — Reactiva[ ] No Reactiva[ | Indeterminada[ ]
ELISA [] Marca Lectura

Reactival ] NoReactiva[ ] Indeterminada[ ]

Responsable:

Laboratorio a que se refiere;

ELISA para confirmacion
Establecimiento:

Fecha recepcion: Fecha de realizacion:
Fecha de resultado;
Marca Lectura

Resultado. Reactiva[ ] No Reactival ]  Indeterminadal ]
Responsable:

Laboratorio a que se refiere la muestra;

ELISA para confirmacién

Establecimiento

Fecha recepcion: Fecha de realizacion
Fecha de resultado
Marca Lectura
Resultado: Reactiva ] No Reactival ] Indeterminada[ ]

Responsable:
Laboratono a que se refiere la muestra:

Tnplicado: Laboratonio de Referencial Aplica para muestras reactivas o indeterminad o

Duplicado: Centro de AcopiofDigitader

Cngina: ExpedientefPacente
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SOLICITUD DE MATERIA PRIMA
A BANCOS DE SANGRE, ANO 2005

Fecha
Lic.
Jefe Banco de Sangre
Hospital Nacional
Presente.

Por este medio solicitamos su valiosa colaboracién para obtener bolsas de plasmas con
reactividad conocida, los cuales serdn utilizados en la produccién de paneles de suero para
control de calidad externo e interno, adjunto enviamos planilla de registro para control de
bolsas de plasma donde debe anotar la informacién solicitada.

Para obtener controles de calidad éptimos y aprovechar al méximo los plasmas que ustedes
Nos proporcionan, es necesario que cumplan los siguientes requisitos:

*  Volumen minimo 200 ml en cada bolsa de plasma.
* Libre de hemdilisis.

e Sin lipemia.

» Sin fibrina.

* De fecha lo mds reciente posible, de no ser asi, no menor de tres meses de
colectado.

* Haber estado congelado en forma establecida desde la colecta.
* Que las tubuladuras de las bolsas no sean cortas.
* Llenado de registro de unidades de plasma en forma completa.

* Cantidad minima solicitada de plasmas para cada agente = 10 Plasmas reactivos
de cada uno (Chagas, Sifilis, VIH, Hepatitis By C,) y 10 plasmas no reactivos.

* Los plasmas positivos enviados deben ser de alta reactividad

NO ENVIAR PLASMAS QUE NO CUMPLAN CON ESTOS REQUISITOS

Fuente: Seccién Banco de Sangre de la Unidad de Vigilancia Laboratorial.
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REGISTRO DE UNIDADES DE PLASMA PARA PREPARACION
DE CONTROL DE CALIDAD EXTERNO E INTERNO, ANO 2005.

No. de la Fecha de Marca del Agente DO Cco Titulos
Unidad Colecta reactivo infeccioso (lectura) (corte) (RPR, IF1)

FECHA DE ENVIO
FECHA DE RECEPCION:

NOMBRE Y SELLO DE INSTITUCION QUE ENVIA
RESPONSABLE DE RECEPCION:

NOMBRE Y FIRMA DE QUIEN ENVIA

Fuente: Seccidon Banco de Sangre de Unidad de Vigilancia Laboratorial.
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UNIDAD DE VIGILANCIA LABORATORIAL
AREA CLINICA SECCION DE VIH/SIDA

FORMULARIO DE MUESTRAS RECHAZADAS

ESTABLECIMIENTO REGION
NOMBRE DEL PACIENTE EDAD
MARCAR CON "X" EN LA CASILLA CORRESPONDIENTE A LA PRUEBA.

PRUEBAS

LINFOCITO | ELISA
co4-CDB VIH

HORA DE RECHAZO:
FECHA:

N* EXPEDIENTE,

WESTERN
BLOT VIH

CARGA
CAUSA VIRAL

MUESTRA INADECUADA *
MUESTRA MAL IDENTIFICADA
SOLICITUD DE EXAMEN INCOMPLETA

TRANSPORTE DE MUESTRA CON
TEMPE RATURA INADECUADA

TUBO O SOUCITUD CONTAMINADA CON
MUESTRA

HORA DE RECIBO EXTEMPORANEQ
EMBALAJE INADECUADO

OBSERVACIONES

* Muestra insuficiente, coagulada, otros: Escriblr la causa de la observacién,

Nombre del R able: Firma, Sello

UNIDAD DE VIGILANCIA LABORATORIAL
AREA CLINICA SECCION DE VIH/SIDA

REQUISITO DE MUESTRA

SOLICITUD POR PRUEBA

REQUISITOS DE LA CARGA VIRAL LINFOCITO ELISA/ WESTERN BLOT
MUESTRA VIH CD4CD8 VH
4.0 mi (adutto)
m”:’és‘;“'“ OOE 3.0 mi (paciente pedidtrico) 2mi Sangre completa™ 1 mi Suero
Sangre Complela™
STRCOAGAANTE EDTA EDTA Sin anticoagulante
Tubo tapén morado Tubo /tapén morado Tubo tapén rojo
%‘““TEDE 28°C (En cadena de frié) No excedor da 37°C (T* Ambients) 28°C En cadena de frié
Lunes a Viernes
DIAY HORA DE RECIBO Lunes a Jueves hasta 12.00m Lunes a Jueves hasta 12.00.am 7.30 am a 12.30m
1.10 pm a 3 30Pm
FORMULARIO DE
completo complelo complelo

€l volumen de la muestra debe colectarse a la marca de la presentacién del tubo.
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ANexo 10-B

Protocolo de Trabajo Prueba rapida VIH

Responsable:

Fecha de Realizacién:

Fecha de Vencimiento:

lote:____ Marca:

OO
OO
OO

Protocolo de Trabajo Prueba rapida VIH

Responsable:

Fecha de Realizacién:

Fecha de Vencimiento:

lote:___ Marca:

OO
OO
OO

Protocolo de Trabajo Prueba rapida VIH

Responsable:

Fecha de Realizacién:

Fecha de Vencimiento:

lote:___ Marca:

OO
OO
OO

Protocolo de Trabajo Prueba rapida VIH

Responsable:

Fecha de Realizacién:

Fecha de Vencimiento:

lote:____ Marca:

OO OO 00 OO
OO OO 00O OO

OO
OO
OO
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