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El rapido incremento del acceso a medicamentos antirretrovirales a escala mundial ha hecho que la
farmacorresistencia del VIH (FR-VIH) se haya convertido en una importante cuestion de salud publica. Esto exige
una respuesta coordinada y colectiva tanto a escala nacional como internacional a fin de evaluar el alcance de la FR-
VIH y el establecimiento de estrategias eficaces fundamentadas en pruebas cientificas para minimizar su aparicion y
transmision. Al mismo tiempo que despliegan sus esfuerzos para ofrecer un acceso universal al tratamiento del VIH,
los paises estan estableciendo protocolos basados en las recomendaciones de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) para medir, a nivel poblacional, tanto la FR-VIH transmitida como la FR-VIH que aparece durante el
tratamiento. La OMS, en colaboracion con expertos internacionales (Grupo de Trabajo de Laboratorio de la
HIVResNet), ha elaborado una estrategia de laboratorios, cuyo objetivo principal es proporcionar resultados
genotipicos del VIH de calidad garantizada para las muestras procedentes de las encuestas de FR-VIH. Los
resultados se utilizaran para ayudar a controlar la aparicion y propagacion de la farmacorresistencia, y orientar a los
responsables de tomar decisiones sobre politicas relativas a los tratamientos antirretrovirales a nivel nacional,
regional y mundial. La Estrategia de Laboratorios para la FR-VIH elaborada por la OMS incluye varios aspectos
clave: la formacion de una red mundial de laboratorios nacionales, regionales y especializados acreditados para
realizar pruebas de FR-VIH utilizando un conjunto comun de normas e indicadores de desempefio de la OMS;
recomendaciones sobre métodos aceptables para obtener, manipular, enviar y almacenar las muestras en condiciones
de trabajo sobre el terreno; y la prestacion de servicios de apoyo técnico de laboratorio, desarrollo de capacidades y
control de la calidad para los laboratorios de la red. La Red de Laboratorios de FR-VIH de la OMS/HIVResNet ha
sido concebida inspirandose en otras redes de laboratorios exitosas coordinadas por la OMS. En agosto de 2007, se
habia realizado la evaluacion de acreditacion en 30 laboratorios, repartidos por las Regiones de Africa, Asia
Sudoriental, Pacifico Occidental y el Caribe de la OMS.
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Introduccion

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) promueve un enfoque de salud pablica [1] para la
ampliacion del acceso al tratamiento antirretroviral (TARV). Como resultado de ello, la OMS,
con la contribucidn técnica de la HIVVResNet (Red Mundial de Vigilancia de la
Farmacorresistencia del VIH), ha elaborado una Estrategia Mundial de Prevencion y Evaluacion
de la Farmacorresistencia del VIH (FR-VIH) [2]. La HIVVResNet es un grupo integrado por mas
de 50 expertos internacionales en FR-VIH, afiliados con universidades, laboratorios,
organizaciones internacionales y organismos sin fines de lucro. La finalidad general de la
estrategia mundial es apoyar la planificacion a nivel nacional de précticas para el programa de
TARV, minimizar la aparicion de la FR-VIH y limitar el grado en que la resistencia pone en
peligro la eficacia de los regimenes terapéuticos estandar recomendados de TARV de primera 'y
segunda linea disponibles en numerosos entornos con recursos limitados. En el marco de esta
Estrategia Mundial de FR-VIH, la OMS y el Grupo de Trabajo de Laboratorio de la HIVResNet
han elaborado la Estrategia de Laboratorios para la FR-VIH.

Estrategia de Laboratorios para la FR-VIH de la OMS/HIVResNet

El laboratorio de virologia desempefia un papel fundamental en las encuestas de FR-VIH. La
identificacion de la FR-VIH se puede determinar fenotipicamente, mediante pruebas de cultivo
celular, y genotipicamente, mediante analisis secuencial del ADN de las regiones de codificacion
de la transcriptasa inversa y la proteasa. La genotipificacion identifica las mutaciones asociadas
con una menor susceptibilidad a uno 0 mas medicamentos antirretrovirales o incluso a clases
enteras de antirretrovirales. Este analisis genético también puede proporcionar informacion sobre
el subtipo VIH-1, aunque no ofrece suficientes datos para caracterizar correctamente algunas
formas recombinantes.

Las pruebas genotipicas para detectar la farmacorresistencia se utilizan de forma generalizada
para fines clinicos y de vigilancia en paises desarrollados y es la técnica recomendada por la
OMS para la ampliacion de las encuestas sobre FR-VIH basadas en la poblacion. No obstante, la
falta de normas comunes para el control de la calidad sigue siendo un obstaculo para que los
distintos laboratorios puedan generar resultados comparables y fiables. Por otra parte, la escasez
de infraestructura de laboratorio basica, asi como el costo y la complejidad asociados con las
pruebas genotipicas, han limitado la creacién de laboratorios de genotipificacion en entornos con
recursos limitados.

El objetivo general de la estrategia de laboratorios para la FR-VIH es apoyar las encuestas de
FR-VIH recomendadas por la OMS facilitando la provision en tiempo oportuno de resultados de
genotipificacion de calidad garantizada mediante el establecimiento de una Red Mundial de
Laboratorios de la OMS/HIVResNet que ofrezca a todos los paises que adopten la estrategia de
la OMS relativa a las encuestas nacionales de FR-VIH acceso a servicios de laboratorio de
genotipificacion de calidad asegurada acreditados por la OMS, y la elaboracion de directrices
sobre métodos adecuados para la obtencién, manipulacion, envio, almacenamiento y analisis de
muestras para determinar la FR-VIH.
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Red Mundial de Laboratorios de la OMS/HIVResNet

La Red Mundial de Laboratorios de la OMS/HIVResNet incluye laboratorios a escala nacional,
regional y mundial que han obtenido la acreditacidn de la OMS para realizar pruebas de FR-VIH.

Existen numerosas restricciones al establecimiento de la red en paises de ingresos bajos y
medianos, en particular con relacion a la disponibilidad de recursos, la idoneidad de la
infraestructura y el acceso a una formacion adecuada. Estos factores se han tenido en cuenta a la
hora de elaborar la Estrategia de Laboratorios de la OMS/HIVResNet a fin de asegurar su
implementacidn eficaz en ese tipo de entornos.

Cabe notar que ya existen otras redes de laboratorios de FR-VIH en ese ambito. No obstante, las
redes existentes han sido establecidas para apoyar proyectos de investigacion especificos, para
proporcionar resultados clinicos, o con ambos objetivos. La Red de Laboratorios de la
OMS/HIVResNet es la primera que se establece con el propoésito de salud publica de apoyar las
encuestas de FR-VIH recomendadas por la OMS [2].

El funcionamiento de la red se basa en los modelos exitosos de otras redes de laboratorios
coordinadas por la OMS, como la Red Mundial de Laboratorios sobre la Poliomielitis [3,4], la
Red de Laboratorios de Sarampion y Rubeéola [5,6], la Red Mundial de Laboratorios del Virus
del Papiloma Humano [7], la Red de Laboratorios de Gripe [8] y la Red de Laboratorios de
Tuberculosis [9]. El programa para la gripe apoyado por la Red de Laboratorios de Gripe fue
establecido entre 1948 y 1952, siendo uno de sus elementos centrales las recomendaciones
anuales relativas a la composicion de las vacunas contra la gripe y actividades conexas, asi como
un mecanismo mundial de alerta para la aparicion de virus de la gripe con un potencial
pandémico [7]. La Red de Laboratorios de Tuberculosis se establecié formalmente en 1994 [8]
como una red de garantia de la calidad para las pruebas de susceptibilidad a medicamentos. La
Red de Laboratorios para la Poliomielitis se puso en marcha en 1986 en las Ameéricas [3], y en
2001 contaba con 147 laboratorios a escala mundial.

La Red de Laboratorios de la OMS/HIVResNet se basa en la misma estructura piramidal
caracteristica de las otras redes de laboratorios de la OMS, que permite que existan distintas
categorias de miembros segun las capacidades disponibles y responsabilidades. Los laboratorios
individuales, dependiendo de su capacidad y conocimientos técnicos, deben desempefiar ciertas
funciones especificas en apoyo de las necesidades nacionales, regionales y mundiales de la red.
La red mundial se organiza en tres niveles: laboratorios nacionales de farmacorresistencia,
laboratorios regionales de farmacorresistencia y laboratorios mundiales especializados de
farmacorresistencia.

Todas las encuestas nacionales de FR-VIH de la OMS exigen la realizacion de las pruebas en un
laboratorio acreditado por la OMS. El proceso de acreditacion de la OMS se pone en marcha
solamente para los laboratorios designados por las autoridades nacionales para realizar pruebas
de muestras recogidas en el marco de las encuestas de FR-VIH recomendadas por la OMS. Por
lo general, la OMS sdlo acredita un laboratorio por pais. No obstante, el nimero de laboratorios
acreditados varia dependiendo del tamafio del pais, la poblacion, la prevalencia del VIH, el
numero de pacientes que reciben TARYV, las capacidades existentes en materia de
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genotipificacion del VIH y los recursos disponibles en cada pais. Los paises con capacidades de
laboratorio limitadas y que centran sus esfuerzos en ampliar las pruebas de laboratorio
diagnosticas y clinicas, como las pruebas del VIH y el recuento de linfocitos CD4, pueden
decidir enviar sus muestras para las encuestas de FR-VIH a un laboratorio acreditado a nivel
regional. Los paises populosos que ya tienen capacidades para realizar pruebas de FR-VIH
pueden solicitar la acreditacion de mas de un laboratorio nacional, puesto que probablemente el
gran volumen de muestras para las encuestas de FR-VIH supere la capacidad de un solo
laboratorio.

La acreditacion de un segundo laboratorio nacional puede resultar necesaria también cuando sea
dificil transportar las muestras desde diferentes areas del pais a un solo laboratorio.

Tareas y responsabilidades de los laboratorios de la red

La principal tarea de los laboratorios acreditados por la OMS es proporcionar resultados
genotipicos de calidad asegurada, pertinentes para los programas nacionales de TARV, y apoyar
un enfoque de salud publica en materia de TARV.

Laboratorios nacionales de farmacorresistencia

A fin de ser evaluado y recibir la acreditacion de la OMS, los laboratorios nacionales deben ser
designados por sus respectivas autoridades nacionales de salud publica a fin de asegurar la
eficacia de la red a escala nacional. La tarea de los laboratorios nacionales de farmacorresistencia
es genotipificar las muestras obtenidas en el marco de las encuestas de FR-VIH y aportar, de
forma oportuna, datos precisos de secuencias del VIH a una base de datos sobre FR-VIH de
alcance nacional. En caso de que un pais no disponga de las capacidades para realizar pruebas de
FR-VIH en un laboratorio nacional, puede decidir enviar las muestras obtenidas en el marco de
la encuesta de FR-VIH a un laboratorio regional o especializado acreditado por la OMS. Se
espera que los programas nacionales sobre el SIDA apoyen las encuestas de FR-VIH, incluidas
las pruebas de laboratorio, con sus propios fondos o con financiamiento de donantes.

Laboratorios regionales de farmacorresistencia

Cada region de la OMS (Africa, Pacifico Occidental, Asia Sudoriental, Mediterraneo Oriental y
América Latina y el Caribe) contara con uno o mas laboratorios regionales, dependiendo del
volumen de muestras que deban ser analizadas en esa regién. En funcion del nimero de paises
que realicen las encuestas de FR-VIH de la OMS en una determinada region, puede que sea
necesario disponer de un mayor numero de laboratorios regionales. Los laboratorios regionales
son “centros de excelencia” en cada region y pueden asumir responsabilidades internacionales.
Actlan como centros de referencia para la realizacion de pruebas de FR-VIH a fin de facilitar las
encuestas de FR-VIH en los paises de su region que no cuenten con un laboratorio nacional de
farmacorresistencia acreditado. Ademas, los laboratorios regionales de farmacorresistencia
tienen las siguientes responsabilidades: facilitar la formacion, educacién y capacitacion del
personal de laboratorio de los laboratorios nacionales de farmacorresistencia de la region; ayudar
a la OMS en la evaluacion de los laboratorios nacionales de farmacorresistencia candidatos de la
region correspondiente y ofrecer asistencia técnica cuando sea necesario; y contribuir a la
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organizacion de las reuniones regionales de la Red de Laboratorios de la OMS/HIVResNet, que
ofrecen formacion, oportunidades de debatir cuestiones relativas a la elaboracion de programas y
actualizaciones sobre nuevas metodologias.

Laboratorios especializados de farmacorresistencia

La OMS identifica laboratorios especializados de farmacorresistencia teniendo en cuenta varios
criterios, entre otros: experiencia en el &mbito de la FR-VIH reconocida a escala internacional,
experiencia como laboratorio de FR-VIH en materia de salud publica, aplicaciones clinicas o
investigacion; conocimientos especializados reconocidos en una serie de temas de investigacion
clave de importancia en el &mbito de la salud publica; y la capacidad, recursos, compromiso y
motivacion del laboratorio.

Aunque se pueda recurrir a los servicios de los laboratorios especializados de farmacorresistencia
para proporcionar pruebas de FR-VIH a paises que no estan cubiertos por laboratorios nacionales
0 regionales de farmacorresistencia, la principal funcion de los laboratorios especializados es
establecer normas y ofrecer apoyo y asistencia técnica a los laboratorios regionales y nacionales
de farmacorresistencia. Los laboratorios especializados de farmacorresistencia deben ser
competentes en tecnologias de genotipificacion tanto comerciales como no comerciales, y son
responsables de ciertas funciones especificas dentro de la red (véase Cuadro 1).

Aunque los laboratorios especializados de farmacorresistencia, los laboratorios regionales de
farmacorresistencia y los gobiernos anfitriones asumen gran parte de la responsabilidad
financiera de su trabajo en colaboracion con la Red de Laboratorios de la HIVResNet, la OMS
examinara la posibilidad de financiar o cofinanciar varios aspectos, segun sea necesario: la visita
inicial de evaluacion del laboratorio, incluido el desplazamiento y viaticos de un experto de
laboratorio identificado dentro de la red para que inspeccione los laboratorios nacionales,
regionales y especializados de farmacorresistencia candidatos; tras la evaluacion inicial del
laboratorio, visitas para la prestacion de asistencia técnica; el envio y analisis de pruebas de
competencia a laboratorios candidatos y laboratorios nacionales, regionales y especializados de
farmacorresistencia acreditados para el programa de garantia de la calidad, por lo menos en la
etapa inicial de establecimiento de la red mundial; e investigaciones operacionales que sean
pertinentes para los objetivos de la estrategia de la OMS.

Cuadro 1. Funciones especificas de los laboratorios especializados de farmacorresistencia

e Proveer formacion y asistencia técnica a los laboratorios de los paises en desarrollo que realizan pruebas de FR-
VIH en el marco de las encuestas de FR-VIH recomendadas por la OMS.

Elaborar médulos y materiales de formacion.

Establecer normas técnicas para las pruebas de laboratorio dentro de la red.

Ayudar a la OMS a coordinar el programa de garantia de la calidad para la red.

Evaluar criticamente la capacidad de los laboratorios que desean ser acreditados por la OMS.

Participar en investigaciones para responder a las cuestiones operacionales que sean pertinentes para la
implementacion de la estrategia de FR-VIH de la OMS. El costo elevado de las pruebas de genotipificacion, asi
como la logistica que requiere la obtencion, envio y almacenamiento de las muestras en areas remotas supone
una barrera a la ampliacion de las encuestas de FR-VIH recomendadas por la OMS en muchos entornos con
recursos limitados, lo que pone de relieve la necesidad de contar con pruebas menos costosas y de alto
rendimiento (por ejemplo, analisis de PCR alelo-especifica en tiempo real para mutaciones clave) y la validacion
de los protocolos de pruebas de FR-VIH utilizando gotas de fluido seco.
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Es posible que estas tareas no estén distribuidas uniformemente entre los laboratorios mundiales especializados de
FR-VIH, de tal modo que algunos laboratorios pueden ser proveedores Unicos de ciertas funciones, segun su
disponibilidad, compromiso y conocimientos especializados. OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

Ademas, la OMS puede apoyar solicitudes de subvenciones procedentes de laboratorios
nacionales, regionales y especializados de FR-VIH relativas a la obtencion de apoyo financiero
de otras fuentes a fin de realizar investigaciones operacionales de importancia para la salud
publica en el &mbito de la farmacorresistencia del VIH.

Uno de los objetivos de la Red de Laboratorios de la OMS/HIVResNet es apoyar la transferencia
de conocimientos y competencias de los laboratorios acreditados por la OMS a los que todavia
no han obtenido la acreditacion. Para ello, la OMS facilita las iniciativas de colaboracién entre
laboratorios acreditados y no acreditados, a fin de proporcionar formacion y asistencia técnica.

Normas para la obtencion, manipulacion, envio, almacenamiento y analisis de
muestras

Tipos de muestras para las pruebas de genotipificaciéon de la FR-VIH

Actualmente, el tipo de muestra obtenida méas habitualmente para la genotipificacion clinica de la
FR-VIH es el plasma; algunos sistemas de vigilancia basados en muestras de poblacion también
utilizan plasma, mientras que otros emplean suero [10]. No obstante, para las encuestas de FR-
VIH en el marco de la estrategia de la OMS, que recomienda un enfoque poblacional para las
pruebas de FR-VIH mas que el seguimiento individual de pacientes, se recomienda utilizar las
muestras residuales obtenidas para fines diagndsticos o clinicos cuando sea posible [1].

El uso de gotas de sangre seca (GSS) ofrece ventajas en varios entornos en los que el volumen de
muestras residuales es limitado, cuando no es posible separar y congelar con rapidez el plasma o
suero, y mantener las muestras congeladas a temperatura uniforme resulta dificil, o cuando
existen dificultades logisticas que limitan las probabilidades de enviar con éxito al laboratorio de
genotipificacion muestras congeladas. Otras alternativas incluyen muestras de gotas de plasma
seco o0 gotas de suero seco. Mientras la genotipificacion del VIH basada en plasma o suero
descifra el perfil de FR-VIH que se encuentra en la mayoria de la poblacién viral circulante, los
resultados obtenidos a partir de muestras de sangre entera (por ejemplo, muestras de GSS)
reflejan también la contribucion relativa del ADN del VIH encontrado en reservorios celulares
latentes [11]. En teoria, esto podria dar lugar a una incongruencia en los resultados obtenidos a
partir de GSS y de plasma, si bien los ultimos estudios han demostrado que las secuencias
obtenidas a partir de plasma y GSS son muy comparables [12,13].

Plasma

El plasma ha sido el tipo de muestra convencional utilizado para las pruebas de FR-VIH en
estudios de investigacion y aplicaciones clinicas. Se utilizan tubos de plasma anticoagulado con
citrato o acido edético para recoger muestras para el recuento de linfocitos CD4 y determinacion
de la carga viral antes de iniciar el TARV y durante el tratamiento, por lo que se pueden utilizar
facilmente para las encuestas de FR-VIH. Los estudios realizados han indicado que el éxito de la
amplificacion viral utilizando plasma depende de varios factores, entre otros, la carga de ARN
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viral, el tiempo transcurrido desde que se extrajo la sangre hasta que se separé el plasma, la
condicion del plasma después de la separacion, el tiempo transcurrido entre la separacion del
plasmay la congelacion, la temperatura de congelacién de las muestras de plasmay el tiempo
transcurrido antes de proceder a la extraccion, amplificacion y genotipificacion [14-17]. Dado
que los ciclos de congelacion-descongelacién pueden ser perjudiciales para la amplificacion, el
plasma congelado deberia ser transportado en hielo seco y no ser descongelado antes de la
genotipificacion [18]. Los estudios sobre las gotas de plasma seco son més limitados, pero se
puede asumir razonablemente que el fraccionamiento de la sangre en tiempo oportuno y su
almacenamiento en condiciones Optimas son igual de importantes para la preparacion de este tipo
de muestras [19]. Solamente deberia utilizarse el plasma como tipo de muestra para la
genotipificacion de la FR-VIH en entornos en los que este tipo de muestras puedan ser
debidamente procesadas y transportadas.

Suero

El suero es el tipo de muestra preferida para las pruebas de anticuerpos contra el VIH o
serovigilancia del VIH, lo que facilita relativamente organizar la obtencién de muestras de suero
para fines de vigilancia de la FR-VIH transmitida en entornos de diagnostico. Los estudios han
demostrado que las cargas virales en el suero son hasta 10 veces menores que en el plasma,
debido probablemente al blogueo del VIH durante la formacion de coagulos [20-22] (datos sin
publicar, Roche Diagnostic Systems, Inc.). Al igual que ocurre con el plasma, las ribonucleasas
siguen degradando los virus del VIH hasta que el suero es congelado. Es importante respetar las
recomendaciones sobre los tiempos de procesamiento para la separacion y congelacion de las
muestras de suero [15].

Gotas de fluido seco (sangre, suero o plasma)

Aunque el plasmay el suero se consideren las muestras idoneas para fines de genotipificacion,
no resultan practicas en muchos entornos con recursos limitados, debido a las limitaciones del
personal e instalaciones de laboratorio, la necesidad comun de realizar pruebas clinicas o
diagnosticas bésicas antes de alicuotar las muestras, y la falta de una cadena de frio e
instalaciones que aseguren condiciones Optimas de almacenamiento y transporte.

Se ha sefialado que las GSS son adecuadas para fines de serologia y diagnéstico molecular del
VIH [23], cuantificacidon del ARN viral [24] y recuento de linfocitos CD4 [25]. Mas
recientemente, se ha demostrado que las GSS son comparables al plasma como muestra para
fines de genotipificacion de la FR-VIH [12,13]. Asimismo, se ha demostrado que las gotas de
suero seco también constituyen un tipo de muestra viable para la genotipificacion de la FR-VIH
[26]; no obstante, el requisito de que la sangre deba ser extraida mediante venopuncidn, asi como
el necesario procesamiento de laboratorio posterior pueden limitar el uso de las gotas de suero
seco para fines de vigilancia en entornos con recursos limitados. En comparacién con las gotas
de suero seco, la sangre entera obtenida mediante puncion dactilar y absorcion de la sangre en
papel de filtro en forma de GSS no necesitaria ninguna manipulacién posterior por parte del
laboratorio. El uso cada vez mayor de GSS con fines diagnosticos y clinicos en poblaciones
pediatricas, y el pequefio volumen requerido (50-100 pl), también haria posible que fueran
utilizadas en encuestas de FR-VIH en la poblacion pediatrica VIH-positiva.

Antiviral Therapy 13 Suppl 2 © 2008 International Medical Press 7



S Bertagnolio et al. Estrategia de Laboratorios para la Farmacorresistencia de la
OMS/HIVResNet

La obtencidn de muestras de sangre en papel absorbente presenta ventajas Unicas para encuestas
epidemioldgicas y programas de deteccion a gran escala. Una vez que la gota de sangre se haya
secado, las ribonucleasas presentes en la sangre que degradan el ARN del VIH se inactivan, lo
que permite al virus mantenerse estable durante periodos prolongados. Dado que no es necesario
proceder a la congelacion de las muestras para almacenarlas a corto plazo, las muestras de GSS
se pueden transportar con mas facilidad en paises con recursos limitados, que pueden carecer de
los medios o infraestructuras necesarias para mantener las muestras congeladas durante su
transporte. Las GSS se utilizan de forma generalizada en muchos entornos con recursos limitados
como tipo de muestra para la serovigilancia del VVIH, lo que permite integrar facilmente las
pruebas de FR-VIH en los programas de vigilancia del VIH existentes. Asimismo, se pueden
preparar GSS a partir de la sangre anticoagulada extraida para fines de recuento de linfocitos
CD4 u otras pruebas clinicas de rutina, por lo que podrian constituir un tipo de muestra adecuada
para las encuestas de seguimiento de la FR-VIH. Ademas, el papel absorbente especialmente
formulado para la toma de sangre es poco costoso y esta disponible comercialmente.

Procesamiento de las muestras

El establecimiento de normas para la obtencion, manipulacion, envio y almacenamiento de
muestras para pruebas de FR-VIH es una etapa fundamental a fin de producir resultados de
laboratorio exactos. La red de laboratorios facilita documentos con directrices que permiten
normalizar todos los componentes de las pruebas de laboratorio de FR-VIH, entre otras, relativas
a la obtencion, manipulacion, envio y almacenamiento de las muestras (Cuadro 2). Es importante
seguir estas recomendaciones para asegurar la integridad de las muestras y la calidad de los datos
de secuencias. Por ello, los paises deben incorporarlas en su estrategia nacional relativa a las
pruebas de FR-VIH para apoyar las encuestas de FR-VIH.

Garantia de la calidad

La garantia de la calidad es un elemento primordial de las encuestas de FR-VIH. Aungque muchos
laboratorios en paises con ingresos bajos y medianos tienen experiencia en la genotipificacion, la
ausencia de metodologias normalizadas para las diferentes regiones incide de forma negativa en
la fiabilidad y comparabilidad de los datos. Para garantizar la obtencion de resultados coherentes
en laboratorios de pruebas de FR-VIH geograficamente muy dispersos se utilizan diversos
métodos, entre otros, la aplicacion de criterios estandar de acreditacion, difusion de documentos
de orientacion, capacitacion, uso de pruebas validadas y participacion en programas externos de
pruebas de competencia para genotipificacion de la FR-VIH.

La finalidad de los programas de garantia de la calidad es asegurar que todos los laboratorios de
la red apliquen las mismas normas, independientemente de la categoria a la que pertenezcan
como miembro de la red, permitiendo de ese modo mejorar constantemente la eficacia de la red.

Para ser acreditado, un laboratorio debe superar con éxito las pruebas de competencia de la
OMS.

El programa de pruebas de competencia de la OMS se elabora teniendo en cuenta los siguientes
aspectos: las muestras utilizadas para las pruebas de competencia deben proceder de muestras
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clinicas diluidas o propagacion en cultivo celular; las pruebas de competencia deben contener
muestras con varios codones mutantes en las regiones de la transcriptasa inversa y la proteasa,
asi como codones naturales; las pruebas de competencia deben incluir un minimo de cinco
muestras diferentes; en las pruebas deben estar representados varios subtipos del VIH-1 (por lo
menos un subtipo B, un subtipo C y por lo menos un subtipo no B/no C); las muestras deben
tener una carga viral minima de 5.000 copias/ml; las muestras empleadas en las pruebas de
competencia deben ser compatibles con todas las pruebas comerciales (todas las muestras de las
pruebas deben ser validadas utilizando todos los kits comerciales antes de su distribucion); y las
pruebas de competencia pueden incluir muestras que contengan una mezcla igual de dos
variantes de virus definidas.

Las pruebas se distribuyen como minimo una vez al afio bajo la direccion de la OMS. Los
resultados de los laboratorios individuales se puntuaran comparando la secuencia de cada
laboratorio con la secuencia consenso derivada de todos los laboratorios participantes
(laboratorios nacionales, regionales y especializados de farmacorresistencia). A fin de obtener
una secuencia consenso valida, por lo menos 10 laboratorios deberan realizar cada una de las
pruebas. Para preparar la secuencia consenso, primeramente se alinean las secuencias
presentadas por todos los laboratorios participantes en el programa. En cada posicion del
alineamiento, se incluye en la secuencia consenso el nucledtido, o mezcla de nucledétidos,
observado en >80% de las secuencias presentadas. Para superar las pruebas de competencia, la
concordancia de los codones asociados a la resistencia (para mutaciones mayores y menores) en
las regiones de la transcriptasa inversa y la proteasa, asi como la concordancia general de la
secuencia de nuclettidos debe ser 199%.

Es primordial que los laboratorios de la red mantengan contacto regular entre si a fin de revisar
los progresos realizados, elaborar estrategias para la realizacion de pruebas, examinar nuevas
metodologias y, en general, mejorar la eficacia de la red. La participacion anual en las pruebas de
competencia reconocidas por la OMS/HIVResNet es obligatoria para todos los laboratorios
nacionales, regionales y especializados que han obtenido la acreditacion. Ademas, todos los
laboratorios candidatos que desean ser acreditados por la OMS deben participar en los programas
de pruebas de competencia de farmacorresistencia de la OMS. Por el momento, el National
Institutes of Health, en nombre de la OMS, ha aceptado elaborar un conjunto de pruebas de
competencia basado en las especificaciones de la OMS y distribuirlo a los laboratorios de las
distintas regiones del mundo que desean obtener la acreditacion de la OMS. En el futuro, esta
funcién podria ser asumida por uno de los laboratorios especializados. En enero de 2008, se
habian enviado las pruebas de competencia a 33 laboratorios que habian solicitado la
acreditacion de la OMS. Hasta la fecha, Quality Control for Molecular Diagnostics (Glasgow,
Reino Unido), ha realizado el analisis de las pruebas de competencia y proporcionado resultados
ala OMS.

Acreditacion por la OMS de laboratorios de FR-VIH

El objetivo principal del proceso de acreditacion es asegurar que todos los laboratorios logren el
mismo nivel de rendimiento. Solamente los laboratorios de genotipificacion acreditados por la
OMS obtienen el estatus de miembros plenos de la Red de Laboratorios de la HIVResNet. El
proceso de acreditacion ofrece a los laboratorios una oportunidad de aprendizaje, ademas de
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constituir un mecanismo para identificar las necesidades en materia de recursos y capacitacion, y
permitir evaluar el progreso de los laboratorios. El proceso de acreditacion se divide en tres
etapas, a saber, solicitud, visita de evaluacion y acreditacion, y prevé la realizacion de revisiones
anuales del rendimiento. La acreditacion de los laboratorios para la realizacion de pruebas de
genotipificacion de la FR-VIH a partir de muestras de plasma o GSS se obtiene por separado.

Cuadro 2. Recomendaciones clave de la OMS/HIVResNet sobre el almacenamiento y transporte de muestras

Procesamiento de plasma o suero para fines de encuestas de FR-VIH

e Las muestras de sangre entera deben mantenerse a temperatura ambiente (15-30°C) desde el momento de su
obtencion hasta la centrifugacién y separacion. Las muestras recogidas para pruebas de FR-VIH deben ser
fraccionadas y el suero/plasma debe ser refrigerado de preferencia en un plazo de 24-48 h. (y en ningln caso
transcurridas mas de 72 h.). Las alicuotas deben ser congeladas dentro de las 96 h. siguientes a la recogida de
la muestra.

e Enlos casos en los que las pruebas de FR-VIH se realicen a partir de muestras obtenidas para fines de
determinacion de la carga viral del VIH, la sangre debe ser fraccionada y congelada en un plazo méximo de 24—
48 h. desde el momento de su extraccion.

e Se debe obtener por lo menos 1 ml (500 pl es el volumen minimo exigido para extraccion) de plasma o suero y

almacenarlo a [-20°C.

Debe evitarse las congelaciones y descongelaciones multiples.

Las muestras congeladas siempre deben ser transportadas en hielo seco.

Los envios deben prepararse en condiciones consideradas adecuadas para materiales infecciosos.

Los tubos deben ser etiquetados utilizando marcadores de tinta indeleble y etiquetas resistentes a la

congelacion.

Almacenamiento* y envio de GSS para encuestas de FR-VIH

Almacenamiento de corta duracién (<30 dias) de GSS en el centro de recoleccién.

e Asegurese que las GSS estan completamente secas antes de embalarlas.

e Para evitar la contaminacién, manipule el papel de filtro por los bordes.

e Coloque de forma individual las GSS secas en una bolsa de plastico impermeable al gas sellada con cierre
hermético que contenga 1-2 pastillas secantes (para eliminar la humedad residual) y tarjetas que indiquen la
humedad.

e Almacene las GSS a temperatura ambiente (15—-30°C) durante un periodo maximo de 2 semanas, evitando su
exposicion directa a la luz.

e Los materiales de acidos nucléicos de las GSS son sumamente sensibles a la degradacién en presencia de
humedad. Compruebe a diario la tarjeta indicadora de humedad y cambie las pastillas secantes si el color
indicador cambia de azul a rosa.

e Transporte las GSS a temperatura ambiente desde el centro de recoleccion hasta el laboratorio de
procesamiento que realizara las pruebas de genotipificacion lo antes posible (de preferencia en un plazo de 7 a
14 dias).

e En entornos en los que no sea posible, transporte las GSS a temperatura ambiente a un laboratorio con un
suministro eléctrico constante y almacénelas a [-20°C en un congelador en que se haya evaluado la humedad y
se haya confirmado su idoneidad para el almacenamiento a largo plazo de las GSS.

Almacenamiento de larga duracién (>30 dias) de GSS en el laboratorio central.

o El almacenamiento de larga duracion de las GSS deberia realizarse en un establecimiento central. Las GSS
deben almacenarse, con secante, a [-20°C en las bolsas originales herméticamente cerradas que no se hayan
abierto.

Envio de GSS

e Las GSS deben ser enviadas como material no infeccioso.

o Afin de preparar las GSS para ser transportadas, cambie los secantes antes de su transporte si las bolsas han
permanecido en el centro durante mas de 7 dias antes de su transporte, incluso si el indicador sigue siendo de
color azul.

e Las GSS que han sido almacenadas a temperatura ambiente deben ser enviadas a temperatura ambiente.

e Las GSS que han sido congeladas deben ser transportadas en hielo seco y es necesario dejar que se equilibren
completamente a temperatura ambiente durante un minimo de 30 minutos antes de abrir la bolsa. Una vez
equilibradas, se debe abrir la bolsa exterior y sustituir el secante con secante nuevo. Debe colocar las GSS
equilibradas en un sobre y enviarlas a temperatura ambiente.
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Amplificacién y secuenciacion

o Los laboratorios que realizan pruebas de genotipificacion deben establecer un alto nivel de normalizacion,
adoptando, entre otros, un control de la calidad de la capacitacion del personal y el uso de procedimientos
normalizados de trabajo revisados externamente por expertos.

o Para los laboratorios que estan iniciando la genatipificacién del plasma y suero, se prefiere el uso de kits de
pruebas mas que la utilizacion de pruebas “caseras” o de fabricacién interna.

e Las pruebas de fabricacion interna sélo deberian utilizarse después de ser debidamente validadas, lo que incluye
una evaluacion del rendimiento de la prueba con distintos subtipos del VIH-1.

e Las pruebas de FR-VIH que utilizan GSS deberia realizarse Unicamente en un laboratorio con la debida
experiencia.

o Es fundamental secuenciar las dos cadenas de ADN.

e Las regiones minimas para las que se debe reunir informacién de secuencia son los codones 10-99 de la
proteasa y los codones 41-220 de la transcriptasa inversa.

*Es necesario realizar estudios mas sistematicos para comprender mejor la estabilidad del material genético en las
GSS (gotas de sangre seca) almacenadas a diferentes temperaturas y durante distintos periodos de tiempo. La OMS
(Organizacion Mundial de la Salud) actualizara regularmente sus recomendaciones para reflejar los nuevos datos
disponibles. FR-VIH: farmacorresistencia del VIH.

Cuadro 3. Criterios evaluados para los laboratorios candidatos que desean obtener la acreditacion de la OMS

Criterios obligatorios
Laboratorios nacionales de FR-VIH
o Ellaboratorio debe haber sido designado por el Ministerio de Salud como laboratorio candidato para realizar
pruebas de FR-VIH en el marco de la estrategia nacional.
o Existencia de una estrategia nacional para la vigilancia y/o seguimiento de la FR-VIH de la OMS elaborada por el
Ministerio de Salud.
o Existencia de una infraestructura minima para la genotipificacion de la FR-VIH.
e« Mas de 1 afio de experiencia en la genotipificacion de los virus del VIH o ARN y >100 muestras analizadas.
o Participacion exitosa en el programa de pruebas de competencia de la OMS.
Laboratorios regionales de FR-VIH
e Carta de acuerdo del Ministerio de Salud.
e Mas de 1 afio de experiencia en genotipificacion de la FR-VIH.
o Existencia de infraestructura minima para la genotipificacion de la FR-VIH.
o Participacion exitosa en el programa de pruebas de competencia de la OMS.
Laboratorios especializados de FR-VIH
e Superacion de las pruebas de competencia de la OMS.
o Experienciay liderazgo reconocidos a escala internacional en el ambito de la genoatipificacién de la FR-VIH.
Criterios de acreditacion
Laboratorios nacionales de FR-VIH
o Infraestructura y equipamiento de laboratorio completos para la genotipificacion de la FR-VIH.
e Conocimientos especializados adecuados por parte del personal de laboratorio, con un minimo de un profesional
de laboratorio dedicado exclusivamente a la genotipificacion de la FR-VIH.
o Experiencia del laboratorio en genotipificacion:
= Numero de afios de experiencia en genotipificacion del VIH o en genoatipificacién, basada en analisis
secuencial, de otros virus ARN distintos del VIH.
= Numero de muestras de VIH secuenciadas.
o Estructura de gestién del laboratorio y sostenibilidad financiera.
o Procedimientos normalizados de trabajo documentados y debidamente implementados.
o Participacion exitosa en un programa de garantia de la calidad distinto al de la OMS durante el Ultimo afio.
Laboratorios regionales de FR-VIH
o Experienciay liderazgo reconocidos a escala regional en ciencias de laboratorio en el ambito del VIH.
o Infraestructura y equipamiento de laboratorio completos para la genotipificacion de la FR-VIH.
o Experiencia del laboratorio en genotipificacion de la FR-VIH:
= Numero de afios de experiencia en genotipificacidin de la FR-VIH.
= Numero de muestras de VIH genotipificadas.
=  Conocimientos especializados por parte del personal en genotipificacion, incluidas otras técnicas diferentes
a las de los kits comerciales.
o Experiencia en la imparticion de formacion y establecimiento de iniciativas de colaboracion en ciencias de
laboratorio en los ultimos 3 afios.
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o Sostenibilidad administrativa y financiera del laboratorio; voluntad de solicitar fondos para llevar a cabo
actividades regionales de servicios de referencia en FR-VIH.

e Conocimientos especializados por parte del personal del laboratorio, con un minimo de dos auxiliares de
laboratorio capacitados en genotipificacion de la FR-VIH.

e Todos los procedimientos normalizados de trabajo documentados y debidamente implementados.

e Capacidad de prestar servicios de virologia de referencia a otros laboratorios.

o Participacion exitosa en programas de garantia de la calidad distintos al de la OMS durante los 2 Gltimos afos.

Laboratorios especializados de FR-VIH

o Laboratorio preparado para la genaotipificacion de la FR-VIH.

o El laboratorio realiza investigaciones originales en FR-VIH.

o Experiencia del laboratorio en genotipificacién del VIH:

= Numero de afios de experiencia en genotipificacidin de la FR-VIH.
= Numero de muestras de VIH genotipificadas.
= Numero de afios de experiencia realizando pruebas no comerciales de FR-VIH.

o Experiencia en la imparticion de formacion y establecimiento de iniciativas de colaboracién en el ambito de la FR-
VIH en los ultimos 3 afios.

o Sostenibilidad administrativa y financiera del laboratorio, y capacidad de apoyar las actividades de la HIVResNet
de la OMS a través del presupuesto central del laboratorio y/u obteniendo financiamiento de fuentes externas en
caso necesario.

e Conocimientos especializados por parte del personal del laboratorio, con un minimo de dos auxiliares de
laboratorio capacitados en genotipificacion de la FR-VIH.

e Procedimientos normalizados de trabajo claramente documentados y debidamente implementados.

e Capacidad de prestar servicios de virologia de referencia a otros laboratorios.

o Participacion exitosa en programas de garantia de la calidad distintos al programa de la OMS durante los 2
ultimos afios.

e Voluntad de intercambiar informacion y trabajar en cooperacion con la OMS y otros laboratorios de la Red de FR-
VIH.

FR-VIH: farmacorresistencia del VIH; OMS: Organizacién Mundial de la Salud.

Para obtener la acreditacion, los laboratorios candidatos nacionales, regionales o especializados
de farmacorresistencia deben cumplir una serie de criterios obligatorios y obtener la puntuacion
requerida en los criterios de acreditacion adicionales (Cuadro 3). Antes de que un laboratorio
candidato reciba una visita de evaluacién, debe completar una solicitud que incluye una lista de
control y un cuestionario de evaluacién. El laboratorio debe remitir la solicitud a la OMS, junto
con los documentos adicionales solicitados. La lista de control permite determinar si el
laboratorio cumple con los requisitos minimos para gque se considere su evaluacion. Durante el
proceso de evaluacion se examinaran todos los aspectos significativos de la lista de control, que
tiene también por finalidad orientar a los laboratorios en sus preparativos para la etapa de
evaluacidn. Si la solicitud es aprobada, se realizard una visita de evaluacion in situ del
laboratorio para verificar sus competencias y capacidades. La visita de evaluacion para fines de
acreditacion incluye una evaluacion de la experiencia y capacidad del laboratorio en
secuenciacion del VIH, asi como de una serie de indicadores de rendimiento tales como las
competencias del personal, las instalaciones, el equipamiento, las practicas de gestion, la
seguridad y la sostenibilidad financiera. A los laboratorios que no cumplen con los criterios se
les instard a aplicar las recomendaciones formuladas a fin de satisfacer las normas de
acreditacion.

Si en la visita de evaluacion el laboratorio obtiene resultados positivos, éste debera pasar y
superar las préximas pruebas de competencia reconocidas por la OMS disponibles. La
secuenciacion exitosa de muestras proporcionadas en el marco del programa mundial de pruebas
de competencia en genotipificacion es un elemento clave para recibir y mantener la acreditacion.
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La Red de Laboratorios de FR-VIH de la OMS/HIVResNet todavia se encuentra en su fase de
ampliacion, y se va estableciendo a medida que los paises centran sus actividades y recursos en
la ampliacién acelerada del acceso a tratamiento antirretroviral y en planes nacionales para el
control de la FR-VIH. El proceso de acreditacion empezé en noviembre de 2005 con el objetivo
de lograr una cobertura mundial para 2008—-2009. En agosto de 2007, se habian realizado visitas
de evaluacion para fines de acreditacion a 30 laboratorios, pertenecientes a las regiones de la
OMS de Africa, Asia Sudoriental, Pacifico Occidental y el Caribe. Los resultados de las visitas
de evaluacion y de las pruebas de competencia fueron presentados bajo anonimato a un comité
independiente de expertos internacionales en el campo de la FR-VIH y ciencias de laboratorio en
el area del VIH.

Hasta ahora, en 2007 se ha otorgado la acreditacion a cuatro laboratorios especializados, dos
laboratorios regionales y un laboratorio nacional (Cuadro 4). Aunque varios laboratorios
candidatos demostraron aplicar buenas normas, se les animo a implementar una serie de
recomendaciones a fin de obtener la acreditacion.

Conclusion

La necesidad de contar con una metodologia estandar para las encuestas de FR-VIH exige
adoptar un enfoque colectivo normalizado para las pruebas de laboratorio de la FR-VIH en todo
el mundo, incluidos los entornos con recursos limitados. El establecimiento por la OMS de la
Red Mundial de Laboratorios de la OMS/HIVResNet esta avanzando con rapidez. Su creacion se
ha inspirado en el ejemplo exitoso de otras redes coordinadas por la OMS, por ejemplo, en el
ambito de la poliomielitis, el sarampion, la gripe y la tuberculosis. El proceso de acreditacion de
los laboratorios de FR-VIH de la OMS empez6 en noviembre de 2005, fijAndose como meta
lograr la cobertura mundial para 2008-2009. Para julio de 2007, con un apoyo internacional
adecuado, esta red podra ofrecer datos fiables para las actividades de control de la FR-VIH a
escala nacional, regional y mundial.

Cuadro 4. Laboratorios acreditados por la Organizacién Mundial de la Salud a fecha de 2007

Laboratorios especializados

e University Medical Center Utrecht, Department of Virology, Utrecht, Paises Bajos

e UMR145, AIDS and Associated Diseases, IRD and UM1, Montpellier, Francia

o Laboratorio de Biologia Molecular, Departamento de Enfermedades Infecciosas, Hospital Carlos Ill, Madrid,
Espafia

e National Laboratory for HIV Genetics, Public Health Agency of Canada, Ottawa, Canada

Laboratorios regionales
e Service de Virologie Immunologie, Centre Hospitalier Universitaire de Fort de France, Martinica
¢ Clinical Research Laboratory, Burnet Institute, Melbourne, Australia

Laboratorios nacionales
« National AIDS Research Institute, Pune, India
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