REVISION DE TEMA

Diagnéstico de la infeccidn por el virus
de la inmunodeficiencia humana

Diagnosis of human immunodeficiency virus
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Resumen

La infeccion por el VIH y su consecuencia, €l sida, se
han podido conocer, seguir, y, en algunos casos, con-
trolar, gracias a la disponibilidad de pruebas diag-
nosticas al acceso de la poblacion. Una prueba diag-
ndstica en un individuo infectado asintomatico puede
significar muchos afios de vida ganados y con buena
calidad, al mismo tiempo que permite evitar nuevas
infecciones. El diagnostico de la infeccion por el VIH
se establece al aislar el virus en cultivo, detectar el
antigeno P24, medir la respuesta de anticuerpos o
detectar su acido nucleico. En este momento se dis-
pone de diferentes tipos de pruebas en varios for-
matos, en general, con muy buena sensibilidad y es-
pecificidad. Después de realizar la asesoria previa a
la prueba, el abordaje diagndstico se inicia con una
prueba presuntiva o de tamizaje, tipo ELISA, que lue-
go debe confirmarse con una prueba mas especifica,
tipo Western Blot. En algunos casos, como en el nifo
menor de 18 meses, es necesario recurrir a pruebas
moleculares para establecer el diagnostico. En este
articulo se presenta una revision actualizada de los
diferentes métodos disponibles para el diagnostico de
la infeccidn por el VIH, asi como sus ventajas, desven-
tajas y limitaciones. Palabras clave: VIH, diagnosti-
co, prueba de tamizaje, prueba confirmatoria.
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Abstract
HIV infection and AIDS, have been known, followed
and controlled due to availability of diagnostic tests.
An opportune diagnostic test in an asymptomatic
patient might represent a good number of years
with a high quality of life for an infected patient.
HIV infection tests stands on the basis of the
recognition of virus in a culture, or the presence of
P24 antigen, the antibody response or detecting
viral DNA. Currently, the available tests offer good
specificity and sensitivity. After the pre-test
assessment, diagnostic approach begins with a
screening test that should be followed by a
confirmatory test like Western blot. In the case of
children younger than 18 months, molecular tests
are needed. A current review of the diagnostic
methods is presented, showing not only the known
advantages but also the disadvantages and
limitations of these tests.
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GENERALIDADES DEL VIRUS

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) per-
tenece a la familia Retroviridae, género Lentivirinae.
El genoma de los retrovirus consta de dos copias
idénticas de ARN de cadena simple y estd compues-
to por tres genes principales, denominados gag, pol
y env, los cuales codifican las proteinas del core, la
envoltura y las enzimas. La organizacion de los
genomas es siempre la misma, 5 -gag-pol-env-3°,
y, segun el retrovirus, hay genes accesorios que se
sobreponen a los genes principales (1).

En general, los retrovirus se componen de: una
envoltura formada por una glucoproteina de super-
ficie y una proteina transmembrana; una capside
viral o core que incluye las proteinas de la matriz,
capside y nucleocapside; enzimas como la transcrip-
tasa reversa, la proteasa y la integrasa, las cuales
son muy importantes para la replicacion del virus, y
otras proteinas no esenciales (1).

La gran variabilidad del VIH y su capacidad de
mutacion y recombinacion han llevado a la identifica-
cién de varios grupos y serotipos. El grupo M del VIH
1 se divide en subtipos de la A a la K; también, se han
descrito el grupo O y el grupo N. Los virus del grupo
M son los responsables de la pandemia y se encuen-
tran en todo el mundo, mientras que los del grupo O
estan restringidos a ciertas areas geograficas y son
poco frecuentes. El grupo N se ha identificado en po-
cos individuos. Del VIH 2 se han identificado 5 subtipos,
de la A a la E, y mas recientemente, el Fy el G (1).

DIAGNOSTICO POR EL LABORATORIO

Las pruebas de laboratorio para el diagndstico de la
infeccion por el VIH estan indicadas en adolescentes
y adultos entre 13 y 64 afios, que tienen o han teni-
do relaciones sexuales sin proteccion con pareja no
estable, personas con antecedentes de infecciones
de transmision sexual, antecedente de tatuaje o
piercing con instrumentos potencialmente contami-
nados, usuarios de drogas intravenosas, contactos
de un caso positivo, solicitud voluntaria de la prue-
ba, o pacientes de otras edades con claros factores
de riesgo (2, 3). Debe ofrecerse a la mujer embara-
zada, como parte de su control prenatal. Las prue-
bas estan igualmente indicadas en el nifio hijo de
una madre positiva, teniendo en cuenta la seleccion
de la prueba, segun la edad, y en los padres cuando
se detecta primero el nifio (4).
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A muchas personas infectadas asintomaticas,
la prueba diagndstica de VIH les da no sdlo la posi-
bilidad de una mayor supervivencia sino que contri-
buye a que no disemine la infeccién a otros (5).

En Colombia, el Decreto 1543 de 1997 del Mi-
nisterio de Salud establece que la prueba para VIH
sblo podra efectuarse previo consentimiento de la
persona o cuando la autoridad sanitaria competente
lo determine. El fin de esto es poder brindarle a la
persona una adecuada asesoria antes de la realiza-
cion de la misma (6). Mas recientemente, el mismo
Ministerio adoptd, en la Resolucion 003342 del 22/
09/2006, las guias de practica clinica basadas en la
evidencia para la prevencion, el diagndstico v el tra-
tamiento de pacientes con VIH/sida (7).

El diagndstico de la infeccion VIH se establece,
ademas de los criterios clinicos y epidemioldgicos,
detectando anticuerpos, antigeno o acido nucleico,
0 aislandolo en cultivo. A continuacion se describen
los diferentes tipos de pruebas disponibles, sus ven-
tajas y sus limitaciones.

PRUEBAS PARA DETECCION

DE ANTICUERPOS

La produccion de anticuerpos contra el VIH ocurre
después de un periodo inicial de intensa replicacion
viral, con altos niveles de ARN y antigeno P24; se
asume que, como en todas las infecciones virales,
primero aparece la inmunoglobulina My, luego, la
G (8).

Las pruebas para deteccidn de anticuerpos con-
tra el VIH se dividen en: pruebas de tamizaje o
presuntivas, las cuales poseen una alta sensibilidad
y buena especificidad, y las pruebas confirmatorias,
cuya caracteristica es la alta especificidad.

Las pruebas para la deteccion de anticuerpos
pueden clasificarse de la siguiente manera, segun
su generacion: pruebas de primera generacion, que
usan lisados virales como antigeno y que se acom-
panan de alta frecuencia de falsos positivos; prue-
bas de segunda generacion, que usan proteinas
recombinantes del VIH, péptidos sintéticos o ambos
como antigenos; pruebas de tercera generacion, que
usan péptido/proteina recombinantes; y pruebas de
cuarta generacion, que se basan en la deteccién si-
multanea de anticuerpos y complejos inmunes anti-
geno P24/anticuerpo y tienen una alta sensibilidad y
especificidad (1, 10).
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El tiempo de positividad para las pruebas de
anticuerpos de tercera generacion es de 20,3 dias
(IC95%, 8 - 32,5); Las pruebas de cuarta genera-
cion disminuyen el tiempo de deteccion en 3 a 5
dias. Con las pruebas de tercera y cuarta genera-
cion, el 50% de los infectados pueden detectarse en
las primeras tres semanas de la infeccion, un 45%
de los restantes en los primeros dos meses y el otro
5% en seis meses 0 mas (1).

La muestra que se utiliza para la deteccién
de anticuerpos es de suero o plasma, aunque se
dispone de pruebas que utilizan hisopado de mu-
cosa gingival o yugal (saliva), orina o secreciones
vaginales.

Pruebas rapidas para deteccion de anti-
cuerpos. Existen otros formatos para la deteccion
de anticuerpos, los cuales emplean el flujo lateral o
capilar de la muestra a través de un soporte sélido
para permitir la interaccion con un antigeno incor-
porado y utilizan la unién indirecta, el antigeno de
captura, la aglutinacion, la cromatografia o tipo
“sandwich”; incluye controles para identificar la
reactividad inespecifica. La muestra usualmente es
sangre total, no se requiere equipo para su lectura y
se puede conservar a temperatura ambiente. Son
muy Utiles en situaciones de emergencia, como al
momento del parto o en accidentes de riesgo biold-
gico. Debe tenerse en cuenta que son pruebas de
tamizaje y que tienen las mismas limitaciones de
periodo de ventana y que toda prueba reactiva debe
confirmarse, maxime que su resultado es de tipo
cualitativo (8).

Prueba de aglutinacion de particulas para
deteccion de anticuerpos. Son pruebas que se
basan en la unién de los anticuerpos del VIH pre-
sentes en el suero del paciente, con pequefias par-
ticulas que contienen antigeno del virus en la super-
ficie, bajo el principio tipo sandwich de las pruebas
de tercera generacion. Estas pruebas tienen una alta
sensibilidad vy, relativamente, buena especificidad,
por lo que son muy Utiles como pruebas de tamizaje
en areas de limitados recursos, ya que son rapidas,
simples y no requieren equipos (8).

PRUEBAS SEROLOGICAS PARA LA DETECCION
DE ANTIGENO

En la infeccion temprana existe un corto periodo en
el que hay presencia del antigeno p24 del VIH-1 en
ausencia de anticuerpos contra el mismo. Este anti-
geno puede detectarse por técnicas de ELISA. Algu-
nos métodos incorporan un ajuste al pH o tratamien-
to con calor para separar los complejos p24-anti p24
y, asi, mejorar la sensibilidad de la prueba (8).

La positividad de la prueba de antigeno p24 se
detecta en un tiempo estimado de 26,4 dias (IC95%,
12,6 - 38,7) (1).

La prueba de deteccion de antigeno tiene tres
limitantes: en primer lugar, la presencia de anticuer-
pos puede llevar a la deteccion de niveles bajos o a
falsos negativos; la otra situacion es la presencia de
inmunoglobulina especifica, anticuerpos similares al
factor reumatoideo, los cuales pueden hacer un puen-
te entre el antigeno de captura y los trazadores, y
causar deteccion en demasia o falsos positivos; el
tercer problema es la baja sensibilidad de la prueba.

PRUEBAS EN CASA
Desde los comienzos de la epidemia se ha planteado
la necesidad de una estrategia que permita un acce-
so facil y andnimo de las personas a la prueba. En
algunos paises, existe la posibilidad para el paciente
de adquirir de manera anénima un sistema para toma
de muestra, previa consejeria, y los resultados le son
reportados con un cédigo via telefénica por un asesor.
También se han disefiado pruebas para reali-
zar en casa. Sin embargo, éstas no se han aproba-
do por los organismos internacionales, ya que ado-
lecen de la consejeria antes y después de la prueba.

PRUEBAS EN MUESTRAS DIFERENTES A
SANGRE, SUERO O PLASMA

Las secreciones de la cavidad oral contienen niveles
detectables de anticuerpos contra el VIH-1, aunque
en una proporcion 1.000 veces inferior a la del sue-
ro. La muestra consiste en un hisopado de las encias
y la mucosa yugal, y se utiliza en formatos tipo ELISA.
Se han reportado falsos negativos en pacientes bajo
terapia y falsos positivos, por lo que este tipo de prue-
bas siempre deben confirmarse por otra prueba (8,
11). En el comercio, existen formatos para muestras
como orina y secrecion vaginal, las cuales tienen la
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ventaja de la facilidad de la toma de la muestra. La
prueba en secrecion vaginal se recomienda para vic-
timas de abuso sexual, ya que los anticuerpos contra
el VIH pueden detectarse en los espermatozoides y
el liquido seminal. En general, tienen buena sensibi-
lidad y especificidad, pero toda prueba reactiva re-
quiere de una confirmatoria (12).

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DE
LAS PRUEBAS DE TAMIZAJE

Cuando se analizan los resultados de las pruebas de
tamizaje, debe tenerse en cuenta la posibilidad de
falsos positivos por otros trastornos, la posibilidad
de falsos negativos en las fases iniciales o finales por
baja produccién de anticuerpos, infecciones silencio-
sas que cursan con replicacion viral pero sin desa-
rrollo de anticuerpos, las limitantes de la prueba para
detectar variantes como grupo 0 o para detectar VIH
2. Una transfusion masiva puede generar un falso
negativo por efecto de la dilucion.

Los falsos negativos pueden presentarse en las
etapas iniciales de la infeccién cuando aun no hay
produccién de anticuerpos o estan en muy baja can-
tidad, en las etapas terminales cuando hay un fran-
co deterioro del sistema inmune y baja produccién
de anticuerpos, o cuando el paciente ha recibido te-
rapia antirretroviral tempranamente (8).

Los falsos positivos son mas comunes que
los falsos negativos y se pueden presentar por pro-
blemas técnicos, multiparidad, alcoholismo, enfer-
medad reumatica, trastornos hemorragicos con-
génitos, sifilis, neurocisticercosis, infeccion aguda
por dengue, malaria y hepatitis B, vacunacion re-
ciente para hepatitis B o rabia (8).

Toda prueba presuntiva reactiva debe repe-
tirse, preferiblemente en una muestra diferente;
si ésta es reactiva, se pasa a la prueba confirma-
toria, pero, si es negativa, se realiza una tercera
prueba presuntiva; la decision se toma con base
en dos resultados de tres, asi: dos reactivas va a
prueba confirmatoria, dos negativas se considera
como no infectado y va a consejeria, o se cita el
paciente para una nueva prueba en cuatro sema-
nas (figura 1y 2).

PRUEBAS CONFIRMATORIAS PARA LA
INFECCION POR EL VIH

Como su nombre lo indica, estas pruebas estan
orientadas a confirmar la presencia de la infeccion
por el VIH en un paciente con una prueba presun-
tiva doblemente reactiva, por lo que tienen una alta
especificidad. Se basan en la deteccion de anti-
cuerpos contra el virus o sus componentes.

WESTERN BLOT

Asesoria preprueba
Esta inidcado el examen?
Sji—"" T No
|

Prueba presuntiva

la prueba
¢ ~— No reactiva
Reactiva ~._  Hayclaros
[ " factores de
3 resgo
2da prueba - .g
presuntiva . ~—
> ) Si No
Reactiva No reactiva S
~ Consejeria y
| S Repeticibnen 4 a6
Prueba — Reactiva— 3a prueba semanass
confirmatoria presuntiva ™\
r S~ No reactiva
Positiva T Negativa

Si no hay factores

n.
indeterminada de nesgo, interpretar

Revisar pruebas

Infeﬁc i6n VIIH Coiiseitay presuntivas y como No infectado
consejena feneticibn en factores de riesgo Si los hay, sugerir repeticion
post prueba 3 gm“es En1a3meses

=1

Consejeria y no recomendar

El Western blot es la técnica mas am-
pliamente utilizada y consiste en que
las proteinas constitutivas del virus
se separan por electroforesis vy, lue-
go, se transfieren a un papel de ni-
trocelulosa. Estas proteinas fijadas
son expuestas al suero del paciente,
en el cual los anticuerpos especifi-
cos se unen a las proteinas presen-
tes dando un patron de bandas, cuya
interpretacion depende del criterio
que se adopte en el laboratorio de
acuerdo con lo definido por organis-
mos internacionales, los cuales se
presentan en la tabla 1.

El resultado de la prueba de
Western blot se informa como nega-
tivo cuando hay ausencia total de ban-
das; como indeterminado, cuando no

Consejeria y
considerar como
No infectado

Algoritmo de diagnéstico por laboratorio para la infeccion por el VIH.
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Criterios clinicos y/o
Epidemiolégicos
|
1a Prueba de tamizaje (EIA)

Rerctwa" = —
2a Prueba de tamizaje (EIA) considerar como
| No infectado. Si persiste
la sospecha repetir la prueba
y si es no reactiva se
reafirma el resultado

No reactiva

Reactiva

Prueba Confirmatoria (WB)

OTro- Hatron de bandas
Indterminado

No hay bandas presentes Anticuerpos contra

Solo p21e P
Negativo para anticuerpos P24, p21e y gp46 p P19 ylo p24
Contra HTLV Positivo para anticuerpos Seguimiento en |
Contra HTLV_ 6 mese por EIA 6 PCR HILV

Indeterminado

HTLV 1 CHTLV 112

HTLV 2
P24, p21e, rgp46(l) P24, p21e, rgp46(ll) P24, p21e
|
Positiva k: )
Para HTLV — PCR ~~.Negativa
Para HTLV

Algoritmo de diagnéstico por laboratorio para la infeccién por el HTLV.

Criterios de interpretacion del Western blot para infeccidn por el
VIH, segun algunos organismos internacionales

Organismo Criterios

Existencia, por lo menos, de tres bandas:

Food and Drug Administration (FDA)
p24, p31 y gp41 o gp120/160

Existencia, al menos, de 3 bandas: una por
cada uno de los 3 genes estructurales:
gag, pol y env

American Red Cross

Al menos, dos bandas:lp24. y una de la
envoltura [gp41 y gp120/160).

Centers for Disease Control and
Prevention (COC)

Consortium for Retrovirus Serology
(CRSS)

Al menos, una banda del core (gag/pol)

Standardization y otra de envoltura (env)

Organizacion Mundial de la Salud (OMS) | Al menos, dos bandas de la envoltura con

con gag o pol o sin ellos

Tomado de la referencia 8.

cumple los criterios definidos en la tabla 1 y no es
negativo, y positivo cuando cumple los criterios, de
acuerdo con el que se haya adoptado. El resultado
indeterminado puede deberse a un periodo inicial de
seroconversion o a un falso positivo, sobre todo cuando
se trata de una sola banda, usualmente la p24. Este

tipo de hallazgo puede estar en rela-
cion con lupus eritematoso sistémi-
co, tiroiditis de Hashimoto, linfoma no
Hodgkin, histiocitosis, muestra con ele-
vada bilirrubina, hemodlisis, factor
reumatoideo, gammapatia policlonal,
hemodialisis, anticuerpos HLA y otras
enfermedades infecciosas, incluso la
infeccion por HTLV-1. Los antigenos
clase II expresados en células H9 usa-
das para la propagacién del VIH pue-
den ser igualmente causa de un
Western blot indeterminado (8).

Una prueba de Western blot
para VIH 1 sugestiva de infeccion por
el VIH 2, debe ser confirmarse por
un Western blot especifico para VIH
2 o por pruebas que involucren pro-
teinas recombinantes especificas. En
algunos casos es necesario hacer
PCR para ambos virus.

INMUNOFLUORESCENCIA

La inmunofluorescencia indirecta se
ha utilizado ampliamente como prue-
ba confirmatoria para la infeccion por
el VIH-1 y lo siguen haciendo labora-
torios con amplia experiencia con la
prueba. Su desempefiio es bueno pero
requiere de personal debidamente
entrenado para su lectura y de mi-
croscopio de fluorescencia (8, 9).

PRUEBAS PARA DETECCION DE
AcIDOS NUCLEICOS

Las técnicas de deteccion de acidos
nucleicos se utilizan para diagnosti-
co solo en el caso de nifios menores
de 18 meses. En algunos casos se
han utilizado para aclarar resultados
indeterminados por los otros méto-
dos. Su principal uso esta en el se-
guimiento de la infeccién y el de la
terapia (8).

Existen diferentes pruebas para
detectar el acido ribonucleico (ARN)
del virus, tales como la amplificacion
por reaccién en cadena de la poli-
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merasa (PCR), la amplificacion basada en la secuen-
cia de acido nucleico (NASBA), ahora disponible en
tiempo real, y el ADN ramificado (bDNA).

Las diferentes técnicas disponibles comercial-
mente y aprobadas por los organismos competen-
tes tienen un muy buen nivel de correlacién (13, 14).

La prueba de PCR para ADN proviral se hace
positiva 26,4 dias (IC95%, 12,6 - 38,7) después de
la infeccidn. La PCR para ARN en plasma es positiva
en promedio a los 31 dias (IC95%, 16,7 - 45,3) (1).

TECNICAS VIROLOGICAS PARA DETECTAR

EL VIRUS

El cultivo del virus puede utilizarse para establecer el
diagndstico, pero requiere de una infraestructura con
un alto nivel de bioseguridad y es poco sensible cuan-
do se utiliza suero o plasma. Las células mononu-
cleares de sangre periférica son mas adecuadas,
especialmente si estan reducidas o agotadas de CD8+.

DIAGNGSTICO DE LA INFECCION POR EL VIH
EN EL NINO
En el nino que ha adquirido la infeccién por transmi-
sidn vertical, las pruebas de deteccion de anticuer-
pos no son Utiles antes de los 18 meses de edad;
esto se debe al paso pasivo de anticuerpos de la
madre, los cuales permanecen durante ese tiempo.
Sin embargo, muestras pareadas al mes y a los 4
meses pueden ser de utilidad para ver el aumento
de titulo. No obstante, las técnicas recomendadas son
las de deteccion del acido nucleico o aislamiento viral;
las primeras son las usualmente recomendadas y
utilizadas. Una tercera parte de los pacientes son
detectados por PCR en los primeros 10 dias de vida,
el 50% en las primeras cuatro semanas vy el resto en
los siguientes dos meses (8, 15).

En el nifio mayor de 18 meses se pueden utili-
zar las mismas pruebas diagndsticas que se utilizan
en el adulto.
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