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RESUMEN

A mas de una década de la descripcion de los retrovirus, del surgimiento del sindrome
de inmunodeficiencia adquirida, del aislamiento y demostracion del papel etiopatogénico
de los virus de inmunodeficiencia humana (HIV 1 y 2), se ha desarrollado toda una
gama de elementos diagnosticos y terapéuticos, siendo necesario establecer
lineamientos para facilitar su comprension y manejo; en la actualidad el diagnéstico se
lleva a cabo con diversos procedimientos inmunolégicos, citométricos, virologicos, y
mas recientemente de biologia molecular. En este trabajo se propone una estrategia
para el posible abordaje diagnéstico dependiendo de cuatro situaciones clinicas: 1)
Individuo con riesgo de infeccion por HIV, 2) Adulto HIV positivo con o sin
manifestaciones de SIDA, 3) Neonato de madre HIV positiva y 4) Paciente bajo
tratamiento con drogas antivirales. Hoy dia se dispone de esquemas terapéuticos
combinados con inhibidores de transcriptasa reversa (ITR) e inhibidores de Proteasa
(IP) que han logrado aumentar la supervivencia y mejorar el pronéstico de los
pacientes. En este documento se presentan los datos disponibles sobre la confiabilidad
y aplicabilidad de las pruebas diagndsticas incluyendo el problema de los costos, el cual
sin duda cobra una gran importancia cuando se contempla no sélo desde el punto de
vista individual sino que se escala al problema epidemiolégico, resultando en todo un
reto economico significativo para los paises en desarrollo.

PALABRAS CLAVE: HIV, SIDA, biologia molecular, inmunoensayos, diagnéstico por
laboratorio, tratamiento antiviral, costos de atencidon médica.



ABSTRACT

After more than a decade, since the initial description of Retrovirus, the emergence of
AIDS, the isolation and demonstration of the etiopathogenic role of human
immunodeficency virus type 1 and 2; a wide range of diagnostic and therapeutic
elements have been described making imperative the need to establish guidelines to
understand and facilitate their management. Actually diagnosis is achieved through
immunological, cytometric, virological and molecular biology procedures. In this
document we intend to present four strategies according to four clinical situations: 1)
Individual with risk HIV infection, 2) HIV positive adult with or without AIDS clinical
symptoms. 3) HIV positive new-born and 4) Patient under HIV antiviral treatment.
Nowadays several therapeutic regimen are available combining Reverse Transcriptase
Inhibitors (RTI) with Protease Inhibitors (Pl) resulting in a better survival and life quality.
Available data are presented according on test’s reliability and applicability including
costs’ problematic which undoubtedly will represent a significative impact not only on an
individual basis but on great scale when conceived on the epidemiological scope, which
will be more severe most significative on developing countries.

KEY WORDS: VIH, AIDS, molecular biology, immunoassays, laboratory diagnose,
antiviral treatment, cost of medical care.

Introduccion

Los virus de inmunodeficiencia humana tipo 1y 2 (HIV-1 y 2) pertenecen al grupo de los
retrovirus descrito por Baltimore y Temin en 1970, cuando demostraron que éstos son
capaces de codificar una DNA polimerasa dependiente de RNA (transcriptasa reversa)
y de transcribirse a través de un producto intermedio de DNA, dando origen a un
fragmento gendmico de DNA, el cual se integra ulteriormente en el cromosoma del
huésped y se transcribe como un gen celular. Vale la pena destacar que este
descubrimiento que merecio el Premio Nobel, contradice el dogma de que la
informacion genética solo se transmite del DNA al RNA vy finalmente a las proteinas. A
principios de la década de los ochenta, quedoé plenamente establecido que los virus HIV
son los causantes del sindrome de inmunodeficiencia adquirida. Estos retrovirus
pertenecen a la familia lentivirus, de la que filogenéticamente existen nueve subtipos de
HIV-1 (ocho en el Grupo M: A-H y uno en el Grupo O) y 2 subtipos de HIV-2 (A 'y B).

Los subtipos A, C y D predominan en Africa y el subtipo B predomina en Norteamérica y
en Europa; HIV-1 es el tipo mas comun en el mundo occidental, mientras que HIV-2 es



reportado sobre todo en Africa.

Conforme a datos de la XI Conferencia Internacional de SIDA, celebrada en el mes de
julio de 1996 en Vancouver Canada, en el mundo existen mas de 28 millones de
portadores de HIV, con aproximadamente cinco millones de casos acumulados de
SIDA, de los cuales el 10% son nifios. Como consecuencia de que ocurren mas de
7,000 nuevas infecciones diariamente y que un promedio de 1,400 nifios nacen
infectados por dia, se calcula que para fin de siglo existiran 40 millones de personas
portadoras del virus de un total de 6,000 millones de seres humanos (0.66 %). En
México se describid el primer caso en 1983, desde entonces y hasta junio de 1997 el
numero total de casos acumulados es de 31,000. Los estados de la Republica que
muestran un mayor numero de pacientes son por orden de frecuencia, el Distrito
Federal, Estado de México, Jalisco, Nuevo Ledn y Puebla.

Conforme han ido avanzando la ciencia y la tecnologia, diversos procedimientos
diagnésticos y terapéuticos han surgido para el manejo de la infeccion por HIV, del
SIDA y de las enfermedades oportunistas que lo acompafan, por lo que se ha hecho
necesario establecer lineamientos para facilitar su manejo; en la actualidad ya se
dispone de esquemas terapéuticos combinados con inhibidores de transcriptasa reversa
(ITR) e inhibidores de proteasa (IP) que han logrado aumentar la supervivencia y
mejorar el pronodstico de los pacientes. Adicionalmente se sigue investigando con
diversas formas de vacunacion sin haber logrado el éxito deseado.

El diagnéstico se lleva a cabo con diversos procedimientos, dentro de los que se
incluyen los seroldgicos, citolégicos, cultivos, y mas recientemente las pruebas de
biologia molecular, lo que ha condicionado que en la actualidad se hayan desarrollado
diversas estrategias, dependiendo de al menos cuatro diferentes situaciones clinicas:

Caso No. 1. Individuo con riesgo de infeccion por HIV.
Caso No. 2. Adulto HIV positivo con o sin manifestaciones de SIDA.
Caso No. 3. Neonato de madre HIV positiva.

Caso No. 4. Paciente bajo tratamiento con drogas antivirales.



Caso No. 1. Individuo con riesgo de infeccion por HIV

* Deteccion de Anticuerpos HIV-1/2 ELISA.
* Deteccion de antigeno p24.
* Cultivo viral.

* Deteccion de HIV por PCR.

Los contactos con un individuo seropositivo a través de relacidon sexual o por medio de
material punzocortante incluyendo agujas hipodérmicas, exposicion sanguinea, etc.,
representan las situaciones mas comunes por las que un individuo se expone al riesgo
de adquirir la infeccion por HIV. En esta situacion, del 50 al 93% de los casos
presentaran un cuadro de «primoinfeccién» con diversos sintomas gripales, llegando
inclusive a manifestaciones neurolégicas pasando por un cuadro tipo mononucleosis
infecciosa. El cuadro clinico se puede prolongar hasta por mas de dos meses, siendo
esto un signo de mal prondstico para desarrollar SIDA. Generalmente esta etapa
revierte espontaneamente, quedando clinicamente latente por un periodo de 1 a mas
de 10 afios, dependiendo de diversos factores dentro de los que se incluye la magnitud
de la carga viral basal y la supresion de linfocitos T CD4+.

* Deteccion de anticuerpos anti HIV (ELISA)

Cuando un individuo sufre una exposicion de alto riesgo al HIV, resulta necesario
realizar la deteccion inmediata de anticuerpos contra el virus por el método ELISA,
partiendo de una determinacion basal, seguida de una serie a las seis semanas, 12
semanas Yy seis meses. Esta metodologia es ampliamente utilizada por los laboratorios
clinicos en la actualidad, se trata de una técnica heterogénea que se realiza en
multiples fases, sensible, con la que se pueden cuantificar las concentraciones, tanto de
antigenos como de anticuerpos, empleando ya sea antigenos o anticuerpos
monoclonales marcados con enzimas en diversos soportes en fase solida, incluyendo
tubos de ensaye, perlas de vidrio, microplacas, etc. siendo entonces una prueba directa
o indirecta. La intensidad de la reaccion se cuantifica después de adicionar el
espécimen y el sustrato, a los complejos antigeno-anticuerpo, ocurriendo un cambio de
color directamente proporcional a la concentracion de la molécula que se desea
cuantificar. La confiabilidad de la deteccién de anticuerpos tiene una sensibilidad mayor
de 99% y una especificidad mayor de 98% cuando se hace con el método ELISA con



controles de calidad adecuados (cuadro |). Hoy dia existen metodologias alternativas
tales como la hemaglutinacion, las cuales resultan practicas en Bancos de Sangre en
situaciones de urgencia, asi como en regiones apartadas en las que se carece de
metodologias inmunoenzimaticas adecuadas.

Cuadro I.

Causas de falsos positivos

Causas de falsos negativos

Enfermedad hematolégica maligna

Periodo de ventana previo a seroconversion

Infecciones por virus DNA

Terapia inmunosupresora

Enfermedades autoinmunes

Transfusion sanguinea masr./a

Mieloma multiple

Neoplasias malignas

Cirrosis biliar primaria

Disfuncién de linfocitos B

Hepatitis aicohdlica

Trasplante de médula 6sea

Vacuna de influenza

Reactivos disefiados para deteccion de Ag.
p24

Vacuna de hepatitis B

Talco de guantes de latex

Inmunidad pasiva transitoria




Anticuerpos antilinfocitos tipo Il

Trasplante renal

Insuficiencia renal cronica

Sindrome de Stevens-Johnson

VDRL positivo

La mayoria de los individuos inmunocompetentes infectados se hacen seropositivos
antes del 60 mes. Como se menciono previamente, a las 2-4 semanas de exposicion el
50% de los individuos pueden desarrollar un sindrome de mononucleosis infecciosa.
Durante este periodo el Ag. p24 es positivo y se hace negativo al aparecer los
anticuerpos en la prueba. Aunque las pruebas ELISA son capaces de distinguir los
isotipos IgG de los IgM, para fines practicos, por lo general no se emplea esta
capacidad tecnoldgica en la clinica.

* Ag. p24 HIV (figura 1)
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Figura |. Estructura del viridn v ublcacién de Ag. pl4.

Figura 1. Estructura del viron y ubicacion de Ag. p24.

La antigenemia que generalmente refleja la replicacion viral también puede ser
detectada por medio de un ensayo ELISA, aun antes de la seroconversion que
generalmente ocurre entre la semana tres y la 12 postinfeccién. Recientemente se ha
establecido que la deteccidon de p24 también se puede realizar en LCR ya que existen
casos con manifestaciones neuroldgicas en los que se ha demostrado la presencia del
HIV en LCR cuando aun es negativo en sangre periférica. El monitoreo de la
antigenemia tiene un valor pronéstico. Ag. p24 tiene una especificidad del 99%. La
sensibilidad del antigeno varia dependiendo del estado clinico; partiendo desde un 4%
en asintomaticos, 56% en CRS hasta 76% en SIDA.

En ciertas condiciones la deteccion del Ag. p24 por el método de ELISA puede ser
dudosamente negativa o dar resultados bajos, en estas condiciones es conveniente
disociar el antigeno de los complejos inmunes circulantes in vitro con acido, con lo cual
se facilita la deteccidn del antigeno. Si la prueba es positiva conviene confirmar el
hallazgo por medio de la prueba de neutralizacion, en la que se utilizan sueros
hiperinmunes capaces de formar complejos en el espécimen, con los que se logra
cuando menos una reduccion del 50% en la intensidad de la reaccién, cuando se
compara con la del suero no neutralizado. En funcion de que esta prueba es capaz de



acortar el periodo de ventana existente entre el momento de la infeccién y la aparicion
de anticuerpos HIV demostrables por ELISA, en los Estados Unidos se ha analizado el
costo/beneficio de incluir esta prueba en el estudio integral del donador de los Bancos
de Sangre, habiéndose llegado a la conclusion de que el costo de este procedimiento
no justifica el beneficio.

 Cultivo viral

Aunque esta prueba podria ser considerada como el «estandar de oro» para detectar la
infeccidn por HIV, debido a que tiene una confiabilidad de mas del 98%, en realidad es
un procedimiento poco usado por ser caro, riesgoso (expone al personal del laboratorio
a grandes concentraciones del virus), laborioso (requiere de manejo muy especializado)
y lento (requiere de varias semanas de incubacion). El estudio se puede realizar en 20
mL de sangre total o en plasma obtenido en ACD, CPD o heparina, a partir del cual se
obtienen células mononucleares de sangre periférica (CMSP) con un gradiente de Ficoll
Hypaque. Este estudio también se puede realizar en LCR, semen y otros tejidos, células
o liquidos organicos, requiriéndose una muestra de 2 mL minimo. Las muestras se
transportan en un medio RPMI 1640 con glutamina y se envian a temperatura ambiente
para iniciar su proceso en el laboratorio antes de 24 horas. Los resultados pueden ser
cualitativos o cuantitativos expresandose en pg/mL

* Deteccion de HIV por PCR

En 1953, un fisico inglés y un bioquimico norteamericano, Francis Crick y James
Watson respectivamente, reunieron toda la informacion disponible para elaborar un
modelo revolucionario de las moléculas de acidos nucleicos, modelo que se representd
como una doble hélice de bases puricas y pirimidicas enlazadas en cadenas paralelas
por medio de azucares y fosfatos, dando como resultado los acidos
desoxirribonucleicos conocidos como DNA. En 1985, Mullis describié la amplificacién in
vitro de un fragmento especifico o «sonda» de DNA (probes) por medios enzimaticos
(DNA-polimerasa), lo cual representa una poderosa herramienta de la tecnologia
molecular con multiples aplicaciones en microbiologia. La amplificacion del DNA permite
incrementar la sensibilidad y la especificidad del diagndstico. Con este método es
posible reproducir un billén de copias de una sola molécula de DNA en cuestion de
horas. El estudio de las secuencias permite detectar e identificar el agente causal de
una enfermedad, establecer su genotipo, su virulencia y la susceptibilidad al
tratamiento. En 1989, la revista Science consider6 que se trata del descubrimiento mas
importante de la década, habiendo pronosticado que esta herramienta cambiaria el



curso de la historia de la medicina.

Con la reaccion de polimerasa en cadena es posible detectar DNA proviral antes de la
seroconversioén de los individuos infectados, ademas de poder demostrar infeccién en
sujetos agammaglobulinémicos. La PCR es capaz de detectar desde una célula
infectada por 3,000 leucocitos totales. El plasma debe ser obtenido con ACD o EDTA.
Debe ser separado y congelado antes de cuatro horas. La prueba puede ser realizada
en suero; sin embargo, pierde sensibilidad analitica por reduccidn en las cargas virales.
El volumen pediatrico minimo es de 0.5 mL; no obstante, se recomienda un volumen
medio de 2 mL de muestra. En el método cuantitativo los valores de referencia son
menos de 400 copias/mL; cuando se utiliza el método ultrasensible se pueden
cuantificar desde menos de 25 hasta mas de un milléon de copias/mL. Resultados
obtenidos en Specialty Labs, California USA, indican que uno de cada tres pacientes
tienen cargas virales de menos de 400 copias por lo que es conveniente solicitar
estudios ultrasensibles. Estas pruebas no estan recomendadas por la FDA para
diagnastico clinico pues aun se consideran como de investigacion, por lo que no se
deberan utilizar en forma aislada, debiéndose emplear en conjunto con criterios clinicos
y pruebas diagndsticas establecidas.

La carga viral plasmatica correlaciona directamente con la progresion y con la sobrevida
del paciente en forma inversa. Cargas virales de mas de 40,000 copias/mL
correlacionan con una rapida progresion y una sobrevida a cinco afios de menos del
50%. Cargas virales de menos de 5,000 copias se asocian a baja progresion y
sobrevida a cinco afios de mas del 95%.

Caso No. 2. Adulto HIV positivo con o sin manifestaciones de SIDA

* Deteccion de anticuerpos HIV-1/2 ELISA

» Confirmacioén de infeccion Western Blot

* Citometria de flujo

» Marcadores subrogados: Neopterina/b2 microglobulina

La situacion puede ser desde la de un adulto asintomatico que se detecta como



portador de anticuerpos HIV en una prueba de escrutinio hasta el caso del paciente con
manifestaciones clinicas de SIDA o del complejo relacionado (CRS), incluyendo pérdida
de peso, candidiasis mucofaringea, infecciones respiratorias y gastrointestinales
oportunistas, asi como la presencia de neoplasias caracteristicas dentro de las que
destaca el sarcoma de Kaposi.

Los examenes indispensables para la evaluacién son:

1. Biometria hematica completa en la que los datos sugestivos de SIDA son:

* Leucopenia < 4,000 leucocitos/mm 3
« Linfocitopenia < 1,500 leucocitos/mm 32

» Trombocitopenia < 150,000 plaquetas/mm ;

2. Serologia basal: VDRL, TORCH y HBsAg

3. Quimica completa: Glucosa, urea, creatinina, acido urico, colesterol, triglicéridos,
indice LDL/HDL, proteinas A/G, calcio, fosforo, bilirrubinas fraccionadas, TGO (ASAT),
TGO (ALAT), fosfatasa alcalina, gamma glutamil transpeptidasa, hierro.

4. Examen general de orina

* Deteccion de anticuerpos anti HIV (ELISA)

Como se menciond, la seroconversion ocurre generalmente dentro de los primeros seis
meses a partir de la infeccion. En estas condiciones, el diagnéstico se realiza
generalmente partiendo de una prueba de deteccion de anticuerpos, la cual debe ser
repetidamente reactiva (dos ocasiones) con una prueba confirmatoria Western Blot
positiva. Cuando se sigue este protocolo en una poblacion con prevalencia alta, la
especificidad y la sensibilidad son considerablemente confiables (97 a 99% en ambos
casos). Sin embargo, en poblaciones de baja frecuencia (< 0.3%) como pueden ser los
donadores de sangre, los falsos positivos pueden alcanzar hasta un 90%, motivo por el



que deberan ser empleadas con criterios adecuados.

» Confirmacioén de infeccion Western Blot

En 1937, Tiselius y Kabat perfeccionaron la separacion de proteinas en un campo
eléctrico, logrando asi el analisis de la heterogeneidad de las moléculas. De esta
técnica han derivado una gran cantidad de metodologias dentro de las que se incluyen
las de electroinmunotransferencia, de la que existen tres versiones: Southern Blot
(DNA-DNA), Northern Blot (RNA-DNA) y Western-Blot (DNA-anticuerpos) las cuales
han sido de gran utilidad en microbiologia al conjuntarse a las técnicas de hibridacion.
Tal técnica consiste fundamentalmente en la deteccién de un segmento especifico de
DNA o de RNA empleando una «sonda» complementaria a las bases puricas y
pirimidicas marcada con un trazador radiactivo, quemiluminiscente o enzimatico.

Western Blot también es conocida como Inmunoblot. Se trata de una técnica
desarrollada después de que Edward M. Southern, un bidlogo escoceés, describio el
meétodo que actualmente lleva su nombre (Southern Blot). En la descripcidn original se
desnaturaliza el DNA del espécimen en estudio y se trata con enzimas de restriccion
hasta obtener fragmentos de DNA de una sola hélice, los cuales se separan
posteriormente por medio de la electroforesis. Los fragmentos obtenidos son
transferidos (blot) a una membrana de nitrocelulosa conservando siempre su posicion
electroforética para ser hibridados con bases complementarias de DNA, los cuales son
marcados previamente con un trazador radiactivo para, finalmente, ser detectados por
autorradiografia. La prueba Western Blot es una modificacion de esta prueba, la cual ha
sido disefiada para detectar la presencia de anticuerpos contra proteinas separadas
electroforéticamente. En el caso de HIV, generalmente se obtienen varias proteinas de
acuerdo al esquema de la figura 2.
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Figura 2. Estructura del virién por electroforesis WB

Los criterios CDC de Atlanta indican que existe infeccion cuando hay reactividad a dos
de los siguientes: p24, gp 41 o gp 120/160. La falta de reactividad indica por supuesto
gue la prueba es negativa. Los resultados indeterminados son aquellos que son
positivos con ELISA pero en los que el WB no es concluyente. Si el resultado es
indeterminado, la prueba se debe repetir a los seis meses. Si la prueba es
indeterminada por mas de seis meses se debe considerar como negativa. Cuando un
individuo, sin factores de riesgo ni sintomatologia clinica, es repetidamente reactivo a
ELISA e indeterminado con WB por mas de seis meses, debera considerarse como
seronegativo para HIV.

Sdlo los sueros que sean positivos tanto a ELISA como a WB deben ser considerados
como confirmadamente positivos. Se calcula que en poblaciones de riesgo bajo, la
probabilidad de obtener un falso positivo empleando ambas pruebas es de menos de
1:100,000; sin embargo, la elevada frecuencia de WB indeterminados puede
condicionar que se requieran otras pruebas, dentro de las que destacan:



* Cultivos virales

* Inmunofluorescencia (IFA)

* Radioinmunoprecipitacion (RIPA)

» Reaccion de polimerasa en cadena (PCR)

+ Captura de hibridos por DNA ramificado (B-DNA)

HIV-2 1gG WB: La prevalencia de HIV-2 en los EUA es extremadamente baja, aunque
endémica en Africa occidental, la India y Portugal. Las proteinas caracteristicas de HIV-
2 son gp 120, gp 105, gp 68/58/55, gp 34, gp 31, p 26.

* Citometria de flujo

Se trata de una metodologia relativamente reciente, la cual ha resultado sumamente
exitosa en la separacion, clasificacion y cuantificacion de células sanguineas, asi como
para poner en evidencia a los anticuerpos monoclonales que pueden estarlas
afectando. En esta técnica se emplean complejos analizadores computarizados, los
cuales cuantifican las células que fluyen en un flujo laminar a través de un haz de laser.
Las células son clasificadas inicialmente por su tamafo, siendo marcadas
posteriormente con anticuerpos monoclonales marcados con conjugados fluorescentes
altamente especificos. El anadlisis estadistico automatizado de las células asi contadas
permite conocer los porcentajes relativos y los numeros absolutos de cada
subpoblacion de células.

Es ampliamente conocido que el HIV afecta primordialmente a las linfocitos T
cooperadores CD4+, de manera que resulta util su cuantificacion total y relativa a los
linfocitos totales y los linfocitos T supresores CD8+ (cuadro Il).

Cuadro ll.
Impacto de HIV sobre linfocitos T CD4+.



Linfocitos SIDA Control p
Totales 953 (325) 1833 (475) < 0.005
B 210 (32) 220 (24) ns

T 531 (49) 1283 (48) < 0.005
CD4+ 95 ( 6) 641 (7) < 0.0001
CD8+ 258 (11) 256 (5) ns

NK 127 (6) 192 (4) < 0.001

Ariza et al. Revista Médica del IMSS 1987; 25: 1

En 1997, el Centro de Control de Enfermedades de los EUA (CDC Atlanta USA) revisé
y publicé los lineamientos para la cuantificacion de linfocitos T CD4+ en personas
infectadas con HIV llegando a las siguientes conclusiones:

* Es indispensable estandarizar la toma de muestra, transporte, procesamiento y control
de calidad del procedimiento, asi como las medidas de seguridad e higiene.

+ Sélo se deben considerar como linfocitos T cooperadores a aquéllos que sean
simultaneamente CD4+ y CD3+ (representa subpoblacion de linfocitos T maduros).

* Del mismo modo, sélo se deben considerar como linfocitos T supresores a aquellos
que sean CD3+ y CD8+.

* Los resultados se deben expresar en numeros absolutos y en porcentajes relativos,
ademas de informar la relacion cooperadores/supresores (cuadros Il y V).



Cuadro lll.
Valores de referencia en citometria de fiujo*|

Leucocitos totales 4,000 - 11,000/mm 3 100 %
Linfocitos totales 940 -3,281 /mm 3 21-48%
CD3y4+T

cooperadores 457-1,536/mm 24-56%
CD3y8+T

supresores 280 - 1,189/mm 17 -41%
Indice CD4+ / CD8+ 0.8-27

*Razo D et al. 1995. CARPERMOR. Laboratorio de Referencia Internacional. Rev Mex Pat Clin

Cuadro IV.

Probabilidad de apariciéon de SIDA en los préximos 18 meses
en presencia de HIV positivo confirmado

por ELISA y Western Blot.

Linfocitos T CD4+ p Relacion CD4+ p
/cu mm / CD8+

100 58% 0.1 69%
200 33% 0.2 36%
300 16% 0.4 13%

400 8 % 0.6 6%



500 4% 0.8 3%

>650 0% 2.5 0%

Fahey JL. Diagnostic and prognostic factors in AIDS. The Mount SinaiJ of Med 1986; 53: 8.

Conforme a los criterios del Centro de Control y Prevencién de Enfermedades (CDC,
Atlanta Ga. USA) de 1993, los pacientes con HIV pueden ser clasificados en tres grupos
dependiendo de la cifra de CD4 (cuadro V).

Cuadro V.
Clasificacion de los pacientes con HIV

dependiendo de la cifra de CD4.

Grupo de células T CD4 + Categoria Diagndstico
> 500/mm 3 1 Depende de clinica
200 - 499 mm * 2 Depende de Clinica

<200/mm 3 3 SIDA




Es ampliamente conocido que los niveles de CD4+ correlacionan con el grado de
inmunodefi-ciencia en HIV. Con cifras de menos de 500/mm ;es frecuente que se
presente candidiasis del tracto gastrointestinal, con cuentas de menos de 200/mm ;se
presenta neumonia Pneumocystis carinii mientras que cuentas de menos de 100/mm ;
correlacionan con infecciones por Citomegalovirus y micobacterias atipicas.

» Marcadores Subrogados: Neopterina/Beta 2 microglobulina

Se consideran como marcadores subrogados a los indicadores indirectos de
enfermedad. Los cuales deben llenar los siguientes criterios:

1. Deben ser una substancia central en la patogénesis o en la sintomatologia del
padecimiento.

2. Debe correlacionar con la progresion de la enfermedad.

3. Debe proporcionar un valor pronostico cuando se determine al inicio del problema.
4. Debe ser confiable en términos de precision, exactitud, sensibilidad y especificidad.
5. Debe ser aplicable en diagndstico y en tratamiento.

6. Debe ser accesible, econdmico y facil de determinar en el laboratorio.

Neopterina y Beta 2 microglobulina son moléculas producidas por macréfagos y
linfocitos T inmunorreactivos. Los niveles altos se observan cuando existe un estimulo
antigénico por HIV, otros virus, enfermedades autoinmunes, respuesta inflamatoria y
enfermedades neoplasicas, por lo que son altamente inespecificos (cuadro VI).



Cuadro VI.

Valores de referencia.

Neopterina 2.3 -9.5 nmol/L

Beta 2 microglobulina 0-2.5mg/L

El uso combinado de la citometria de flujo con los marcadores serolégicos subrogados
ha demostrado ser util en el diagndstico, prondstico y seguimiento de SIDA en los
pacientes infectados por HIV (cuadro VII).

Cuadro VIL.

Probabilidad de desarrollar SIDA en tres aios.

CD4+ SIDA p %* Neopterin SIDA p %** n

>400 11 <12 8 301
12-20 15 205
>20 22 35

250 - 400 31 <12 8 57
12-20 30 87
>20 56 40

<250 73 <20 58 37

> 20 90 21



* Probabilidad a 3 afios basada en CD4
** Probabilidad a 3 afios basada en analisis combinado

El estudio de la Beta 2 microglobulina es una alternativa eficaz, ya que tienen un
elevado coeficiente de correlaciéon con la neopterina. Diversos estudios con Beta 2
microglobulina muestran que niveles por arriba de 3 mg/L predicen el desarrollo de
SIDA. En pacientes con sarcoma de Kaposi la respuesta es mejor cuando Beta 2 es de
menos de 4.5 mg/L. La terapia antiviral con AZT e inhibidores de proteasas disminuye
las cifras de neopterina y Beta 2 microglobulina y eleva las de los CD4. Los niveles
elevados de los marcadores serologicos subrogados también pueden ser indicativos de
infecciones oportunistas asociadas (CMV, Pneumo-cistis carinii, micobacterias, etc. )

Caso No. 3. Neonato de madre HIV positiva

* Deteccion de antigeno p24

* Deteccion de HIV por PCR

Como se informd en la reunién de Vancouver 1996, se calcula que anualmente nacen
1,400 nifios con infeccién por HIV. La transmisién materno-fetal del virus HIV puede
ocurrir en cualquier momento desde la 8a. semana de gestacidn, hasta inclusive
durante el trabajo de parto ocasionando que mas del 80% de los productos de madres
HIV positivas sean enfermos de SIDA antes de un afio de vida. Sin embargo, es posible
que los neonatos de madres HIV positivas no estén infectados aun cuando porten
anticuerpos maternos anti-HIV demostrables tanto con la prueba ELISA como con el
Western Blot. El diagndstico por lo tanto es dificil, ya que la IgG materna cruza la
barrera placentaria y puede persistir hasta por 15 meses. En funciéon de que no existen
pruebas IgM especificas para HIV, en la actualidad resulta imperativo demostrar la
presencia del virus en el producto, lo cual se puede lograr con metodologias diversas
incluyendo pruebas inmunoldgicas y pruebas de biologia molecular.

* Deteccion de antigeno p24 con anticuerpos monoclonales.



En 1975, Kohler y Milstein describieron una técnica para producir anticuerpos
monoclonales a partir de hibridomas de raton mantenidos en cultivos celulares. Los
hibridomas se obtienen fusionando células de mieloma de raton con linfocitos B,
procedentes del bazo de un ratéon inmunizado. Desde su descubrimiento, los
anticuerpos monoclonales han sido una herramienta importante en el diagnéstico
cuando se acoplan a los inmunoensayos enzimaticos, los cuales ya fueron descritos
previamente en este trabajo.

La antigenemia que generalmente refleja la replicacién viral puede ser detectada por
medio de los inmunoensayos en plasma, suero o liquidos organicos. Recientemente se
ha establecido que la deteccidon de p24 también se puede realizar en LCR, ya que
existen casos con manifestaciones neurolégicas en los que se ha demostrado la
presencia del HIV en LCR cuando aun es negativo en sangre periférica. El monitoreo de
la antigenemia tiene un valor prondstico, mientras mas elevados sean los niveles peor
sera el pronostico. Esta prueba habitualmente se hace negativa al aparecer los
anticuerpos. La reaparicion del antigeno correlaciona con la reactivacion de la
enfermedad representando un signo de mal prondstico.

* Deteccion de HIV por PCR

Como ya se comentd, la reaccidon de polimerasa en cadena es capaz de detectar DNA
proviral antes de la seroconversion de los individuos infectados, ademas de poder
demostrar infeccion en sujetos agamma-globulinémicos. Del mismo modo es capaz de
establecer el diagnéstico diferencial entre infeccién neonatal y transferencia pasiva
transplacentaria de anticuerpos IgG. Con las pruebas cuantitativas (ver mas adelante en
caso 4) se puede ademas establecer el prondstico. Si la carga viral es menor de 80,000
copias/mL durante el primer trimestre de la gestacion, la probabilidad de transmision
materno-fetal sera de casi un 100%. Si la carga es de menor de 20,000 copias/mL la
probabilidad de transmision sera cercana a cero. En el infante sintomatico con menos
de 15 meses de edad, los cultivos virales y las pruebas de biologia molecular son
extremadamente utiles para establecer el diagndstico definitivo. Sin embargo, ninguna
de estas pruebas es 100% confiable en productos asintomaticos de menos de dos
meses. En los productos de mas edad y en los sintomaticos con pérdida de peso,
desarrollo inadecuado, candidiasis, diarrea, infecciones bacterianas o enfermedades
oportunistas, existen pruebas adicionales que pueden apoyar el diagndstico incluyendo
CD4 bajo para la edad, neutropenia, trombocitopenia, hipergammaglobulinemia.



Caso No. 4. Paciente bajo tratamiento con drogas antivirales

* Cuantificacion de cargas virales
* Cultivos virales con susceptibilidad a antivirales
» Genotipificacion por secuencia de aminoacidos

« Evaluacién de inmunocompetencia con mitégenos

Dentro del arsenal terapéutico el médico cuenta en la actualidad con diversas drogas,
incluyendo los inhibidores de la transcriptasa reversa y los inhibidores de proteasa. Las
indicaciones terapéuticas y el monitoreo del tratamiento dependen de diversos criterios,
incluyendo la cuantificaciéon de las subpoblaciones de linfocitos y mas recientemente la
cuantificacioén de las cargas virales, la cual ha demostrado una mayor correlacion con el
estado clinico del paciente y con el prondstico.

* Cuantificacion de cargas virales

Estas técnicas permiten conocer la cantidad de virus que se encuentran en el plasma
de los pacientes infectados con HIV, la cual disminuye de manera significativa cuando
se instala el tratamiento antirretroviral efectivo. El numero de moléculas de RNA en el
plasma proporciona una medicion directa de los titulos de viriones presentes. Esta bien
demostrado que asi como el tratamiento reduce la carga viral, la aparicién de
resistencia correlaciona con su aumento. El analisis cuantitativo del RNA del HIV se
puede realizar actualmente con cuatro metodologias, incluyendo por orden alfabético:

+ AMPLICOR
* bDNA
* NASBA

* PCR ultrasensible



Ademas de ser extremadamente utiles en la evaluacién de la eficacia de la terapia
antiviral estas pruebas son capaces de establecer el pronéstico de la enfermedad. La
cifra basal de la carga viral es capaz de predecir la supervivencia del paciente a un
lapso de 10 afos en individuos con cifras idénticas de CD4+ (70% de supervivencia
para cuentas bajas vs 70% de mortalidad para cuentas altas).

En todas estas pruebas es necesario preservar las moléculas de RNA, las cuales son
extremadamente labiles, por lo que la toma de la muestra, las condiciones de
transporte, almacenamiento y procesamiento son fundamentales para obtener
resultados confiables. El plasma debe ser obtenido con ACD o EDTA. Debe ser
separado y congelado antes de 4 horas. La prueba puede ser realizada en suero, sin
embargo pierde sensibilidad analitica por reduccion en las cargas virales. El volumen
pediatrico minimo es de 0.5 mL; sin embargo, se recomienda un volumen medio de 2
mL de muestra.

- AMPLICOR (ROCHE)

Este método se basa en dos pasos consecutivos, consiste en la aplicacion de una
transcriptasa reversa para traducir el RNA en DNA y de una reaccién en cadena de
polimerasa (RT-PCR) que amplifica el DNA. Este método tiene una sensibilidad de 500
copias/mL.

- bDNA (CHIRON)

Branched DNA , o DNA ramificado, es una poderosa herramienta de biologia molecular
que permite detectar y cuantificar los virus en liquidos organicos. Se basa en la
hibridacion y acoplamiento de sondas moléculares a un amplificador (bDNA). Las
sondas se miden por quemiluminiscencia y son representativas de la cantidad de virus
circulante. También tiene una sensibilidad de 500 copias/mL.

* NASBA (ORGANON TEKNIKA)



Esta prueba se basa en la amplificacion isotérmica de acidos nucleicos, en la que
después de utilizar la transcriptasa reversa y la amplificacion del DNA mediante un solo
proceso enzimatico, el DNA resultante transcribe nuevamente mediante otra enzima a
RNA, el cual es cuantificado. Tiene una sensibilidad de 400 copias/mL. La version mas
reciente de este reactivo recibe el nombre de Nuclisens y tiene una sensibilidad de 80
copias/mL.

* PCR Ultrasensible

Resultados obtenidos en Specialty Labs, California USA, indican que uno de cada tres
pacientes tiene cargas virales menores de 400 copias/mL, por lo que es conveniente
solicitar estudios ultrasensibles con los que se puede cuantificar desde menos de 25
hasta a mas de un millén de copias/mL. Estas pruebas no estan recomendadas por la
FDA para diagnéstico clinico y se consideran aun como de investigacion, por lo que no
se deberan utilizar en forma aislada, debiéndose emplear en conjunto con criterios
clinicos y pruebas diagndsticas establecidas.

Las pruebas de biologia molecular son capaces de detectar los virus en individuos
seronegativos, tanto para el antigeno p24 como el anticuerpo HIV. Asi mismo son
capaces de diferenciar las infecciones HIV-1 de HIV-2. Dentro de las limitaciones se
encuentran los falsos positivos que pueden ocurrir sobre todo con PCR, ya que de no
emplearse estrictos controles de calidad puede haber contaminacién y reacciones
cruzadas en el laboratorio.

Interpretacion de resultados

La sociedad Internacional de SIDA (IAS) establece las siguientes recomendaciones:

* Si el nivel basal al inicio del tratamiento es de 5,000 a 10,000 copias/mL, dar
tratamiento con la meta de reducir a menos de 5,000 copias/mL con pruebas de baja
sensibilidad y continuar terapia hasta lograr niveles no detectables con métodos
ultrasensibles.



* Frecuencia: Establecer el nivel basal, repetir a los tres meses, continuar cada seis
meses si se observa mejoria.

Es conveniente enfatizar que es necesario utilizar siempre la misma metodologia para
el seguimiento de cada paciente, ya que de otra manera se dificultara la interpretacion
de los resultados.

* Cultivos virales con susceptibilidad a antivirales

La prueba de susceptibilidad in vitro mide la capacidad de diversos medicamentos
(AZT, ddC, ddl) para inhibir la produccién del antigeno p24 en células mononucleares
de sangre periférica (CMSP) infectadas con HIV, estableciéndose la concentracion
inhibitoria media (C150), que es la cantidad de droga necesaria para lograr una
reduccion del 50 % de los virus presentes en un indculo estandarizado de virus del
propio paciente. Este estudio requiere de una muestra consistente en el sobrenadante
de un cultivo celular obtenido de CMSP o del plasma (sin células), enviado a
temperatura ambiente, refrigerado o congelado. Como se mencioné previamente, se
trata de una prueba confiable con grandes problemas de aplicabilidad (riesgo, tiempo,
dificultad técnica y costo).

* Genotipificacion de HIV por secuencia de aminoacidos

Los mejores resultados en el tratamiento anti-SIDA disponible son aquellos en los que
se combinan varios medicamentos incluyendo un inhibidor de proteasas (IP) con dos
inhibidores de transcriptasa reversa (ITR). En los Estados Unidos el costo anual
aproximado con tres drogas puede llegar a ser de $ 24,000.00 dolares.
Desafortunadamente el tratamiento no esta exento de efectos secundarios y la
posibilidad del desarrollo de resistencia, aunque menor que cuando se usa la
monoterapia, existe. El costo de un tratamiento potencialmente riesgoso e inefectivo
representa una clara justificacion para indicar las pruebas de resistencia a los
antivirales, las cuales tienen un costo aproximado de $ 500.00 dolares. La resistencia a
los medicamentos se asocia con mutaciones que se presentan en los genes de la
region pol (transcriptasa reversa) y de la region pro (proteasa), de tal manera que el



conocimiento de la secuencia de aminoacidos del HIV permite establecer si la
resistencia a la reduccion de las cargas virales es debida a la presencia de cepas
resistentes de HIV, a la utilizacion de dosis farmacoldgicas subdptimas, a falta de

absorcion del medicamento, o a mutaciones mal caracterizadas. La elevacion transitoria

de las cargas virales puede ser también resultado de infecciones concomitantes tales

como herpes simplex, influenza o vacunas. La terapia combinada reduce la probabilidad

de desarrollar resistencia, aumentando la eficacia del tratamiento (cuadro VIII).

Cuadro VIII.

Régimen terapéutico

Mutaciones de resistencia a inhibidores de
transcriptasa reversa

ZDV 215 +41,67,70, 219, 210
ddl/ddC 74 + 135, 65, 184

3TC 184

d4T 50075

ZDV + ddl / ddC 62,75, 77,116

ZDV + 3TC 184, 210, 215

Régimen terapéutico

Mutaciones de resistencia a inhibidores de proteasas

SAQUINAVIR

48y 90




RITONAVIR 82y 84,46,71, 90

3TC 32,46, 71, 82

d4 T 30y 46, 71

Aunque la respuesta in vitro tiene una alta correlacion in vivo es menester recordar que
existen otros factores determinantes del prondstico del paciente, motivo por el que es
necesario considerar la situacion clinica integral del enfermo. Dada la eficacia de los
nuevos esquemas terapéuticos es frecuente que cerca del 20% de los especimenes
tengan cargas virales menores de 3,000 copias/mL, motivo por el cual mas del 90% de
estos casos no puedan ser sometidos a secuenciacion de aminoacidos.

* Evaluacién de inmunocompetencia con mitégenos. (cuadro IX)

Cuadro IX.
Inmunocompetencia celular, respuesta a mitégenos
(sangre total ACD)

Mitégenos Valores de referencia
Candida >30

PPD >3.0

Tétanos >3.0

PHA >70 %

PWM >70 %



Con A >70 %

Indice de estimulacion (IE): CPM estimulados/CPM sin estimulo. Indice %: Log (IE) paciente/Log (IE)
contro! (100)

Se trata de un ensayo in vitro capaz de evaluar la inmunidad humoral y celular in vitro
en pacientes con inmunodeficiencias, autoinmunidad, enfermedades infecciosas, cancer
y reacciones de hipersensibilidad. Los linfocitos normalmente tienen receptores para
diversos mitdgenos, incluyendo concanavalina A y la fitohemaglutinina entre otros, que
son substancias capaces de estimular a los linfocitos sin requerir de una exposicion
previa al antigeno, resultando en una proliferacién de linfocitos T y B, habiéndose
demostrado que existe una buena correlaciéon entre los niveles de linfocitos T CD4+ y
diversos mitdgenos en los diferentes estadios de la infeccion por HIV.

La incorporacion de timidina tritiada (3H) es el estandar de oro para medir la respuesta
linfocitaria. Sin embargo, existen métodos en los que se utilizan tinciones supravitales.
Recientemente ha sido descrito un método en el que la respuesta es evaluada por
medio de citometria de flujo.

Evaluacion de los costos

El estado actual de la evaluacién y manejo del paciente con HIV positivo con métodos
de laboratorio, representa un reto desde el punto de vista médico, cientifico y
tecnologico que debe ser analizado desde el punto de vista econdmico, individual y
nacional. Para tal fin, proporcionamos datos obtenidos en listas de precios de
laboratorios norteamericanos, los cuales aunque potencialmente inexactos dada la
variabilidad existente nos permiten realizar un planteamiento suficientemente bueno
para nuestros propdsitos (cuadro X).



Cuadro X.

Caso No. 1. Riesgo de infeccion

Costo aproximado en EUA (USdlls)

Deteccion de anticuerpo HIV-I /2 ELISA 20.00
Deteccion de antigeno p24 40.00
Cultivo viral 200.00
Deteccion de HIV por PCR 140.00
Suma 400.00

Caso No. 2.- HIV positivo

Costo aproximado en EUA (USdIls).

deteccion de amticuerpos HIV-1/2 ELISA 20.00
Confirmacion de infeccion Western Blot 30.00
Citometria de flujo 50.00
Neopterina/[32 microglobulina 30.00
Suma 130.00

Caso No. 3. Neonato

Costo aproximado en EUA (USdlls)




Deteccién de antigeno p24

40.00

Deteccion de HIV por PCR

140.00

Suma

180.00

Caso No. 4. Paciente bajo tratamiento

Costo aproximado en EUA (USdlls)

Cuatificacion de cargas virales 200.00
Cultivos virales con susceptibilidad a antivirales 500.00
Genotipificacion por secuencia de aminoacidos 400.00
Evaluacion de inmunocompetencia 100 00
Suma 1,200.00

Conclusion

Es claro que en los Estados Unidos el costo anual por paciente bajo tratamiento puede
alcanzar los $ 30,000.00 dolares, incluyendo el manejo con triple esquema, tratamiento
sintomatico, manejo de infecciones oportunistas y estudios de laboratorio y gabinete.

Costos que en la actualidad son parcialmente asumidos por fuentes gubernamentales,
seguridad social, companias de seguros y la propia economia familiar o individual de los

pacientes.




Dimensionar esta situacion a nuestro medio exige considerar la dependencia
tecnoldgica, los costos de la infraestructura médica y paramédica nacional, el tipo de
cambio a pesos mexicanos (mas de $ 10.00 por délar), la diferencia en los sueldos,
salarios y prestaciones, e inclusive la limitacion de la disponibilidad de pruebas y
tratamientos nos permite estimar una cifra de atencion mensual promedio que bien
puede oscilar entre $ 15,000.00 y $ 25,000.00 ddlares la cual, al extrapolarla a datos
epidemioldgicos resulta francamente preocupante por las implicaciones politicas y
econdmicas, incluyendo la fuga de divisas inherente. Es obvia la urgencia de encontrar
una vacuna eficaz, sobre todo para proteger a los paises en desarrollo, ya que en éstos
—no obstante los avances cientificos y tecnolégicos alcanzados hasta este momento—
dificilmente se podra atacar el problema con el enfoque diagndstico y terapéutico aqui
presentado.

Propuesta

Es necesario que en México se establezca un esfuerzo conjunto entre el sector publico,
social y privado, integrando a las instituciones académicas dedicadas a la investigacion
basica y los laboratorios clinicos de referencia para generar opciones basadas en
economias de escala, tendientes a facilitar el acceso de los pacientes a los recursos
tecnologicos necesarios y reducir en la medida de lo posible la dependencia tecnologica
y la consecuente fuga de divisas.
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