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Antecedentes

Se estima que 40 millones de personas estan infectadas con el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) y de ellas aproximadamente un 95% viven en paises subdesarrollados'.

El pronéstico y la calidad de vida de los pacientes infectados por el VIH han mejorado como
resultado de la correcta aplicacién de medidas de prevencion especificas, de la mejoria en la
atencién y cuidados generales de los pacientes y sobre todo por la introduccion en afios
recientes de la terapia antiretroviral altamente activa (TARAA), con una reduccion de la
morbilidad y de la mortalidad relacionadas al sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA)™.

En los tltimos afios el acceso a TARAA para los pacientes con infeccion por el VIH ha
aumentado en todo el mundo, sin embargo, para que esta terapia sea exitosa se requiere de
una monitorizacion cuidadosa con pruebas inmunoldgicas y de evaluacion de la replicacion
viral. La cuenta de linfocitos CD4+ y los niveles de RNA de VIH-1 en sangre son
excelentes predictores de la progresion clinica de la enfermedad y de la respuesta al
tratamiento antiretroviral. Tanto la cuantificacion de linfocitos CD4 como de RNA viral son
utilizados pafa decidir el momento dptimo de inicio de tratamiento antirretroviral y para
evaluar la respuesta al mismo*’. La medicion " de la carga viral (CV) mediante la
amplificaciéon de RNA viral por RT-PCR (CV) es la prueba mas sensible para valorar la
carga de virus en sangre, por lo que la proporcién de pacientes infectados que logran y
mantienen una carga viral indetectable es un punto fundamental para la evaluacién clinica de
los pacientes que reciben regimenes de tratamiento antiretroviral®®,

En la actualidad las guias de tratamiento para pacientes con infeccién por el VIH
recomiendan el uso de CV en plasma para monitorizacion de TARAA. Las guias del

departamento de salud de los Estados Unidos recomiendan que se inicic TARAA en



pacientes con CV igual o mayor de 55,000 copias. En aquellos pacientes que reciben
TARAA se considera como criterio de falla a tratamiento cualquiera de los siguientes’: a)
Una reduccién de RNA plasmatico menor de 0.5-0.75 logaritmos a las 4 semanas, o una
reduccidon menor de 1 logaritmo a las 8 semanas de haber iniciado tratamiento antiretroviral,
b) No lograr CV indetectable durante los primeros 6 meses de haber iniciado tratamiento
antiretroviral, ¢) Una deteccion repetidamente positiva de virus en plasma después de haber
logrado indetectabilidad, lo cual sugiere desarrollo de resistencia, d) Un aumento
significativo en la CV, definido como 3 veces o mds del nadir de RNA plasmatico que no es
atribuible a infeccién concurrente, a vacunacién o a la metodologia de la prueba y e)
Descenso persistente en la cuenta de linfocitos CD4+.

La expresion del VIH en plasma, es un reflejo de la evolucion de la infeccion, la cual puede
ser valorada de dos formas: a nivel de RNA y a nivel proteico. La mayoria de los métodos
disponibles establecidos hasta el momento miden la concentracién de particulas asociadas al
RNA viral, que se ha convertido en un marcador surrogado para la medicién de la carga viral.
Debido a que en los mecanismos de la patogenicidad viral estan involucradas varias proteinas
como mediadores directos o indirectos de enfermedad, es posible que la concentracion de
proteinas virales en varios compartimentos del cuefpo sea mejor en predecir la progresion de
enfermedad que las particulas virales de RNA™.

Es importante mencionar que las pruebas de biologia molecular como la determinacion de
CV son pruebas costosas que consumen una cantidad considerable de tiempo y que
requieren de personal altamente capacitado para su realizacién, lo cual limita su uso sobre
todo en paises subdesarrollados en donde se requiere de métodos mas simples y de menor

costo.



Entre los métodos alternativos a la CV que se han evaluado para medir la replicacion viral a
nivel proteico, se encuentra la determinacion de antigeno p24 (Ag p24). El Ag p24 es uno de
los componentes proteicos nucleares (capside) del VIH, que conforma el recepticulo que
encapsula su material genémico. Su denominacién como p24, hace referencia a su peso
molecular de 24 kilodaltons. Los tipos virales VIH-1 y VIH-2, ademas de los subtipos B y no
B, poseen también la proteina p24 como componente del micleo viral.

El Ag p24 y las particulas asociadas de RNA de VIH-1 estan estrechamente relacionadas,
ambas derivan de de RNA mensajero viral. El Ag p24 es un componente de los precursores
proteicos Prl60gag-pol y Pr55gag, y esta estequiométricamente asociado con otro
compuesto precursor que es p9 en la nucleocapside, el cual esta directamente involucrado en
la encapsulacion del RNA viral dentro de las particulas'®. El Ag p24 es entonces un
componente estructural importante de la particula retroviral y se estima su presencia en 2000-
4000 moléculas en cada virion'. En contraste con el RNA de VIH-1, el Ag p24 puede
encontrarse fuera de las células infectadas, ya sea como proteina soluble en el plasma, como
proteina unida en inmunocomplejos, 0 como un componente de una particula viral, a
consecuencia de esto el RNA viral y el Ag p24, a pesar de estar estrechamente
interrelacionados pueden originarse de fuentes con;unes, pero no idénticas (Figura 1)".

Las primeras versiones de los ensayos para la deteccion de Ag p24 que se utilizaron para
evaluar la actividad del virus tenian una baja sensibilidad comparado con las técnicas de
biologia molecular, no podian detectar niveles bajos de CV y por lo tanto, eran inadecuados
para evaluar la respuesta a tratamiento antiretroviral. Por otra parte las pruebas de biologia
molecular si mostraban una adecuada sensibilidad para detectar niveles virales bajos por lo

que se han utilizado como marcadores surrogados de la monitorizacion de la enfermedad”.



La medicion del Ag P-24 presenta tres problemas. Uno es la presencia de anticuerpos p24
especificos que forman complejos con antigenos provocando subdeteccion (Figura 2b)"5,
este problema es mejor ejemplificado en el curso de la infeccién temprana por VIH durante
el cual el incremento las concentraciones de anticuerpos en plasma provocan la formacion de
inmunocomplejos con el Ag y la disminucion de la capacidad de deteccion de este ultimo. El
segundo problema es la presencia de anticuerpos anti inmunoglobulinas, como el factor
reumatoide lo cual puede dar reacciones falso-positivas (figura 2c) y el tercero es la baja
sensibilidad de la prueba comparado con los métodos basados en acidos nucleicos'. Para
evitar estos problemas, se han realizado modificaciones para mejorar la técnica de deteccién
de Ag p24. Se utilizo la acidificacién de la muestra para disgregar los complejos antigeno-
anticuerpo, incrementando la proporcién de antigenos positivos'®. Sin embargo, la
experiencia con esta prueba mostré que una cantidad considerable de los antigenos no eran
liberados del complejo o se volvian a asociar posteriormente cuando el pH de la muestra era
neutralizado para realizar el ELISA para la deteccién de Ag p24. Por otra parte la
acidificacién ocasionaba una liberacién de factor reumatoide a partir de los complejos
inmunoglobulinas-anti-inmunoglobulinas preformados, agravando el problema de sobre
deteccién o falsos positivos'”. Estos problemas ;écnicos ocasionaba una mediciéon poco
precisa de la concentracion real de Ag p24 en la muestra. Posteriormente se realizaron
cambios para mejorar la deteccion del Ag introduciendo modificaciones que fueron
primariamente dirigidas a aumentar la deteccion del Ag asociado a los anticuerpos contra
p24. Uno de los progresos mas significativos en la técnica fue la eliminacién de los dos
primeros problemas mediante la desnaturalizacién de proteinas mediada por calor. Con el
calentamiento de la muestra a 100 °C por 5 minutos, se destruye la estructura tridimensional

de los anticuerpos rompiendo las uniones Ag-Ac, y liberando el Ag p24 reactivo. Este simple



procedimiento permite medir la cantidad real de Ag en la muestra®. La introduccién del
sistema de amplificacion de la sefial con tiramida y con la lectura cinética de la reaccion
mediante una programa disefiado para ello, aumento la sensibilidad de la prueba®*. El Ac
detector, marcado con estreptavidina marcada con peroxidasa de rabano (HRPH), es utilizado
como un Ac catalizador en la activacion de la molécula de biotinil tiramida, cuya forma
activada se une a los residuos de tirosina de cualquier proteina inmovilizada. La HRPH que
es anadida, encuentra entonces grandes cantidades de sitios de unién, generando una seial
intensificada que puede extender la curva estandar de 100 fg a 6’250, 000 fg ™.

Desde su primera descripcion en 1996, esta técnica ha sido evaluada para predecir progresion
de la enfermedad y para monitorizar TAARA. La eficacia de la medicion de p24
desnaturalizado por calor con amplificacion de sefial fue establecida primero en un estudio
retrospectivo en nifios de madres infectadas con VIH-1. La especificidad de p24 en 390
muestras de ninos no infectados fue de 96.9% sin desnaturalizar y de el 100% cuando se
utilizé la desnaturalizacion con calor. La sensibilidad diagnostica en 125 muestras de nifios
infectados con una concentracion minima de p24 de 2 pg/ml fue de 96%, comparado con
47% con la técnica sin desnaturalizar, 96% con PCR para DNA del VIH-1 y 77% con
cultivo viral®. Con el uso del sistema de ampliﬁca&:ién de sefial con tiramida la sensibilidad
del procedimiento mejoro sustancialmente con medicion ahora de concentraciones muy
bajas de p24, mostrando una sensibilidad similar a la determinacién CV***. La prueba ha
sido valorada también en dos pequefios estudios sugiriendo que p24 tiene menor variabilidad
intrapaciente que la CV. La variacién diumma de p24 y la carga viral se evalué en 4 puntos
durante 2 afios en 5 nifios infectados. Los niveles de p24 tuvieron una desviacion estandar
media en logaritmo de 0.057 (rango 0.02-0.11) y una concentracién de CV con un log.

medio de 0.108 (rango 0.07-0.15).



La utilidad de la determinacién de los niveles de p24 para predecir progresion de la
enfermedad ha sido evaluada también en dos estudios. En un estudio retrospectivo el valor
predictivo de los niveles de p24 fue comparado con los niveles de CV para predecir
progresion de la enfermedad. Para ello se evaluaron 169 pacientes con una media de
linfocitos CD4 de 140 células/ul (0-1500), el promedio del tiempo de seguimiento fue de 2.7
afios (0.1-4.9). Tanto los niveles de RNA viral como de p24 fueron buenos predictores de
progresion a SIDA, el Ag p24 fue un buen predictor de disminucién de linfocitos CD4, y fue
superior al RNA viral para predecir sobrevida”. En otro estudio se evalué de manera
prospectiva a 494 pacientes que tenian un promedio de linfocitos CD4 de 518 células/pl. En
este estudio 90 pacientes (18%) progresaron a SIDA en 5 afios, el Ag p24 correlaciono con el
RNA viral (r=0.55; p<0.0001) y con los linfocitos CD4 (r=-0.34; p<0.0001). La
concentracion de p24 >5 pg/ml fue un predictor de progresién, comparable a las cifras de
<350 linfocitos CD4+/mm3 y de >30 000 copias/ml de RNA VIH-1%,

La determinacion de Ag p24 para monitorizacién de TAARA fule estudiada por Boni et al en
23 pacientes con enfermedad avanzada que recibian su primer régimen TARAA. Se
compararon los niveles de p24 con los de RNA viral en 127 muestras de plasma con un
seguimiento promedio de 25 semanas. En estos pacientes el Ag p24 fue positivo en 75.6% de
las muestras y el RNA viral en 73.6%. Diecisiete muestras fueron negativas por ambas
pruebas (13.6%). El RNA viral fue indetectable en 16 muestras (12.8%) en las cuales el Ag
p24 se encontro con cifras entre 200 fg/ml y 18.9 pg/ml®. Por otra parte Schupbach et al
evaluaron prospectivamente a 55 pacientes que recibieron exitosamente tratamiento
antiretroviral con un seguimiento promedio de 504 dias. El antigeno p24 fue medido en 329
muestras de RNA VIH-1 menor a 50 copias/ml. Por andlisis univariado y multivariado con

regresion logistica, el nivel de antigeno p24 mostré una correlacién inversa tanto con los



niveles de linfocitos CD4 en la muestra (p=0.013) como con su cambio anual en cada
paciente (p<0.0001). El Ag p24 tuvo una significancia similar entre los 48 individuos que
nunca tuvieron un rebote virolégico mayor de 400 copias/ml®.

La combinacion de desnaturalizacion por calor, el uso de plasma y amplificacién de la seiial
con tiramida, hace que la prueba tenga una sensibilidad diagnéstica similar aunque no igual
a la prueba Amplicor HIV-1 Monitor, version 1.0 de Roche. Adicionalmente, el uso de un
software que permita combinar mediciones de punto final y cinéticas en la evaluacién de la
reaccién de ELISA, permite una cuantificacién maés precisa: de 0.5 pg/ml a mas de 6 ng/ml.
Permitiendo asi que la cuantificacion del Ag p24 sea posible en todas las muestras clinicas
con una simple dilucion. Si la prueba del antigeno p24 por ELISA ultrasensible se realiza en
la forma correcta, es comparable a la determinacion de CV en cuanto a sensibilidad y
especificidad; correlaciona con las concentraciones de linfocitos T CD4+ y sus cambios,
predice la disminucion de linfocitos T CD4+, progresion del SIDA o muerte y finalmente
permite un adecuado monitoreo del tratamiento antiretroviral'.

La deteccién de Ag p24 por amplificacion de sefial y desnaturalizacion por calor tiene
diversas ventajas sobre la medicion de carga viral por técnicas de biologia molecular. 1) el
antigeno es considerablemente mas estable, 2) se af;acta menos por variaciones en el tiempo y
condiciones fisicas durante el transporte al laboratorio y 3) la preparacién de las muestras es
mas simple, el examen puede ser realizado con equipo disponible en la mayoria de los
laboratorios en solo una fraccion de tiempo, y a un menor costo. Por otra parte los ensayos de
CV aunque sensibles requieren equipo costoso y gente experta en manejo de los mismos, se
ha calculado que el costo del ensayo inmunoenzimatico ultrasensible para la deteccion de Ag
p24 es 10 veces menor que la determinacion de CV por RT-PCR". El bajo costo de esta

prueba ofrece la oportunidad para una monitorizacién mas frecuente que la que se puede
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realizar con técnicas de biologfa molecular. Aun en paises desarrollados, los servicios de
salud pagaran tinicamente por 2 a 4 mediciones CV por afio, asi pueden pasar varias semanas
antes de que se identifique una falla terapéutica y el incremento en la replicacion viral
durante este periodo de ventana, especialmente si el rebote es con niveles elevados del virus,
podra generar mutaciones de resistencia secundarias que amenazaran la eficacia de la terapia
antiretroviral®.

El propdsito de este estudio es evaluar la sensibilidad y especificidad de la técnica de ELISA
ultrasensible para la deteccion de Ag p24 en muestras clinicas con valores predeterminados

de CV medidos por RT-PCR.
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Figura 1. Fuentes de antigeno p24 y RNA VIH-1 en el plasma
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Posibles fuentes de antigeno p24 y RNA del VIH en plasma. El antigeno p24 se puede originar de diversos sitios incluyendo

proteinas estructurales de particulas virales def 0 intactas pi en la o liberadas de particulas degradas que se
encuentran atrapadas en la red de células dendriticas foliculares de los linfaticos. El antigeno p24 se puede liberar también de céulas
infectadas por el VIH o de células muertas por citotoxicidad mediada por i idad o muertas por citotoxicidad viral.




Figura 2. Deteccién de antigeno p24 y sus confusores.
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Justificacion

La monitorizaciéon de TARAA en México como en otros paises subdesarrollados se realiza
con determinaciones esporadicas de CV o bien en algunas regiones se lleva a acabo solo con
medicién de linfocitos CD4. Esto es debido a la existencia de laboratorios con poca
infraestructura y carentes del personal capacitado para la realizacion de técnicas de biologia
molecular que ademas son costosas y que frecuentemente no pueden ser solventadas
econémicamente en estos paises. Por ello se requiere de métodos mas simples, que precisen
poco soporte técnico, que sean efectivos, que tengan un menor costo y una buena
sensibilidad para monitorizar el tratamiento de los pacientes.

La terapia antiretroviral esta siendo cada vez mas disponible para grandes segmentos de
poblacion en paises subdesarrollados. En los tltimos dos afios el incremento de recursos
federales a los programas de VIH en México ha traido como consecuencia un incremento en
el nimero de pacientes con acceso a TAARA. La Secretaria de Salud de México se ha
comprometido a cubrir con tratamiento antirretroviral al 100% de la poblacion que lo
necesite en México para finales de 2003%, por lo que es indispensable contar con los medios
para la monitorizacién periddica de los pacientes que reciban TARAA. Sin una
monitorizacién periddica no se identificaran aquellos pacientes con falla virolégica y esto
limitara la efectividad de la terapia y podria promover el desarrollo y diseminacion de cepas
resistentes.

Existe hasta el momento poca informacion acerca de la efectividad en la monitorizacion de
pacientes VIH-1 positivos con TARAA con métodos alternativos como lo es la medicion de
p24. En México no existen estudios preliminares referentes a la monitorizacién de pacientes
con técnicas diferentes a la determinacién de CV, aun cuando la determinacién de Ag p24 se

realiza de forma rutinaria en diversos sitios para evaluacion diagnostica y para investigacion.
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Objetivos

Objetivo general
1. Evaluar la utilidad de la determinaciéon de Ag p24 por ELISA ultrasensible
como prueba alternativa a la determinacion de carga viral cuantitativa por RNA RT-

PCR en pacientes con infeccién por el VIH-1.

Objetivos especificos
a. Evaluar la correlacion de los niveles de p24 por ELISA ultrasensible con los
de carga viral por RNA RT-PCR.
b. Evaluar la sensibilidad y especificidad de p24 por ELISA ultrasensible para

detectar replicacion viral detectable por RNA RT-PCR.



Hipotesis

La determinacion de Ag p24 por ELISA ultrasensible es tan sensible como la determinacion
cuantitativa de carga viral por RNA RT-PCR, con una correlacién del al menos 0.50 entre los
niveles de carga viral y los niveles del Ag p24 ultrasensible lo cual permite equiparar ambas

técnicas para la monitorizacién de TAARA en pacientes VIH positivos.
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Material y métodos
El presente trabajo se realizo en el laboratorio de virologia molecular, del Instituto Nacional
de Ciencias Medicas y Nutricién “Salvador Zubirdn”. El area del laboratorio es dedicada al
diagnostico y analisis molecular,
Se evaluaron 84 muestras de plasma congeladas en el ultimo afo, de pacientes VIH-1
positivos en las cuales se determino previamente CV (versién 1.5 Roche COBAS
ultrasensible amplicor/monitor), para la determinacién de niveles de Ag p24 ELISA
ultrasensible.
Se realizo correlacion de valores para p24 y CV en todas las muestras obtenidas
determinando sensibilidad de p24 estratificindolas en los siguientes grupos:

1. Indetectables

2. >50- 399 copias

3. 400- < 1000 copias

4, 1000- 10 000

5. 10 001- 55 000

6.> 55000
Se analizaron 80 muestras para determinar la distribucién y la variabilidad interensayo.
Tipo de muestra y su manejo
La muestra utilizada para la prueba consiste en plasma, ya que se ha visto que el plasma
contiene mas Ag p24 que el suero'?, Las muestras se almacenaron a 4°C por varias semanas
antes de ser sometidas a la prueba.
Cuantificacién de Carga Viral.
Se cuantifico el RNA viral de virus libre mediante la prueba COBAS ultrasensible

AMPLICOR/MONITOR v 1.5, la cual consiste en una trascripcion reversa del ARN viral de
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la region gag del virus con el siguiente juego de iniciadores SK 145 y SKCCIB para generar
ADN complementario (ADNc). Posteriormente este ADNc se amplifica mediante PCR;
seguida a la amplificacién se procede a hibridar los productos de PCR con sondas de
oligonucledtidos blanco, y deteccién del complejo sonda-ADN amplificado por deteccion
calorimétrica. La prueba ultrasensible puede cuantificar en un rango de 50 - 75,000
copias/ml.

Determinacion de antigeno p24.

Se toma una fraccién de plasma de muestras de sangre colectadas en vacutainer con EDTA,
se recolecta plasma en un periodo no mayor de 4 horas y se congela a 70 °C hasta ser
analizado.

Para la realizacion de la prueba se uso el método antes descrito por Nadal et al*. Para su
analisis se diluyo el plasma 1:6 en triton X100 al 0.5% (100 microlitros de plasma con 250
microlitros al 0.5 % de triton) en tubos de ependorf, se someti6 a desnaturalizacién por calor
por 5 minutos a 100 °C en un bloque para muestras con calor seco (Techne Cambridge UK
dry heat block), el plasma tratado, la curva estandar y lo controles se transfirieron a los
pozos de la placa del kit de HIV-1 p24 NEKO050/A/B core profile ELISA (PekinElmer
Sciencie Inc), incubdndose de 12 a 20 horas en refrigeracion (2-8°C). Posteriormente se
remueven las muestras y se realizan 2 ciclos de cinco lavados con 300ul de buffer de lavado,
se agrega a cada pozo 100ul del Ac detector biotinilado, incubdndose por | hr. a 37°C,
después de los ciclos de lavado (todos los ciclos de lavado se realizan igual que en el primer
paso) se agrega a cada pozo 100ul de estreptavidina marcada con peroxidasa de rabano
(streptavidin HRP) incubando por 15 minutos a 37°C. Se realizan los lavados y se inicia el
proceso de amplificacion agregando a cada pozo 100 pl de la solucion de biotinil-tiramida

incubandose a temperatura ambiente por 15 minutos para después lavar nuevamente y
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agregar estreptavidina marcada con peroxiaasa de rabano esta vez diluida previamente con
buffer de lavado al cual se le agrega albumina bovina al 1% incubindose la placa a
temperatura ambiente 15 minutos . Se agregan posteriormente 100pl de la solucién del
substrato de ofenillenediamina (OPD) a cada pozo después de otros dos ciclos de lavados y
se introduce la placa en el espectrofotémetro para las lectura cinéticas. La cinética de la
reaccién se determina con el programa de deteccion Quantakin (Perkin Elmer science,
Chicago ill, USA) el cual hace lecturas cada minuto por 30 minutos al final de los cuales se
realiza una lectura del punto final agregandose 100pl de la solucién de paro. Para la
cuantificacién, el programa calcula un valor de corte correspondiente a la media de 3
desviaciones estandar.

Anailisis estadistico

Se realizo el andlisis de correlacion entre Ag p24 y CV con el coeficiente de correlacién de

Pearson, transformando los resultados absolutos de ambos a logaritmos (log;,).
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Resultados

Sensibilidad y especificidad

Se evaluaron un total de 84 muestras del mismo nimero de pacientes. Las muestras se
distribuyeron en los diferentes estratos de CV de la siguiente forma: 15 muestras con <50
copias/ml , 16 con 51 a 399 copias/ml, 15 con 400 a 1000 copias/ml, 14 con 1001 a 10 000
copias/mi, 12 con 10 001 a 55 000 copias/ml y finalmente 12 muestras con >55 000
copias/ml. La mediana de Ag p24 y CV en los diferentes estratos representado en logg se
muestra en la tabla 1.

De las 84 muestras estudiadas, 52 fueron detectables por p24 (61.9%) y 69 (82.1%) por
RNA RT-PCR. Una muestra detectada por Ag p24 ultrasensible fue negativa con el metodo
de RNA RT-PCR. La sensibilidad global de p24 para establecer que una muestra tiene CV
detectable por RT PCR fue de 74 % (Tabla 2).

Al evaluar los resultados de Ag p24 en los diferentes estratos de CV, se observo una
sensibilidad del 100 % en las muestras con carga viral mayor de 3 000 copias/ml, con menor
sensibilidad en los estratos con menor carga viral, En el estrato de 400 a 1000 copias/ml el
73 % de las muestras fueron positivas para Ag p24 ultrasensible, mientras que en el estrato
de 51 a 399 copias/ml solo el 31% fueron positivas (Tabla 3).

Catorce de 15 muestras que se encontraron con CV por debajo del limite de deteccion (50
copias/ml) fueron también indetectables por Ag p24 para una especificidad de 93.3 % (Tabla
2), el valor predictivo positivo de la prueba de acuerdo a los resultados obtenidos fue de
0.980 y el valor predictivo negativo fue de 0.437. La correlacién de ambas pruebas fue de r=
0.61, p=0.001) (Figura 1).

Variabilidad intraensayo
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Para analizar la variabilidad intraensayo se evaluaron 42 muestras en duplicado de diferentes
estratos, en treinta y un muestras (74%) se obtuvieron resultados idénticos, mientras que en
las restantes 11 (26 %) en las cuales se tuvieron resultados desiguales se observo una
variabilidad marcada en los diferentes estratos de CV, teniendo diferencias en fg/ml entre los
duplicados con porcentajes del 30 al 86 % con una media de 61 % con una mayor

variabilidad en las muestras con CV menor de 10 000 copias/ml (70 %) (Tabla 4).
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Tablas y Figuras

Tabla 1. Valores comparativos de carga viral (copias/ml) mediante la técnica de RT-PCR y

antigeno p24 (fg/ml) mediante la técnica de ELISA ultrasensible

Estratos por No. No. de RNA RT-PCR* Ag p24*
de copias/ml muestras
Rango mediana Rango mediana

51-399 16 1.76-2.48 2.24 2.71-2.99 2.13
400-1000 15 2.63-2.99 2.82 2.71-4.21 2.74
1001-10 000 14 3.07-3.97 3.38 2.81-4.38 3.98
10001-50000 12 4.08-4.70 4.50 3.73-4.98 4.59
550000 12 4.75-5.72 5.02 4.09-6.60 4.81

*1os valores estan expresados en Log;g

Tabla 2. Sensibilidad y especificidad de la determinacion de antigeno p24 por ELISA

ultrasensible.
Carga viral (copias/ml)
Detectable Indetectable Total
>50 <50
Antigeno Detectable 52
51 1
p24 fg/ml >520
Indetectable 32
18 14
<520
Total 69 15 84

Sensibilidad del Ag p24: 74 %. especificidad: 93 %

Valor predictivo positivo: 0.980. Valor predictivo negativo: 0.437
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Tabla 3. Muestras positivas del antigeno p24 por ELISA ultrasensible comparado con la

determinacion de RNA viral por RT-PCR ultrasensible en diferentes estratos.

Estratos de CV RNA viral por RT- p24 por ELISA % p24 positivos en
PCR ultrasensible relacion a RNA viral

51a399 16 5 31

400 a 1000 15 11 73

1001-10 000 14 11 79

10 001- 55 000 12 12 100

>55 000 12 12 100

*Todas las muestras con CV mayor a 3 000 copias fueron positivas por ELISA p24 ultrasensible

Tabla 4. Variabilidad intraensayo en 42 muestras analizadas por duplicado el mismo dia

Estratos (copias/ml) No de muestras A <15% A>15% Concordancia
<50 6 6 0 - 100 %
51-399 8 o 3 62.5%
400-1000 8 7 1 87.5%
1001-10 000 7 6 1 85.7%

10 000-55 000 7 4 3 57.1%

> 55000 6 3 3 50 %
Total 42 31 11 74 %
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Figura 1. Correlacién de muestras por ambos métodos en logi,

p24

r*=061
p=0.0001

- Limite de deteccién

Carga Viral
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Discusion

Los elevados costos para realizar las técnicas de biologia molecular para la determinacion de
de carga viral del VIH-1 como la mediciéon de RNA por RT-PCR asi como la necesidad de
contar con personal altamente entrenado para realizarlas han obligado a la bisqueda de
alternativas menos costosas y mas simples de realizar. La prueba de ELISA ultrasensible para
Ag p24 es una de estas ailemativ.as y se ha evaluado ya en diversos estudios comparéndola
con otras técnicas como la disociacién acida y con técnicas de biologia molecular como la
CV por RT-PCR en la monitorizacion del tratamiento antiretoviral en pacientes VIH-1
positivos.

En este estudio al comparar la medicién del Ag p24 por ELISA ultrasensible con la medicién
de RNA RT-PCR, los niveles individuales de Ag p24 tuvieron un coeficiente de correlacién
con los niveles de RNA viral de r= 0.61, similar a lo reportado por otros autores como
Shiipbach et al'® quien reporto en 116 muestras una correlacién entre ambos métodos de
r=.553; Pascual et al** también reporto resultados similares en 130 muestras con una
correlacion entre ambos métodos de r=0.596.

En lo referente a la sensibilidad del Ag p24 por ELISA ultrasensible, aun cuando se ha visto
que es mejor que la sensibilidad de la prueba de Ag p24 realizada con técnica estandar o que
la realizada con el método de disociacién acida", en este estudio como en otros ya reportados
previamente, s¢ ve claramente una menor sensibilidad de esta técnica comparada con la
determinacion de CV por RNA RT-PCR"“*** especialmente en las muestras con CV menor
de 3 000 copias/ml. Se observo una mayor detectabilidad del Ag p24 conforme aumento la
CV, con una deteccién del 86% en las muestras cuando la CV por RNA RT-PCR fue mayor
de 400 y con un 100 % de deteccion cuando la carga viral fue mayor de 10 000 lo cual es

superior a los reportado por Pascual et al** quien reporto muestras detectables en solo dos
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tercios de las muestras con CV menor de 10 000 (18/27) y en 87 % de las muestras con CV
mayor de 10 000 (47/54). Anteriormente Shupbach reporto una menor sensibilidad con la
medicién de p24 ultrasensible por ELISA cuando los pacientes tenian cargas virales 1000
copias/ml y linfocitos CD4+ > 500'%.

De acuerdo a los resultados obtenidos es probable que en los casos en los que se tengan
rebotes viroldgicos de indetectable a menos de 1000 copias/ml (bleeps) el antigeno p24 no se
detectara al menos en el 16 % (5 de 30) de las muestras de acuerdo a nuestro estudio. Asi
mismo los pacientes que presenten falla viroldgica persistente con cifras menores de 3 000
copias no podran identificarse en un 20 % lo cual supone un impacto importante desde el
punto de vista de salud publica ya que un proporcion importante de pacientes que se
presenten en falla con estos niveles no se podran diagnosticar oportunamente favoreciendo
con esto la aparicion de mutaciones y el desarrollo de resistencia cruzada a los
antiretrovirales.

En cuanto al comportamiento de el Ag p24 ultrasensible en las 84 muestras, en 15 muestras
negativas por RNA RT-PCR se observo que solo una de estas fue positiva para Ag p24, esto
podria sugerir la persistencia de proteinas no asociadas a particulas virales y que estan
presentes como proteinas libres o en inmunocomplejos y que no se eliminan por la
ultracentrifugaciéon en la muestras y que pudieran causar una interpretacién errénea del
resultado en relacion a la eficacia del tratamiento.

El hecho de que las muestras hayan estado congeladas por 3 a 6 meses y el que algunas de
ellas se sometieron a 2 o 3 ciclos de congelamiento y descongelamiento puede ser una
limitacion del estudio ya que se ha demostrado que la cantidad de antigeno puede disminuir
por ciclos repetidos de descongelamiento lo cual influye en la detectabilidad del mismo y

por lo tanto en su sensibilidad.
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La prueba presenta variabilidad intraensayo marcada, ya que se presento en un 26 % del total
de las muestras, destacando una diferencia porcentual superior al 50 % entre cada uno de los
duplicados, superior a el 15 % establecido como normal para la variabilidad intraprueba,
acentudndose dicha variabilidad en los estratos con CV menor de 3 000 copias.

Conclusi6n.

La monitorizacion de TARAA mediante la medicién de los niveles de antigeno p24 por
medio de ELISA ultrasensible se ha mostrado como una buena alternativa a la medicion de
RNA RT-PCR por algunos grupos encontrando al igual que en el presente estudio una buena
correlacion con carga viral. La prueba presento una menor detectabilidad en las muestras con
menos de 3000 copias afectando con ello su sensibilidad en este estrato, sin embargo esto
pudo estar influido por la variabilidad intraensayo determinada a su vez por problemas
operador dependiente, o inherentes al ensayo. La prueba presenta un buen indice de
correlacion y una sensibilidad global intermedia, sera necesario realizar estudios que evalien
la sensibilidad y la variabilidad sobre todo en los estratos con menos de 10 000 copias/ml

para evaluar la utilidad real de la prueba.
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