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Resumen. Vargas-Almanza Ivan de Jesus, “Prueba rapida para el diagndéstico
de Lentivirus basada en la aglutinacion de nanoesferas de quitoséan unidas al
antigeno ”.

Introduccion: El virus de inmunodeficiencia humana (VIH) se agrupa dentro del
género Lentivirus, familia de Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae. El SIDA es
el estadio final de una enfermedad cronica trasmisible la cual predispone a distintos
padecimientos infecciosos, que pueden provocar su muerte. A nivel mundial la
transmision perinatal (de madre a hijo) es la forma mas comun en que adquieren la
infeccion por VIH los nifios. En nuestro pais es prioritario evitar la trasmision vertical
por lo que se han desarrollado distintas estrategias para ello. El diagnéstico en
menores de 18 meses debe realizarse mediante pruebas directas o virologicas. En
nuestra unidad se desarroll6 una prueba serolégica para deteccion de anticuerpos
contra VIH la cual ha demostrado un rendimiento excelente y la cual se decidié
aplicar en pacientes expuestos a VIH en nuestra unidad.

Pregunta de investigacion: ¢Detecta la prueba de ELISApéptido 6357, la
presencia de anticuerpos de la clase IgG contra VIH en nifilos expuestos de un
hospital de tercer nivel?.

Objetivo: Detectar anticuerpos contra VIH en plasmas de nifios expuestos de la
clinica de VIH de la UMAE Hospital de Pediatria de Centro Médico Nacional Siglo
XXI.

Material y Métodos: se llevo a cabo un estudio observacional, transversal y
descriptivo en el servicio de Infectologia y la Unidad de Investigacion Médica en
Inmunologia (UIMI) de la UMAE HP CMN SXXI, del IMSS en la Ciudad de México.
Previa autorizacion por los Comités de Investigacion y Etica (R-2011-3603-32), se
tomaron muestra de plasma de 13 pacientes expuestos a VIH. durante el periodo
de septiembre de 2018 a agosto de 2019. Las muestras fueron evaluadas en el
ensayo inmunoenzimatico para la deteccion de anticuerpos de la clase IgG contra
VIH mediante el ELISApéptido 6357 y confirmados mediante la prueba de Western
Blot (WB) para VIH. Se realiz6 el andlisis estadistico descriptivo con frecuencias
simples y acumuladas.

Resultados: para el presente estudio se consideraron un total de 14 muestras de
plasma que se tomaron a 13 nifios, de entre 1 y 8 meses de vida provenientes de 7
Estados de la republica mexicana, se aplicé la prueba de ELISApéptido 6357
comparada con WB observandose que hay concordancia entre ambas pruebas en
11 de las 13 muestras.

Conclusiones: la prueba ELISApéptido 6357 es Util para detectar anticuerpos de la
clase IgG en pacientes expuestos a VIH, asi mismo se trata de una prueba barata.
Sin embargo la muestra de nuestros pacientes es muy reducida lo que aumenta los
sSesgos, se requieren de muestras mayores para lograr un mejor rendimiento.



Antecedentes

Definicién

El virus de inmunodeficiencia humana (VIH) se agrupa dentro del género Lentivirus,
familia de Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae . Se conocen los serotipos 1
(VIH-1) y 2 (VIH-2), descubiertos en 1983 y 1986 respectivamente, aunque los
analisis epidemiologicos y filogenéticos sustentan que el VIH se introdujo en el ser
humano alrededor de 1920 a 1940 2. La distribucién del VIH-1 es mundial mientras

que la del VIH-2 estéa circunscrita casi exclusivamente a algunos paises de Africa
Occidental 2.

La infeccion por el VIH ocurre una vez que el virus entra en el torrente sanguineo y
reside en las células de una persona expuesta a él. Se han caracterizado por
sintomas clinicos y marcadores biologicos varias etapas de la infeccion por VIH. El
SIDA es el estadio final de una enfermedad crénica trasmisible de tipo progresivo,
en la cual se establece una relacion muy diversa entre el hospedero y el virus.
Mientras mas progrese la inmunodeficiencia y mas elevada sea la replicacion viral,
apareceran mas enfermedades oportunistas o tumores que pueden provocar su

muerte 3.

El VIH-1 y VIH-2, los lentivirus de pequefios rumiantes (CAEV y MAEDI-VISNA) y
otros virus de importancia veterinaria también pertenecen al género Lentivirus de la
familia Retroviridae. Son esféricos, miden entre 100-120 nm de diametro. Su forma
la determinan 3 capas conceéntricas: una bicapa lipidica externa derivada de la célula
del hospedero; en ésta se encuentra insertado el complejo de glicoproteinas de
envoltura constituido por trimeros de la glicoproteina de superficie (SU/gp120) y la
transmembranal (TM/gp 41). Le sigue una matriz esférica formada por la
polimerizacion de mondmeros de la proteina de matriz. Finalmente se encuentra la
capside, constituida por la proteina de capside (p24) que rodea a la nucleocapside,
la cual contiene dos subunidades idénticas de RNA monocatenario, la transcriptasa

reversa (RT), proteasa viral (PR) e integrasa (IN) 4.



Transmisiéon del VIH

El VIH sélo se puede transmitir a través del contacto entre fluidos corporales que
poseen una alta concentracion viral. El virus no se transmite de manera casual. El
virus ha sido aislado de la saliva, lagrimas, orina, semen, liquido preseminal, fluidos
vaginales, liquido amnidtico, leche materna, liquido cefalorraquideo y la sangre,

entre otros fluidos corporales humanos.

Existen diferentes vias por las cuales una persona puede ser infectada por VIH:

1.- Transmision sexual.

Esta forma de transmision se produce por el contacto de secreciones infectadas con
la mucosa genital, rectal u oral de la otra persona, se puede llevar a cabo a partir de
microabrasiones epiteliales que surgen durante el coito o a través de una

enfermedad ulcerativa genital secundario a una enfermedad de transmision sexual

2.- Transmision por drogas intravenosas.

La transmision del VIH entre los usuarios de drogas inyectadas se produce
principalmente a través de la contaminacion del equipo de inyeccion, que es
reutilizado por un usuario de drogas no infectado. Este habito es responsable de

una muy importante proporcion de casos de SIDA en el mundo occidental.

3.- Transmisidn por sangre, subproductos de la sangre vy trasplantes de 6érganos o

tejidos.

La transmision del VIH a través de productos sanguineos contaminados con el virus
sigue siendo un problema. A pesar de que los métodos de tamizaje han mejorado,
éstos siguen teniendo fallas, por lo que las infecciones por transfusiones siguen

ocurriendo. También se ha mostrado que el VIH se transmite por trasplantes de



rifones, higado, corazon, pancreas, hueso y piel. Pero no en cornea, hueso fresco

congelado sin médula, tendén liofilizado o dura madre irradiada °.

4.- Perinatal

A nivel mundial la transmision perinatal (de madre a hijo) es la forma mas comun en
que adquieren la infeccion por VIH los nifios. La transmisién de madre a hijo se ha
demostrado que puede ocurrir a partir de la semana 12 de gestacién, pero
predominantemente ocurre (> 90%) en el dltimo trimestre y particularmente poco
antes o durante el parto. ElI VIH puede también transmitirse a través de la leche

materna 1>,

De acuerdo con distintas revisiones en ausencia de cualquier intervencion, las tasas
de transmision varian del 15% al 45%. Esta tasa puede reducirse a menos del 5%

con intervenciones efectivas durante los periodos de embarazo, parto y lactancia ©.

En las guias estadounidenses para VIH/SIDA se han establecido medidas como el
asesoramiento y pruebas prenatales universales de VIH, terapia antirretroviral
(TAR) para todas las mujeres embarazadas con VIH, parto por cesarea programada
para mujeres con ARN del VIH en plasma> 1,000 copias / ml cerca del parto, manejo
apropiado con TAR infantil y la suspension de la lactancia materna lo que ha
resultado en una disminucion dramatica en la tasa de transmision perinatal del VIH

a 1% o menos en Estados Unidos y Europa ’.

Epidemiologia

Desde el comienzo de la epidemia, 75 millones de personas han sido infectadas con
VIH y alrededor de 32 millones de personas han muerto. A finales del 2018 a nivel
mundial, un promedio de 37.9 millones (32.7—-44.0 millones) de personas vivian con
VIH.



La regidn africana de la OMS sigue siendo la més gravemente afectada, con casi 1
de cada 25 adultos (3.9%) viviendo con VIH y representando méas de dos tercios de

las personas que viven con VIH en todo el mundo 8.

De los 37.9 millones de personas con VIH en el mundo para finales del 2018; 2,8
millones (2,0-3,8 millones) eran nifios de 0 a 19 afios. Asi mismo cada dia en 2018,
aproximadamente 980 nifios se infectaron con el VIH y aproximadamente 320

murieron por causas relacionadas con el SIDA °.

En México para finales del 2019, El Centro Nacional para la Prevencién y el control
del VIH y el SIDA (CENSIDA), dentro de su programa de Vigilancia Epidemiol6gica
de casos de VIH/SIDA en México, reporté que en nuestro pais desde 1983 y hasta
finales del 2019, se notificaron 210,931 casos, de los cuales un total de 15,653
fueron notificados en el 2019. Los Estados de la Republica mexicana con mayor
numero de casos notificados fueron; Campeche y Quintana Roo, con 18.3 y 17.0
casos por cada 100,000 habitantes. De acuerdo con el Instituto Nacional de
Estadistica, Geografia en Informatica (INEGI) notifico para el 2019 4,720

defunciones por SIDA 0.

En 2016, solo 44 recién nacidos contrajeron VIH en los Estados Unidos; la
incidencia estimada de infeccion por VIH perinatalmente adquirida fue de 1.1 de

cada 100,000 nacidos vivos ”.

Segun el reporte de CENSIDA de 2019 en nuestro pais en ese mismo afio, se
reportaron unicamente 9 casos de VIH en menores de 1 afio de edad, 13de 1 a4

afios y 8 en nifios de 5 a 9 afos. Todos los antes referidos de adquisicion vertical °.

De acuerdo con el articulo 136 de la Ley General de Salud y la NOM-010-SSA2-
2010, para la prevencion y el control de la infeccibn por Virus de la
Inmunodeficiencia Humana, el VIH/SIDA es un padecimiento de notificacidon
obligatoria e inmediata y se aplica a todo el territorio nacional; por ello cualquier
servidor de salud que conozca y trate a una persona con VIH o un caso de SIDA
debera notificarlo a la Unidad de Salud de la Secretaria de Salud del area geografica

correspondiente 12,



VIH y embarazo

Aproximadamente 5,000 mujeres con VIH dan a luz anualmente en los Estados
Unidos .

En México, a través de la NOM-007/SSA2-2016 para la atencién de la mujer durante
el embarazo, parto y puerperio, y de las personas recién nacidas la deteccion del
VIH durante el embarazo forma parte de los estudios de rutina que se realizan
durante el control prenatal. En todos los contextos, se debe ofrecer la prueba de
deteccion de VIH a todas las mujeres embarazadas que acudan a control prenatal,
independientemente del momento del embarazo en el que se encuentre. La
deteccion debera realizarse dos veces durante el embarazo: una durante el primer
trimestre de gestacion o la primera consulta prenatal y otra durante el tercer
trimestre o bien, antes del parto independientemente del resultado de la primera
prueba. Los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades de Estados
Unidos (CDC por sus siglas en inglés), recomiendan que todas las mujeres
embarazadas se sometan a estas pruebas lo mas pronto posible durante cada

embarazo.

Sin embargo, la cobertura de tamizaje de VIH en 2016 dentro de la Secretaria de
Salud (SS) fue apenas superior al 50%, de acuerdo a los calculos realizados por el

Censida 12,

Multiples estudios observacionales avalan la eficacia y la seguridad del TAR en las
mujeres embarazadas que viven con VIH, de acuerdo a las guias mexicanas de
CENSIDA estd ampliamente recomendada la administracion de terapia triple
durante el embarazo y se recomienda continuar la terapia antirretroviral después de
la resolucién del embarazo, de manera ininterrumpida, independientemente del

conteo basal de células CD4.

En mujeres con diagndstico de infeccidn por VIH que se encuentran recibiendo TAR
y con carga viral de VIH indetectable al momento de diagnosticar el embarazo, la

recomendacion actual es dar continuidad al esquema administrado.

10



Para las mujeres que iniciaran TAR durante el embarazo, actualmente se
recomienda de primera linea de tratamiento: Tenofovir diproxil fuamarto (TDF) en

combinacién con emtricitabina (FTC) y como tercer componenete Raltegravir.

Si bien la exposicion a dolutegravir (DTG) alrededor del momento de la concepcién
se ha asociado con un aumento pequefio pero significativo en el riesgo de lactantes
defectos del tubo neural (NTD) en Botswana (0.3%), éste aun se sigue considerando
como alternativa en tratamiento durante el embarazo, sobre todo si ya se esta fuera

del periodo de la concepcion -1°.

Se recomienda realizar por lo menos un recuento de subpoblacion de linfocitos CD4
y carga viral para VIH trimestral como parte del monitoreo virol6gico y como apoyo

para la planeacion de la via de término del embarazo.

Todos los recién nacidos hijos de madre con infeccion por VIH, deberan iniciar
profilaxis en las primeras 6-12 h de vida hasta un periodo maximo de 72 h. El
esquema se establecera dependiendo de la edad gestacional y de acuerdo a
factores de riesgo de transmision. Es importante por tanto clasificar a aquellos

pacientes con alto y bajo riesgo (ver cuadro 1).

Existen al momento tres farmacos antirretrovirales aprobados para la profilaxis del
recién nacido; Zidovudina (ZDV), Lamivudina (3TC) y Nevirapina (NVP), en el caso
de los pacientes de bajo riesgo el esquema indicado actualmente es inicio de
Zidovudina (ZDV), por 4 semanas; mientras que para los de alto riesgo se debe dar
tratamiento con Zidovudina (ZDV) + Lamivudina (3TC) por 4 semanas acompafiado
de Nevirapina (NVP), a dosis profilacticas por dos semanas *3. Aunque en Guias de
los EE.UU se reporta que sugiere que el tratamiento se deberd llevar hasta 6

semanas ’.

11



Cuadro 1. Clasificacidn de riesgo para recién nacido expuestos a VIH.

Bajo riesgo (cumplir con todos los

enunciados).

Alto riesgo (cumplir con al menos

uno de los enunciados)

Supresion viral materna (antes de
la semana 36 de gestacion).

TAR durante el embarazo vy el
parto.

Buen apego al TAR.

Abreviaturas: TAR: tratamiento antirretroviral,
SDG: semanas de gestacion, RN: recién
nacido, VIH: virus de inmunodeficiencia
humana, ITS: infecciones de trasmision
sexual.

Carga viral detectable o
indeterminada previo al parto.
Madre sin TAR en el embarazo y/o
parto.

Inicio de TAR después de las 28
SDG.

Diagnostico materno durante el
parto o puerperio.

RN con prueba de anticuerpos VIH
positiva en el cual se desconoce el
Status materno.

Madre con enfermedad avanzada.
Ruptura prematura de membranas
(> 4 horas)

Hemorragia obstétrica durante el
parto o cesarea.

ITS concomitantes.

Sindrome retroviral agudo, durante

el embarazo o lactancia.
e Parto vaginal en la madre con
factor de riesgo.

Modificada de Guia de manejo antirretroviral
de las personas con VIH, CENSIDA 2018.

Diagnostico de VIH/SIDA

Las pruebas de laboratorio que se utilizan para diagnosticar la infeccién por

retrovirus humanos se clasifican en directas e indirectas.

* Pruebas directas:

Estas facilitan el diagnéstico precoz de la infeccion, pues permiten detectar la
presencia del virus o de sus constituyentes (proteinas y/o acido nucleico) aun antes
de desarrollarse la respuesta de anticuerpos frente a ellos, pero tienen el

inconveniente de ser muy costosas. Entre estas se encuentran la antigenemia P24,

12



cultivo viral y reaccion en cadena de la polimerasa. Estas 2 Ultimas se utilizan para

el diagndstico de la infeccion en los nifios.

* Pruebas indirectas:

Demuestran la respuesta inmune por parte del huésped y estan basadas en pruebas
serolégicas para la deteccion de anticuerpos en el suero. La presencia de
anticuerpos anti VIH, lejos de reflejar una exposicién y erradicacion inmune del virus

en el pasado, significa el estado de portador actual 4.
Estas pruebas seroldgicas, a su vez, son de varios tipos:

1.- Prueba de screening o tamizaje (ELISA o micro ELISA): desde 1983 en que se

formalizo el primer caso de infeccion por HIV y hasta la fecha el diagndstico se lleva
a cabo mediante ensayos inmuno- enzimaticos (ELISA). Los que se clasifican en
generaciones de acuerdo al antigeno usado. El ELISA de 52 generacion es el mas
recientemente desarrollado y tiene la capacidad para detectar individualmente 1gG,
IgM o el Antigeno p24. Desde la 22 generacién usan polipéptidos obtenidos por
sintesis quimica, lo que asegura la pureza y homogeneidad del antigeno, reduce la

variabilidad inter e intraensayo y sobretodo el uso de un material no infeccioso 516,

2.- Prueba confirmatoria (Western Blot): se caracteriza porque presenta una buena

sensibilidad y una excelente especificidad. La mas utilizada es la
inmunoelectrotransferencia o Western Blot (WB). Este método detecta proteinas
especificas en una muestra determinada. Mediante una electroforesis en gel se
separan las proteinas atendiendo al criterio que se desee: peso molecular,
estructura, hidrofobicidad, etc. Posteriormente se transfieren a papel de
nitrocelulosa y secundariamente se incuban con el suero problema. Los anticuerpos
se detectan afiadiendo una anti-lgG humana marcada con una enzima (peroxidasa)

gue produce una banda coloreada al afiadir un sustrato 7.

3. Pruebas rapidas: estas se caracterizan por tener un tiempo de respuesta rapido

(TAT), generalmente de 20 a 30 minutos. Las puede realizar cualquier persona con
capacitacion estandar (con un conjunto minimo de aptitudes segun lo definido por

el programa nacional) no necesariamente personal técnico o profesional del

13



laboratorio clinico. Utilizan suero, plasma o sangre tomado mediante la puncion de

un dedo 18.

Diagnoéstico de VIH/SIDA en menores de 18 meses

Debido a que por transferencia transplacentaria los anticuerpos maternos del tipo
IgG pueden estar presentes en el nifio entre 12 y 18 meses de vida las pruebas
serolégicas pueden presentar falsos positivos, por lo cual, éstas sélo recomendadas
en los lactantes mayores de 18 meses, de tal manera, que el diagnéstico antes de
los 18 meses debe realizarse exclusivamente a través de una PCR de ADN viral o
una PCR de ARN viral (carga viral VIH) 12,

En un estudio de 2012, la edad media de seroreversion fue de 13,9 meses. Aunque
la mayoria de los individuos que no tienen VIH serorevertiran a la edad de 15 meses
a 18 meses, hay informes de seroreversion tardia después de 18 meses. Los
factores que pueden influir en el tiempo de seroreversion incluyen estadio de la

enfermedad materna y sensibilidad del ensayo 2°.

La sensibilidad de la PCR de ADN viral es del 55% al nacimiento, y de la PCR de
ARN viral oscila entre el 25 y 58% en las primeras semanas de vida. La sensibilidad
de ambas pruebas aumenta con la edad, de tal manera que cercano a los 3 meses
de edad se diagnostica del 90 al 100% de los casos. Las pruebas que detectan el
antigeno p24 se usan con menor frecuencia que las técnicas de una PCR para el

diagndstico de la infeccion por el VIH debido a su baja sensibilidad (8 a 32%) 2.

De acuerdo con guias internacionales los tiempos ideales para la realizacion de
estudios virolégicos deberan ser los siguientes: primera prueba a los 14 a 21 dias
de vida; esta primera prueba se realiza con el fin de identificar de forma temprana a
los pacientes infectados con el motivo de suspender la profilaxis y continuar TAR.
La segunda muestra se debera realizar entre 1 a 3 meses de edad; esta muestra
busca maximizar la probabilidad de deteccion en dichos pacientes; asi mismo el
Panel sobre el tratamiento de mujeres embarazadas con infeccion por VIH y la

prevencion de la transmision perinatal de los Estados Unidos de América, sugieren

14



realizar una prueba virologica adicional de 2 a 6 semanas después de completar la
profilaxis o TAR, (es decir, a la edad de 8-12 semanas), dado que la profilaxis
combinada con antirretrovirales contra el VIH pueden reducir la sensibilidad de las
pruebas. Un individuo con 2 pruebas negativas dentro de éstos rangos de edad y
gue no presente deterioro inmunoldgico o datos clinicos de inmunodeficiencia, asi
como no haber sido amamantado, se considerard& como presuntamente no
infectado. Todos los nifios que cuenten con dos pruebas virologicas a los 14 a 21
dias y alos 1 a 2 meses, deberan ser reevaluados a los 4 a 6 meses para excluir

definitivamente la posibilidad de infeccién 2.

15



Justificacién

La prueba diagnostica de ELISA basada en un péptido sintético (6357) de la gp41
de VIH (ELISApéptido 6357) ha demostrado ser un método 100% sensible y
especifico (comparable a otras pruebas comerciales) y mas barata con respecto a
las mismas. También ha sido evaluado en otras poblaciones, pero se desconoce su
utilidad en pacientes pediatricos con exposicion perinatal por o que en este estudio
se propuso analizar la prueba en dicha poblacién.

Pregunta de investigacion

» ¢ Detecta la prueba de ELISApéptido 6357, la presencia de anticuerpos de la

clase IgG contra VIH en nifios expuestos de un hospital de tercer nivel?.

Hipotesis

» La prueba de ELISApéptido 6357 puede detectar anticuerpos de tipo IgG en
pacientes expuestos de la clinica de VIH del Hospital de pediatria de UMAE

Hospital de Pediatria de Centro Médico Nacional Siglo XXI.

Objetivo

« Detectar anticuerpos contra VIH en plasmas de nifios expuestos de la clinica
de VIH de la UMAE Hospital de Pediatria de Centro Médico Nacional Siglo
XXI.

+ Particulares

« Evaluar mediante un ELISA péptido 6357 los plasmas de los nifios

expuestos para la deteccion de anti IgG contra HIV.

* Explorar la posible relacion del resultado de la prueba de ELISA

péptido 6357 con la infeccion y el estado clinico del paciente.
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Confirmar mediante Western Blot la presencia de anticuerpos IgG

contra VIH.

Materiales y métodos

« Disefio: observacional, transversal y descriptivo.

* Lugar de realizacion del estudio: Clinica de VIH y Unidad de Investigacion

médica en inmunologia del Hospital de Pediatria de Centro Médico Nacional

Siglo XXI.

* Universo de estudio: todas las muestras de plasma de los pacientes

expuestos de primera vez para la clinica de VIH de Centro Médico Nacional

Siglo XXI colectadas de noviembre del 2018 a agosto del 2019.

Criterios de inclusion: todos los plasmas de pacientes expuestos a VIH de primera

vez para la clinica de VIH del hospital de pediatria de CMN SXXI

Criterios de eliminacion: plasmas técnicamente inadecuados (Hemolizados,

lipémicos).

Definicién de las variables

Variable Definicién conceptual Definicidn operativa Escala de

medicidn

Edad Tiempo que ha vivido una | Desde el nacimiento | Cuantitativa discreta
persona o ciertos animales o | hasta la ultima consulta
vegetales.

Sexo Condicion organica , | Condicion Organica, | Cualitativa
masculina o femenina de los | masculina o femenina | dicotomica
animales y las plantas de los seres humanos

Fecha de la | Tiempo, determinado por el | Tiempo en dias o meses | Cuantitativa discreta

toma dia, elmesy el afio, enque | en que se tomé la
se tomd la muestra muestra

Prueba de | Prueba diagndstica por el Prueba diagnéstica por | Cualitativa

ELSApéptido método de la | el dicotémica
inmunoabsorcién ligado a
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enzimas basada en un
péptido sintético (6357) de
la gp41 de VIH

método de la
inmunoabsorcion ligado
a enzimas basada en un
péptido sintético (6357)
de la gp41 de VIH

Western blot

Es una metodologia en la
cual las distintas proteinas
viricas se separan en
funcibn de su  peso
molecular mediante
electroforesis en gel de
poliacrilamida y se
transfieren a una membrana
de nitrocelulosa sobre la que
se afiade e incuba el suero
del paciente

Es en la cual se detecta
anticuerpos frente a las
glicoproteinas de
envoltura gpl60, gpl20
y gp4l, las codificadas
por el gen gag p55, p24
y pl7 y las proteinas
enziméticas p66, p51 y
p31

Cualitativa
dicotémica

Anticuerpos IgG

Se define como una
inmunoglobulina capaz de
una combinacion

especifica con el antigeno
que ha causado su
produccién en un animal
susceptible. Los anticuerpos
pueden ser divididos en
cinco clases: IgG, IgM, IgA,
IgD e IgE, basado en

el numero de unidades Y y
en el tipo de cadena pesada

Se define como una
inmunoglobulina capaz
de una combinacion
especifica con el
antigeno que ha
causado su produccion
en un animal
susceptible. Los
anticuerpos pueden ser
divididos en cinco
clases: 1gG, IgM, IgA,
IgD e IgE, basado en

el nimero de unidades Y
y en el tipo de cadena
pesada

Cuantitativa discreta
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Descripcion general del estudio

Se llevo a cabo un estudio observacional, transversal y descriptivo en el servicio de
Infectologia y la Unidad de Investigacion Médica en Inmunologia (UIMI) de la UMAE
HP CMN SXXI, del IMSS en la Ciudad de México. Previa autorizacion por los
Comités de Investigacion y Etica (R-2011-3603-32), se seleccionaron los pacientes
referidos al servicio de Infectologia especificamente a la clinica de VIH, de primera
vez y que cumplieron los criterios de inclusion como pacientes en riesgo por
transmision perinatal de VIH. Esto durante el periodo de septiembre de 2018 a
agosto de 2019. Las muestras colectadas y procesadas fueron 13 plasmas de los
excedentes de la biometria de control de cada paciente. Fueron evaluadas en el
ensayo inmunoenzimatico para la deteccion de anticuerpos de la clase IgG contra
VIH mediante el ELISApéptido 6357. Los resultados fueron confirmados mediante
la prueba de Western Blot para VIH (Estandar de oro). Se realiz6 el andlisis
estadistico descriptivo con frecuencias simples y acumuladas. Cabe mencionar que
el ELISApéptido 6357 habia sido previamente estandarizado, validado (con 100%
de sensibilidad y especificidad) y también utilizado para evaluar muestras tanto de
poblacién abierta, como de pacientes adultos con infeccion cronica por VIH en
TARV.

Analisis estadistico

Se realiz6 el analisis estadistico descriptivo con frecuencias simples y acumuladas.

El programa estadistico empleado fue Microsoft Office Excel 2017.

Aspectos éticos

El protocolo de investigaciéon cumplio con las consideraciones emitidas en el cédigo
de Nuremberg, la Declaracién de Helsinki la cual fue promulgada en 1964 y sus
diversas modificaciones incluyendo la actualizacion de Washington 2003. También

cumple las pautas internacionales para la investigacibn médica, con seres

19



humanos, adoptada por la OMS y el Consejo de Organizaciones Internacionales

con seres humanos.

El estudio corresponde a una investigacion de riesgo minimo, de acuerdo al articulo
17 del Reglamento en materia de investigacion de la Ley General de Salud, esto
considerando que bajo consentimiento informado se tomaron muestras biologicas
de sangre entera, en conjunto con estudios para la valoracion durante la consulta

externa del paciente; en promedio se extrajo entre 5 a 10 ml de sangre.

Toda la informacién recolectada serd Unicamente utilizada con fines de la
investigacion, no se divulgara ni si identificardn datos personales. El estudio fue
aprobado por el comité local de ética e investigacion.
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Resultados

Para el presente estudio se consideraron un total de 14 muestras de plasma que se
tomaron a 13 nifios (en uno de ellos se realizaron dos tomas) de la clinica de VIH
del Hospital de pediatria CMN SXXI IMSS, quienes fueron referidos de sus
hospitales de zona con diagnostico de “exposicién a VIH”, durante el periodo
comprendido de septiembre del 2018 a agosto del 2019. Los pacientes fueron
originarios de 7 Estados de la Republica: siendo el estado de Puebla el que méas
pacientes aporto (3), seguido de Oaxaca; que, si bien como se observa en el cuadro
2, reporté 3 plasmas, en realidad se trata de sélo dos pacientes, ya que como se
comentd anteriormente, se realizaron dos tomas en un solo individuo. Asi mismo

Guerrero, Veracruz y Tlaxcala aportaron dos pacientes cada uno.

La mediana de la edad de los pacientes al dia de la toma de muestra fue de 3.5
meses. En cuanto al sexo, 8 pacientes fueron femeninos (57.1%) mientras que 6

pacientes (42.8%) masculinos.

Como antecedente a las madres de los 13 pacientes se les tom6 muestra virolégica
cercano a la resolucion del embarazo de las cuales 12 lograron cargas virales
indetectables, sin embargo, en una de ellas se reportan 6,400 copias/ml de virus

previo a la resolucion del embarazo.

Todos los embarazos llegaron a término y fueron resueltos por via abdominal
(operacion cesérea), asi mismo en uno de ellos se reportd ruptura prematura de

membranas de 4 horas de evolucion.

Todos los pacientes recibieron profilaxis con antirretrovirales por al menos 4

semanas y se no se les dio leche materna.

Por otro lado, al total de los pacientes se les realizé en conjunto una prueba

virolégica de las cuales se reportan 3 detectables (ver cuadro 2).
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Cuadro 2. Caracteristicas demograficas de la poblacién N: 14

Variables n (%)
Sexo Masculino 6 (42.8)
Femenino 8 (57.1)
Lugar de origen Puebla 3(21.4)
Oaxaca * 3(21.4)
Guerrero 2(14.2)
Veracruz 2(14.2)
Tlaxcala 2(14.2)
Chiapas 1(7.1)
CDMX ** 1(7.1)
Mediana P-25 P-75
Edad (meses) 3.5 2 6
ND D
Carga viral del paciente 11 (78.5) 3(21.4)
(inicial)
Carga Viral materna 13 (92.8) 1(7.2)
Si No
TAR materno 13 (92.8) 1(7.2)
Resolucion por cesarea 14 (100) 0 (0)
Lactancia materna 14 (100) 0 (0)

ND: no detectable, D: detectable.

En el cuadro 3 se observan los resultados de la comparacion entre la prueba de

ELISApéptido 6357, con Western blot (WB) en los sueros de los 14 pacientes, asi

como un control positivo y un control negativo.

La prueba de ELISApéptido 6357 logré detectar anticuerpos en 10 de los 14

plasmas, mientras que la prueba de WB lo hizo en 11 muestras, dos de ellas se

reportan como indeterminadas. Finalmente, un paciente (OCJ) se reportd no

reactivo (negativo) tanto en la prueba de ELISApéptido 6357 como en WB (ver

cuadro 3).
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Cuadro 3. Deteccidn de anti IgG para VIH mediante el ELISA péptido6357 y Western Blot en 14 muestras de pacientes pediatricos expuestos.

Identificacidn ELISApept para Western blot para VIH
VIH
Inmunoreacciones RESULTADO
D.O.n RESULTADO LINEA Gp Gp P P P Gp P P P P
No. 160 | 110120 | 68/66 55 52/51 41 40 34/31 | 2425 | 18117
CONTROL NEGATIVO 0.000 NEGATIVO 18 - - - - - - - - _ _ NEGATIVO
C ONTROL POSITIVO 1.099 POSITIVO 12 + + + + + + + + + + POSITIVO
BGS 0.218 POSITIVO 1 + + + + + + + + + _ POSITIVO
BCG 0.200 POSITIVO 2 + + + + + + + + + _ POSITIVO
APIA 1.042 POSITIVO 3 + + + + + + + + + + POSITIVO
MMRN(1m) 1.212 POSITIVO 4 + + + + + + + + + + POSITIVO
MMRN(3m) 0.318 POSITIVO 5 + + + + + + + + + + POSITIVO
CMUL 1.324 POSITIVO 7 + + + + + + + + + + POSITIVO
SLHL 0.174 POSITIVO 13 + _ + _ _ + _ + + _ POSITIVO
RRMN 0.342 POSITIVO 14 + + + _ + + + + + _ POSITIVO
CIRN 0.521 POSITIVO 15 + _ + + + + + + _ _ POSITIVO
MGRN 1.347 POSITIVO 16 + + + + + + + + + _ POSITIVO
oc) 0.003 NEGATIVO 9 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ NEGATIVO
VRMG 0.024 NEGATIVO 8 + + _ + _ + + _ + + POSITIVO
RCML 0.048 NEGATIVO 10 + _ _ _ _ _ _ + _ _ INDET
RCM 0.035 NEGATIVO 11 + _ + _ + _ _ + _ _ INDET
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Discusién
La trasmision vertical del VIH es un reto a nivel mundial, actualmente se conocen
distintas maniobras para evitar su trasmisién motivo por el cual estamos obligados

a ponerlas en practica ya que si se realizan de forma conjunta se puede prevenir

hasta en un 98% la trasmision de madre a hijo.

En el presente estudio se decidié aplicar una prueba serolégica a pacientes
expuestos, que en su mayoria contaban con menos de 18 meses de vida; las
distintas guias y recomendaciones que se desprenden de ellas refieren la poca
utilidad de realizar este tipo de pruebas en éste grupo etario en particular ya que la
posibilidad de identificar anticuerpos del tipo IgG transpalcetarios es alta y por lo

tanto habremos de tener una gran cantidad de falsos positivos 711213,

Sin embargo, esta bien establecido que la eficacia para identificar anticuerpos con
estas pruebas es alta e incluso puede rondar entre 98 y 100%, en nuestra unidad
se desarroll6 una prueba diagnéstica basada en la deteccion de anticuerpos
(indirecta), la cual se ha probado anteriormente en otras poblaciones y que ha
logrado validarse en pacientes adultos con infeccion por VIH, asi como poblacién
abierta (usuarios en bancos de sangre) con un rendimiento sorprendente con 100%
de sensibilidad y especificidad, considerando que en poblacién expuesta a VIH no

habia sido probada anteriormente se decidio aplicar en nuestra poblacion.

Considerando los resultados se pueden obtener datos interesantes. Primeramente,
llama la atencion que la edad promedio a la cual se les toma el primer estudio
virolégico (en nuestra unidad), ronda en los 3 meses de edad, lo cual es tarde
considerando que para dicha fecha los pacientes habran concluido profilaxis ARV,
esto pone de manifiesto las debilidades en el sistema de salud que ha perpetuado

la trasmision vertical en nuestra poblacion.

Otro punto a tomar en cuenta y que se pone de manifiesto en el cuadro 2 es que
hay estados particulares de la republica mexicana que concentran la mayor parte
de los casos de VIH/SIDA 'y en los que ademas de esto, cuentan con un alto grado

de marginacion, pobre acceso a los servicios de salud, ignorancia e incluso la
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barrera de idioma y usos y costumbres pueden afectar para un diagndstico

temprano.

El cuadro 3, pone de manifiesto la capacidad que tuvieron las pruebas para
identificar anticuerpos en nuestra poblacion. Es de llamar la atencién que, si bien
los resultados entre ambas pruebas son similares, el escaso numero de muestras 'y
la relevancia que tiene el diagndstico para la vida y funcién del paciente nos sienta
una interrogante, considerando que no hay correlacién del 100% entre las pruebas.

Si analizamos de forma particular cada uno de los sueros de los pacientes y lo
correlacionamos con el contexto del individuo se observan resultados importantes,
por ejemplo, en el caso del paciente (VRMG), en el cual se detecto la presencia de
anticuerpos por WB pero no por la prueba de ELISApéptido 6357, se observa que
es una paciente cuya madre no recibio tratamiento antirretroviral efectivo durante la
gestacion y en quién no se logro supresion virolégica adecuada en el embarazo, se
reporté en consulta externa de nuestra clinica que previo al embarazo contaba con
una carga viral detectable (6,400 copias/ml), y si bien se realizaron el resto de
maniobras para evitar la trasmision es probable que ésta haya ocurrido durante el
parto, considerando que al ser evaluada en nuestra consulta a los 2 meses de edad
y aun recibiendo tratamiento antirretroviral la paciente contaba con una carga viral
de 12,717,000 copias/ml y un conteo de CD4+ de 412. Si tomamos en cuenta que
de acuerdo con lineamientos de los centros para el control de enfermedades de los
Estados Unidos de América CDC (por sus siglas en inglés) %9, se considera a ésta
paciente como en supresion grave de acuerdo a su categoria inmunoldgica por lo
tanto la respuesta de ésta al virus en cuanto se refiere a la produccion de
anticuerpos estara afectada lo que es posible que se manifieste en una deteccion
pobre de los mismos, asi mismo si bien no contamos con el conteo de CD 4+

maternos es posible que también cuente con un coteo bajo.

Otro dato relevante de observar es que en el caso de nuestro paciente en quién fue
aplicada la prueba en dos ocasiones (MMRN 1 y 3), se encontré diminucion en el
nivel de anticuerpos lo que apoya un origen materno de éstos y la depuracion a

aclaramiento de éstos en el paciente, esto se ha puesto de manifiesto en otros
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estudios dénde se ha visto que incluso hasta 18 a 24 meses de pueden encontrar

presentes en plasma.

Conclusiones

1.- La prueba ELISApéptido 6357 es Util para detectar anticuerpos de la clase 1gG
en pacientes expuestos a VIH.

2.- Se observo discordancia entre ambas pruebas (ELISApéptido 6357) y Western
blot en tres individuos.

3.- Las pruebas seroldgicas en individuos menores de 18 meses no estan indicadas,
sin embargo, pueden ser utilizadas como apoyo a pruebas viroldgicas en pacientes

expuestos a VIH considerando su asequibilidad.
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UMAE HOSPITAL DE PEDIATRIA CMN SIGLO XXI
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Protocolo aprobado por el comité local de investigacion y &tica del hospital. Registro Mumero R2011-2603-32

Ciudad de México, octubre de 2018

Se les invita a usted y 3 su hijo (a)
a participar voluntariamente en el estudio de investigacion, “Estandarizacion de una prueba de ELISA

utilizando peptidos sintéticos como antigenos para el Diagndstico de Lenfivirus ™. Antes de que usted ¥
=u hijo decidan participar en el estudio, por favor lea este consentimientc cuidadosamente y haga todas las
preguntas que temga para asegurarse de entender los procedimientos del estudio, incluyendo los nesges y los
beneficios. Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le pedird que
firme esta carta.

El objetive del estudio es: Confirmar |a utilidad de wna nueva prueba gue se llama ELISApeptVIH para el
diagnéstico de VIH en sueros de nifios hasta de 2 afios de edad con antecedentes de madre yo padre
infectado con VIH: esta prueba ha sido desarrollada en el Laboratorio de  Inmuna-Virclogia de este hospital.

Mos ha sido explicado gque nuesira participacion consistira en:

Proporcionar informacion scbre datos personales, como nombre, edad, escolardad, diagnostico, si el paciente
conocce o diagndstico de su enfermedad vy donar como muestra medio mililitro de sangre adicional a la que
sera tomada a su hio(a) para sus examenes de laboratoric. Cabe mencionar gue las fechas seran de
acuerdo con el calendario de control clinico (2, 4, 8 y 12 meses de nacido). no en ofras fechas diferentes, vy
no se ke dara otro piquete para la ioma de esta muesira.

Procedimientos del estudio: Después de leer este consentimients informade, habiéndose aclarado las
dudas y habero firmado, se procedera a la obtencion de datos generales v a la obtencién de la muestra en el
laboratorio clinico. Con estos sueros se llevara a cabo la prueba de diagndstico previamente mencionada para
la deteccion de los niveles de anticuerpos contra WVIH circulantes gue pudiera tener su hijo(a) a la fecha de la
toma. Los datos se manejaran de manera anonima, exclusivamente por los investigadores principales, de
meodo gue mi su hijo ni usted seran identificados en las presentaciones o publicaciones que deriven del
estudio. Los resultados de los cuestionarios y dicha prueba se comentaran con ustedes, si asi lo solicitan.

Los riesgos y beneficio del estudio imcluyen: Los posibles nesgos e inconvenientes, denvados de la
paricipacion de su hijo (a) son: el tiempo gue le tomara contestar el cuestionario, el beneficio sera la
contribucion al conocimiento cientifico y la atencion oporiuna a la infeccion de los nifics com WIH que la han
adguirido por transmisién de alguno de los padres y que pudieran desarrollara.

Aceptacion de participacion: Declaramos que se nos ha informado sobre los posibles riesgos,
inconvenientes, molestias y beneficios derivados de mi participacion en el estudio. Entendemos gque
consenyamos el derecho de retirar a nuestro hijp (a) del estudic em cualguier momento en que o
consideremos conveniente, sin gue ello afecie la atencion medica gue recibe nuestro hijo (a) o nuwestra familia
por parte del Instituto. Los investigadores responsables del estudic son el Dr. Guillermo Vazquez Rosales y la
M en C Maria Martha Garcia Flores, se pueden localizar en la jefaiura de  Infectologia v en la Unidad de
Imvestigacion Medica en Inmunologia respectivamente, de lunes a viernes de & a 14 horas o al ndmero
5E2TER00 extensiones 22462 y 22448, En caso de dudas, favor de comunicarse a la comision nacional de
&tica, al nimero 5487- 2780

Mombre v firmia del padre o tutor Mombre y firma del Investigador Responsable

Testigo nombre y firma Testigo nombre y firma
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Figura 1. Inmunorreacciones del Western Blot para VIH de las muestras de plasma de pacientes
pediatricos expuestos. Lineas (12)Control Positivo; (18) Control Negativo; (1)BGS; (2) BCG; (3)APIA;
(4)MNRN (1mes); (5) MNRN (3meses); (7)CMJL; (13) SLHL; (14)RRMN; (15)CJRN; (16)MGRN; (9)0CJ;
(8)VRMG; (10)RCML; (6) Control Positivo de adulto en ELISApéptido6357.
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