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“La mente rechaza una nueva idea con la misma fuerza que el
cuerpo rechaza una proteina que le es extrana y se resiste a ella con
similar energia. Quizds no seria descabellado decir que una idea
nueva es el antigeno de mas rapido efecto que conoce la ciencia. Si
nos observamos con sinceridad descubriremos que con frecuencia
hemos empezado a atacar una nueva idea antes de que haya

terminado de ser formulada”.

Wilfred Batten Lewis Trotter
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1. RESUMEN

Antecedentes: El reporte de falsos positivos y negativos en el diagnostico del virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) es relativamente frecuente debido a las distintas fases de la infeccion,
estados de inmunosupresion, infecciones por virus como hepatitis C (VHC) o cruce con anticuerpos
heterofilos, entre otros. El inmunoensayo magnético quimioluminiscente (CMIA) que detecta
anticuerpos para VIH-1/2 y antigeno p24 del VIH en suero humano es una técnica que se piensa puede
evitar o disminuir el reporte de estos resultados falsos, pero es necesario evaluar si el punto de corte

empleado es el correcto o si se puede realizar alguna mejoria que contribuya al beneficio del paciente.

Objetivo: Determinar la correlacion entre el CMIA y el Western blot para VIHI en sueros humanos,

asi como el indice de falsos negativos y posibles cruces antigénicos.

Métodos: Se recolectaron 500 muestras de sueros de pacientes del Laboratorio de Referencia
Internacional CARPERMOR que fueron procesadas por el método CMIA para deteccion del antigeno
p24 y anticuerpos VIH1 y VIH2, y el Western blot I para VIH. Se calcularon los parametros de
sensibilidad, especificidad, valores predictivos, indices de falsos y valores de corte a través de curvas

COR.

Resultados: Se encontraron 276 (55%) muestras positivas a VIH y 109 (22%) indeterminadas, con una
sensibilidad del 100%, especificidad de 93% e indice de falsos positivo de 7% para el CMIA.
Analizando por proteina, se observo que la sensibilidad varia entre el 73 y 90% y la especificidad entre
82 y 100%, siendo la proteina p24/25 la que presentd el mayor indice de falsos positivos (18%). El
valor de corte para la mayoria de las proteinas fue mayor a 11 S/CO vy los indeterminados en general

presentaron solo 1 banda en el Western blot.

Conclusion: El método CMIA es confiable para el diagndstico de VIH, aunque hay cruces antigénicos

con las proteinas p55, p24/25 y p17/18.



2. INTRODUCCION

En junio de 1981 el Centro para el Control de Enfermedades (CDC sus siglas en inglés) de los Estados
Unidos anuncio el incremento en la frecuencia del diagnostico de dos enfermedades poco comunes
como la pulmonia por Pneumocystis carinii y sarcoma de Kaposi, en varones jovenes homosexuales
antes sanos. Se comenzaba a presentar una nueva enfermedad que destruia el sistema inmune y en 1983
se sugirié que en la causalidad de esta nueva enfermedad estaba implicado un virus. Finalmente en
1984 se descubrid que el agente causal era un virus que afectaba el sistema inmunoldgico del

organismo.

En México el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) aparece en escena en 1983, los casos

notificados de VIH de 1983-2012 fueron de 162,521.

El VIH es un retrovirus el cual contiene ARN, el nucleo es cilindrico, contiene dos copias de cadena
sencilla. Los componentes proteicos del virus son nombrados a partir de su peso molecular, por

ejemplo, la proteina que tiene un peso molecular de 32,000 daltones se denomina p32.

El nucleo del virus contiene la transcriptasa reversa (p66 y p55), una endonucleasa (p32), la proteina de
la nucleocapside (p9) y una proteasa (p10). El ntcleo viral estd rodeado por el antigeno principal de la

capside (p24).

La unién del VIH con las células blanco es a través de un receptor. La proteina gp120 de la envoltura
del virus especificamente se une con la molécula CD4 sobre la superficie celular. De esta manera, la

molécula CD4 actiia como un receptor para el virus.

El diagnéstico de la infeccion por VIH tiene distintos objetivos como se establece en la NOM-010-
SSA-2010: diagnosticar personas que se sospecha puedan estar infectadas y requieren de atencion

médica, seguridad en las transfusiones, productos hemoderivados y donacion de 6rganos.

Para el diagnostico del VIH existen diferentes pruebas y se realizan por la deteccion de anticuerpos
contra el virus; existen dos pruebas principales; las que detectan anticuerpos totales llamadas pruebas
de tamizaje y las que detectan anticuerpos contra diferentes componentes del virus, que es la que se
realiza como prueba confirmatoria llamada Western blot, deteccion de antigenos virales o aislamiento

del virus por cultivo.

Este trabajo evalua la sensibilidad y especificidad del ensayo ARCHITECT HIV Ag/Ab combo de
quimioluminiscencia, comparado con el estandar de oro el Western blot; a su vez se intenta proponer

un punto de corte para la quimioluminiscencia en donde la reactividad coincida con el resultado
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reactivo (positivo) del Western blot tomando en cuenta el patron de bandas que aparecen para cada

muestra analizada, siguiendo los criterios para la positividad del Western blot establecidos por la OMS.



3. MARCO TEORICO

Los virus son estructuras acelulares que no son activos fuera de las células. Si se encuentran en el
exterior celular reciben el nombre de viriones. En el interior celular son capaces de controlar la

magquinaria metabolica, utilizando para su replicacion. Por ello, los virus no se consideran seres vivos.”
4

El primer caso de infeccion por virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) se reportd en 1981,
debido a un brote subito de infecciones oportunistas, neumonia por Pneumocystis carinii y sarcoma de
Kaposi en tres diferentes hospitales de Los Angeles, California. Estos fueron reportados como
inusuales desde que se habia detectado inmunodeficiencia e infeccidon oportunista con citomegalovirus
y candidiasis bucal en pacientes aparentemente sanos, la asociacion con la pérdida de linfocitos CD4"
e inmunosupresion y la probable etiologia infecciosa, se asocié con un nuevo retrovirus humano como

agente causal.'
3.1 Generalidades del VIH

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) pertenece a la familia de los retrovirus Subfamilia
Lentivirus, como se menciond estos virus tienen una serie de caracteristicas especificas que son

determinantes en la compleja patogenia de la infeccion.’
e (ran diversidad genética (virus ARN) y genoma muy complejo (Lentivirus).

e En su ciclo vital hay dos fases: Virion infectante. (ARN) y provirus (ADN). Esta Fase
intermedia de integracion en el genoma huésped le permite prolongados periodos asintomaticos

(latencia), a pesar de una viremia persistente.

e Se replica mediante un mecanismo inverso al habitual de los virus ARN. El papel fundamental

lo juega la enzima transcriptasa inversa.

e Sus células huésped son los linfocitos CD4", macrofagos, células nerviosas de la microglia y

células dendriticas residentes en mucosa.
3.2 Estructura.

La morfologia del VIH de acuerdo con las microfotografias electronicas es icosaédrica provista de
numerosas proyecciones. Presenta una cépside, la cual estd cubierta por una membrana de bicapa
fosfolipidica que el virus obtiene a partir de la célula hospedera a través del mecanismo de esporulacion

o escape hacia el medio extracelular. En la superficie de membrana se encuentran embebidas proteinas



estructurales denominadas proteinas de la envoltura (Figura 1). Entre ellas figuran dos glicoproteinas

denominadas gp 120y gp 41.

Figura 1. Estructura del VIH-1 o Virus de la Inmunodeficiencia Humana. El virién consta de una capa

lipido-proteica y una nucleocapside de forma conica. °
3.3 Genoma del VIH

El genoma del virus comprende dos hebras de ARN de un tamafio aproximado de 9.2-9.7 kilobases
(Kb). Esta compuesto de tres regiones genéticas: gag, pol y env, también identificados como “gag”
antigeno especifico de grupo, “pol”, polimerasa y “env” envoltura. La estructura del VIH-1 presenta en
la superficie viral glicoproteinas gp120 y 41. Son las responsables en reconocer a los receptores CD4"
de los linfocitos asi como también diversos ligandos de la célula a ser infectada.' En la porcion de la
nucleocépside tiene proteinas puras centrales p24 y pl17 (cuadro 1). Las funciones son: env codifica
para gpl60, gpl120 y gp41; gag para p55, p24 y pl7; pol codifica proteasa p66, pS1 y p31 para la
transcriptasa reversa, integrasa y ribonucleasa. Al mismo tiempo estas regiones contienen de manera
superpuesta seis marcos de lectura correspondiente a genes que codifican proteinas no estructurales de
singular importancia para ciertas funciones biologicas que el virus requiere durante su crecimiento,

ensamblaje y replicacion.’

El genoma del VIH contiene otros genes tat, rev, vif, nef, vpr y vpu, encargados de la regulacion de la

, . . ., , . . . 7-9
sintesis y de la organizacion de las particulas virales infecciosas.



El precursor gag es escindido en 4 proteinas:

a) pl7—18parael VIH-1ypl6 parael VIH -2
b) Una proteina mayor, parte de la capside, p24/25enel VIH— 1y p 26 en el VIH-2

c) La proteina de la nucleocapside p 7 que ademés promueve la dimerizacidén y encapsulacion del

ARN.

d) Una proteina p6 cuya funcion estd en estudio. Se sabe que aquellas particulas virales mutantes

que carecen de esta proteina tienen un defecto en el ensamblaje de las particulas virales hijas.

El gen pol codifica para una proteina de 99 aminoacidos (aa) que para poder funcionar debe de unirse a
otra molécula idéntica y asi formar la proteasa propiamente dicha que es una molécula homodimerica
la cual participa en la sintesis del ADN y su integracion en el genoma celular. Esta actia durante las
etapas tardias o avanzadas de la replicacion viral, cuando la nueva particula viral esta saliendo de las

células o poco después de su salida.

El gen gag codifica una poliproteina estructural primaria del VIH, la cual es necesaria para la
formacion de particulas del virus. El virus se compone de cuatro dominios estructurales: la matriz
(MA), capside (CA), nucleo cépside (NC) y el pol. Entre las principales funciones del gen gag, es la de
sintetizar la mayor parte de estructura del viridon participando en la sintesis de ADN y su integracion,

ademas de contribuir al ensamblaje de las particulas viricas y su salida de la célula.

El gen env codifica las glicoproteinas de envoltura, que serdn sintetizadas como un gran precursor que
luego es segmentado, dejando una proteina transmembrana (gp 41). En esta molécula en su parte
externa posee el sitio de union para la molécula CD4 (gp 120). Esta proteina posee otros sitios para la
infectividad del virus, el mas conocido V3 loop o bucle, principal epitope neutralizante y sitio que

.y 1
promueve la unioén al receptor CD4. * '

3.4 Funcion de las proteinas viricas.

Las proteinas de la envoltura se derivan de una glicoproteina precursora de 160 kDa, gp160, que es
seccionada dentro de la célula (muy probablemente por las enzimas celulares en el aparato de Golgi) en

una proteina superficial externa de la envoltura gp120 y una proteina de transmembrana gp41.

La gp120 (glicoproteina de superficie) es una glicoproteina que forma parte de la membrana externa
del virus y componente esencial en la entrada de multiples virus. Se presentan como picos de la
membrana viral que consiste en trimeros de gp120 unidos entre si y anclados en la membrana de la
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proteina gp41. La proteina gp120 es esencial para la infeccion viral, ya que facilita la entrada del VIH

en la célula huésped.’

La gp41 es una proteina transmembranal de la cubierta del virus de VIH que es codificada por el gen
env del VIH. Contiene residuos muy hidrofobicos en un segmento corto de la parte N terminal. Esta
region es importante porque permite que la membrana del virion se funda con la membrana celular y
permita la entrada del virus a la célula. Ademés de la region de fusion, hay un segundo dominio
hidrofobico en la mitad de la gp41, el cual sirve para anclar las proteinas a la doble capa de lipidos de

la envoltura viral.

La p24 es una proteina nuclear principal del VIH codificada por el gen gag del VIH. La cual se encarga

de formar la capside del virus.

La pl17 constituye la matriz del VIH-1 situado bajo la envoltura lipidica del virus. Es una proteina
estructural situada en el extremo amino de tanto p55 gag y gpl60 gag, dirige estas polipoproteinas
precursoras a la membrana plasmdtica, donde se produce el montaje de las particulas virales.

Actualmente se sabe que juega un papel en la penetracién o pérdida de la envoltura. '

Las proteinas p6 y p7 forman la nucleocépside. La region de la p55 corresponde al péptido 6 es
responsable de la incorporacion de la primera proteina accesoria vpr al viron en formacion y de la
interaccion con la membrana de la célula que hace posible la gemacion. La p7 es responsable del
reconocimiento y la incorporacion del ARN al virion y ademas interviene facilitando la transcripcion

inversa.



Cuadro 1. Proteinas de VIH-1/2. *

Nombre Tamarfio Funcioén Localizacion
Gag MA P17 Anclaje a la membrana, interaccion con envoltura, Virién
transporte nuclear del core viral
CA P24 Forma la capside central Virion
NC P7 Forma la nucleocépside, se une al ARN Virion
Une proteinas Vpr
P6
Proteasa (PR) P15 Escision de gag/pol y maduracion Virion
Transcriptasa ~ p 66, p 51 Transcripcion reversa Virion
Reversa (TR)
ARNasa H Heterodimero  Actividad ARNasa H Virion
Integrasa (IN) P 31 Integracion del provirus al ADN del hospedero Virion
Env P 120/ gp 41 Glicoproteinas virales externas que se unen al receptor Membrana plasmatica,
CD4 y correceptores de quimiocina envoltura del virion
Tat plé/pl4a Transactivador transcripcional viral Inicialmente en el nucléolo
y nucleo
Rev p19 Transporte de ARN, estabilidad y factor de utilizaciéon Inicialmente en el nucléolo
(fosfoproteina) y nacleo, después entre el
nucleo y citoplasma
Vif p 23 Promueve la maduracion del virén y la infectividad Citoplasmay virién
Vpr pl10-15 Promueve la localizacion nuclear de complejos de  Virién, ndcleo
preintegracion, inhibe la division celular arresta
células infectadas a las fases de crecimiento G2/M
Vpu p 16 Promueve la liberacion extracelular de particulas Proteina de membrana
virales, degrada CD4 en el reticulo endoplasmatico integral
Nef p27/p25 Ocasiona baja regulacion en CD4 y MHC 1 Membrana plasmatica,
citoplasma
Vpx pl12-16 Homologo a Vpr, no se encuentra en VIH-1 pero si en  Virion, posiblemente en el
VIH-2 y SIV (Sindrome de inmunodeficiencia del ndcleo
simio)
Tev p28 Proteina tripartita tat-env-rev Inicialmente en el nacleo y

nucléolo




3.5 Entrada en la célulay replicacion

La infeccion comienza cuando una particula viral completa encuentra una célula con receptor CD4. La
glicoproteina 120 se une fuertemente a este receptor presente en los linfocitos, macréfagos, células
dendriticas, monocitos y en general a cualquier célula que exprese en su superficie al receptor CD4. Se
requiere la unién simultanea a un correceptor de quimiocinas que en los linfocitos es CXCR4 y en los
macréfagos CCRS. Las glicoproteinas de membrana gpl120 y gp4l se unen al receptor CD4 y al
correceptor CXCR4 o CCRSY, y asi se produce la fusion, penetracion y desnudacion de la capside;
quedando libre dentro del citoplasma las dos copias del ARN viral y las dos enzimas transcriptasa

inversa e integrasa. '°

Una vez dentro de la célula el VIH utiliza su enzima viral la transcriptasa reversa, que emplea el ARN
viral como molde para ensamblar una molécula correspondiente de ADN. El ADN asi formado se
inserta entre los cromosomas del nucleo celular del hospedero, donde sirve de base para la replicacion

del virus.

La replicacion del VIH se puede dividir en las siguientes etapas: 1) entrada del virus en la célula
huésped tras la union de la glicoproteina de envoltura gp120 del VIH al receptor celular CD4 y a un
receptor de quimiocinas CCR50 CXCR4; 2) liberacion de citoplasma de la capside viral; 3)
transcripcion reversa del ARN gendmico viral y formacion del ADN complementario de doble cadena
mediado por la transcriptasa inversa; 4) transporte del ADN al ntcleo celular; 5) integracion en el
genoma de la célula hospedera mediante las secuencias LTR, por la accion de la integrasa; 6)
transcripcion de los genes provirales; 7) procesamiento de los transcritos primarios hasta ARN
gendmico viral y ARNm viral; 8) traduccion de los ARNm a las distintas proteinas virales en el
citoplasma; 9) ensamblaje de las proteinas virales; 10) salida del virion de la célula por gemacion; y 11)

maduracion del virion fuera de la célula huésped.



Figura 2. Transmision de la infeccion por VIH y establecimiento de los reservorios. A) Interacciones
entre las glucoproteinas de envoltura del VIH y la molécula CD4 y los correceptores CCR50 CXCR4,
fusion y entrada del VIH. B) Secuencia inicial de la infeccion por el VIH adquirida por via sexual hasta

la diseminacion viral. '®

Cuando las particulas del virus atraviesan la mucosa las células presentadoras de antigeno (CPA)
reconocen a la particula viral como extrafia, la incorporan a su superficie o la procesan por medio de
fagocitosis, presentando los antigenos virales a los linfocitos. A este nivel la particula viral puede
encontrase ademas con los linfocitos CD4. Por lo tanto, el virus una vez atravesada la barrera mucosa
puede: a)quedar dentro de un macrofago, b) ser presentado a los linfocitos CD4 por las CPA o ¢)

adherirse directamente a los linfocitos CD4 y comenzar a multiplicarse en su interior.
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Posteriormente, los linfocitos CD4 y los macréfagos con las particulas virales; se dirigen a los ganglios
linfaticos regionales, donde se encuentran con las células foliculares dendriticas, las cuales tienen
proyecciones digitiformes con receptores CD4, a los cuales se unen las particulas virales. Estas son
presentadas a los linfocitos quedando de esta manera infectados. De este modo a partir del ganglio
regional el virus se disemina en todo el organismo infectando a toda célula que contenga receptores,

CD4 particularmente 6rganos linfoides como nédulos linfoides, bazo, amigdalas y adenoides.

En esta etapa temprana, se puede detectar gran cantidad de particulas virales en el plasma. Esto se
conoce como carga viral, en esta etapa puede llegar a 10 millones de copias del virus por mL de

plasma.

En la fase aguda el namero de células CD4 en la circulacion decrece de 20 — 40%, por muerte celular o

por dejar la circulacion y dirigirse a los drganos linfoides para preparar la respuesta inmune.

En el momento inicial de la infeccion existen muchas particulas libres en el plasma. En un periodo de
dos a tres meses se genera una respuesta inmune del huésped, produciéndose una caida dréstica en la
carga viral. En determinado momento, la carga viral plasmatica comienza a incrementarse nuevamente,

coincidiendo con la etapa clinica del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA).

Este equilibrio se mantiene aproximadamente por 10 afios. Donde la replicacion viral no tiene lugar a
nivel sanguineo, la misma se da en los tejidos linfoides profundos: los ganglios linfaticos y el tejido

linfoide asociado a las mucosas.

En el interior del virus se inicia el proceso de transcripcion reversa que facilita la conversion del ARN
genomico en ADN. Este proceso genera dos secuencias de repeticiones terminales largas o LTR (long
terminal repeat) en cada extremo del ADN viral. Los extremos de LTR subsecuentemente participan en
la integracion del provirus. Una vez integrado el ADN proviral, permanecera latente por meses y hasta
afios, hasta que ocurran una serie de interacciones entre el virus y el hospedero que permitan su

traduccion y posterior ensamblaje y maduracion.

La region LTR del VIH contiene promotores virales activos que para su transcripcion requieren la
presencia de activadores celulares. La proteina Tat es requerida para la transcripcién y se une a una
parte de la region R del LTR (TAR: elemento transactivador de origen celular (SP-1, NF-KB). De esta
manera aparecen en la infeccion aguda tres clases de transcriptos: moléculas de ARN que producen las

proteinas gag y pol: moléculas para las glicoproteinas de envoltura; y moléculas para las proteinas

11



reguladoras. El sistema Rev controla la exportacion citoplasmatica y estabilidad de estos transcriptos.'*
15,16, 17

3.6 Variabilidad y distribucion geografica del VIH.

Existen dos tipos de VIH: VIH-1 que presenta distribucién universal y VIH-2 endémico en Africa
Occidental. Estos dos tipos virales no solo presentan diversidad en distribucién geografica, sino que

poseen diferencias en la estructura gendmica, diferencias antigénicas e incluso patogénicas (cuadro 2).
9

El VIH-2 es muy similar al VIH-1 en su genoma, excepto por la ausencia de vpu y la presencia de vpx
(Figura 3). Una de las principales diferencias seroldgicas entre el VIH-2 y el VIH-1 reside en las
glicoproteinas de la envoltura. Los anticuerpos contra VIH-2 generalmente provocan una reaccion

cruzada con las proteinas gag y pol del VIH-1. !

VI

i B

EEEF B

MA CA nepb
Poliproteina 45D Gag
Y60KD poteina de fusion Ga Pl Pretsor g1

Figura 3. Estructura gendomica y procesamiento de las proteinas virales. La poliproteina de 55 kD Gag
estd compuesta de los dominios MA (matriz), CA (capside), NC (nucleocapside) y p6 (con actividad
facilitadora durante la liberacioén de la particula y responsable de la incorporacion de la proteina Vpr).
Por accion de un corrimiento en el cuadro de lectura (frameshift) se produce una proteina de fusion
(Gag-Pol) de unos 160 kD que provee de las actividades enzimaticas. Las glicoproteinas de superficie
(gp120 y gp41) son producidas a partir de un precursor poliprotéico de 160 kD y traducido a partir del
gen env. El genoma de VIH codifica a su vez para varias proteinas accesorias denominadas Nef, Tat,
Rev, Vif, Vpry Vpu. °
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Cuadro 2. Protefnas de los dos tipos de VIH °.

Gen VIH-1 VIH-2
Gag p55
pl7/18 pl6
p24 p25
p7/p9
po
Pol pl0
p66
pSl
p34 p34
Vif p23
Vpr pl5
Vpx pl6
Tat pl4 p20
Rev pl9 pl9
Vpu pl6
Env gpl60 gpl140
gpl120 gpl25
gp4l gp36
Nef p27-30 p31

El VIH-1 es el mas prevalente; se cree que el origen del VIH-2 probablemente haya sido zoonético

debido a su alta relacion con el virus de inmunodeficiencia del simio (SIV). Dado que los anticuerpos

. ., . .. 1
con el VIH-2 y SIV tienen reaccion cruzada y sus secuencias son similares.

El VIH debido a su variabilidad genética ha dado origen a diferentes grupos genéticos (cuadro 3).

El VIH-1 esta dividido en tres grupos: grupo M (del inglés main o principal) que es el mas comun y

que a su vez se divide en 10 subtipos clasificados desde la A-H, J y K, presentando entre si algunas

diferencias en su comportamiento bioldgico; el Grupo O (outlier) y el grupo N (new) ultimo en ser

descubierto.
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El VIH-2 se divide en subtipos designados por letras desde la A hasta la F.

Cuadro 3. Grupos, subtipos y distribucion geogréafica del VIH.

Tipo Grupo Subtipos Distribucion
M A-K Universal y endémicos de Africa
O - Camerun
Gabon
VHI-1 Congo
Guinea-Ecuatorial

N - Camerun

VIH-2 A-F Todos endémicos en Africa

Recientemente se caracterizaron variantes de VIH-1 que contienen secuencias derivadas de dos o mas
subtipos originadas como consecuencia de la recombinacion de genomas heterogéneos. Este fendmeno
es asociado a la actividad de “copy choice” (eleccion de copia) de la transcriptasa reversa, la cual
comete errores en la incorporacion de nucledtidos y no tiene la capacidad de corregir errores durante la
retrotranscripcion. Esta region es la que se encarga de codificar glicoproteinas de envoltura. La region
mas conservada es la de los genes gag y pol. Como consecuencia de ello los anticuerpos generados
durante una eventual respuesta inmune frente a una primera generacion son incapaces de neutralizar

una segunda generacion del virus.

La complejidad de la epidemia del VIH-1 con 3 grupos, 9 subtipos y al menos 12 formas
recombinantes circulantes es evidente y este grado de diversidad no solo tiene efectos a nivel
epidemiolodgico y taxonomico. Por estas razones en la actualidad la determinacion de subtipos
genéticos de VIH es importante para el entendimiento de la biologia del virus y la inmunologia asi

como el desarrollo de vacunas.

Algunas de estas formas recombinantes se han diseminado en la comunidad dando origen a las
denominadas CRF (formas recombinantes circulantes). En la actualidad se han descrito 12 CRFs, cuya
distribucién se asocia a diferentes poblaciones y regiones del mundo. Cuando aparecen este tipo de
mutaciones en proteinas que son blancos para fdrmacos, las particulas virales son genéticamente y

fenotipicamente resistentes a estos farmacos.
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3.7 Cifras oficiales en México.

El sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) es una enfermedad causada por el VIH y

transmitida al hombre por las siguientes vias.

1. Perinatal (de madre a hijo). En México se estima que equivale al 1% constituye la principal via

de contagio en menores de 15 afios.

2. Sanguinea. En México se estima que equivale al 4-5%, especificamente se asocia al uso
compartido de agujas para drogas intravenosas, en menor porcentaje se reportan casos por

contagio ocupacional, transfusion y trasplante de érganos.

3. Sexual. En México equivale al 93-95 %, contagio hombre-hombre, hombre-mujer y mujer-

mujer.

El Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA (ONUSIDA) realiza estimaciones

sobre la epidemia de VIH con la finalidad de obtener cifras globales, regionales y nacionales.

Las nuevas estimaciones del ONUSIDA indican que para finales del afio 2010 existian en el mundo
cerca de 34 millones de personas que vivian con VIH, de las cuales cerca del 68% vivian en el Africa y

que en el mundo podian haber ocurrido alrededor de 2.7 millones de nuevas infecciones.

Estas estimaciones indicaban que en la region de América Latina, en la que se incluye México, la
prevalencia regional de VIH en poblacion adulta ha permanecido sin cambio, siendo cerca de 1.5

millones de personas las que vivian con VIH.

La epidemiologia de la enfermedad, de acuerdo a datos oficiales de CENSIDA se presenta en el cuadro
5 1922
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Cuadro 5. Epidemiologia de SIDA en nuestro pais hasta marzo del 2013. *°

Generalidades

Personas con VIH

Casos de SIDA notificados (1983-2012%)
Casos nuevos de SIDA diagnosticados en 2012*

Estados que concentran al mayor nimero de casos de SIDA

Proporcion de casos de SIDA en hombres

Casos de SIDA segtn evolucion

Casos que continuan como seropositivos a VIH (1984-2012%)
Casos nuevos a seropositivos a VIH en 2012*

Proporcion de seropositivos a VIH en hombres

Seropositivos a VIH segin evolucion

Defunciones por SIDA 2010**

Tasa de mortalidad 2011** por 100 mil habitantes
Defunciones por SIDA 2012 ***(preliminar)
Defunciones por SIDA 2012 ***(preliminar)
Estimacion de personas que viven con VIH en 2011

Prevalencia del VIH (%)°

162,521
752
D.F. 25,218
México: 17,455
Veracruz: 14,974
Jalisco: 12,276
Chiapas: 7,341
82.1%
Vivos: 59,954
Muertos: 91,191
Desconocidos:11,376
45,223
739
73.5%
Vivos: 44,852
Muertos: 17
Desconocidos: 354
5,043
4.4
4,737
2,877
179,478
0.24

*Informacion preliminar hasta el 31 de marzo de 2013.
**Informacion oficial del INEGI.

***Informacion preliminar del SEED/DGE/SS.

°Estimacion usando el modelo Spectrum 4.47 de ONUSIDA.

Fuente: Sistema de vigilancia epidemioldgica de VIH/SIDA.
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3.8 Diagnostico

El diagndstico de la infeccion por VIH tiene distintos objetivos como se establece en la NOM-010-
SSA2-2010. Para la prevencion y el control de la infecciéon por Virus de la Inmunodeficiencia

24
Humana.

3.1.1 Diagnostico de personas que se sospecha puedan estar infectadas y requieren de atencion

meédica.
3.1.5 Seguridad en las transfusiones, productos hemoderivados y donaciones de érganos.

El desarrollo de los métodos de laboratorio necesarios para el diagnostico definitivo de la infeccion por
VIH, ha sido un gran avance, pues las manifestaciones clinicas, aunque sugestivas no son especificas

en ningln estado de la enfermedad.”

Conviene recordar que después de la infeccion con el VIH se producen una aguda viremia y

antigenemia, pero con una respuesta demorada de anticuerpos.
La NOM-010-SSA2-2010 también establece las pruebas para el diagnostico del VIH: 24

3.1.11 Pruebas confirmatorias, aquellas que se realizan en el laboratorio y confirman la presencia
de anticuerpos anti Virus de la Inmunodeficiencia Humana en el suero sanguineo; incluyen

metodologia como la inmunoelectrotransferencia (prueba Western Blot).

3.1.12 Pruebas complementarias o especiales, a aquellas de laboratorio que determinan la
presencia del virus de la Inmunodeficiencia Humana o algin componente del mismo
(cultivo viral, deteccion de antigenos, deteccion cualitativa o cuantitativa de acidos

nucleicos).

3.1.13 Pruebas de tamizaje, a las de laboratorio para la deteccion de anticuerpos anti VIH, en
plasma, suero sanguineo, saliva, liquido crevicular, o sangre total. Incluyen metodologias
como el Ensayo Inmunoenzimético Ligado a Enzimas (ELISA) y aglutinacion. En pruebas
rapidas incluye la inmunocromatografia.

Las pruebas de laboratorio empleadas para diagnosticar la infeccion por retrovirus humanos, se

clasifican en directas e indirectas. 2> 2% 2

e Pruebas directas: Facilitan el diagnostico precoz de la infeccion, pues permiten detectar la
presencia del virus o sus constituyentes (proteinas, acido nucleico), aun antes de desarrollarse

la respuesta de anticuerpos contra ellos, pero son muy costosas, entre ellas.
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o Antigenemia P24
o  Cultivo viral
o Deteccion del virus por Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

. Pruebas indirectas: Revelan la respuesta inmune por parte del huésped y estan basadas
en pruebas seroldgicas para la deteccion de anticuerpos en el suero. La presencia de anticuerpos
anti-VIH, lejos de reflejar una exposicion y erradicacion inmune del virus en el pasado,
significa el estado de portador actual. Las pruebas seroldgicas son especificas para cada
retrovirus (VIH-1 y VIH-2), por lo que deben hacerse de forma independiente y son a su vez de

S 27,28
varios tipos:~

En este sentido se dispone de reactivos para pruebas que pueden ser automatizadas, total o

parcialmente, y aplicarse paralelamente a un gran numero de sueros.
3.8.1 Enzimoinmunoanalisis.

Es una de las técnicas més empleadas en la actualidad para la deteccion del VIH. Existen distintos

principios para la deteccion de anticuerpos (indirecto, competitivo, “sandwich” y captura).

La sensibilidad de este ensayo oscila entre 93 — 100 %, pudiendo presentarse resultados falsos
negativos durante la infeccion primaria, en pacientes inmunosuprimidos, o por errores de proceso. La

especificidad de esta técnica es del 99%.

La medida de la actividad catalitica en el enzimoimunoandlisis homogéneo se lleva a cabo
preferentemente por un método con lectura multiple, mientras que en el heterogéneo se usa un método

. 1 : 2
a dos puntos. La enzima marcadora a eleccidn para este ensayo es la peroxidasa. >

Existen ensayos de 1%, 2* y 3* generacion se utilizan segun la fuente del antigeno y el formato de la
prueba. Los ensayos de lera generacion utilizan lisado viral obtenido en lineas celulares de linfocitos T

humanos.

Los ensayos de 2* y 3% generacion utilizan como antigeno proteinas recombinantes o péptidos
sintéticos. Son muy sensibles y los resultados son muy reproducibles. La ultima aportacion a este tipo
de pruebas ha sido la deteccion simultanea de antigeno p24 y anticuerpos frente al VIH (ensayos de
cuarta generacion) el ARCHITECT HIV Ag/Ab combo cumple con las generalidades de los ensayos de
cuarta generacion, poniendo de manifiesto un adelanto una a dos semanas en la deteccion seroldgica de
la infeccion por VIH. El WB a su vez también es de cuarta generacion ya que estd compuesto por

péptidos recombinantes/sintéticos de VIH-1 y VIH-2.
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3.8.2 Aglutinacion

Es una reaccion inmunoquimica que produce la agregacion de células o particulas recubiertas con

antigenos o anticuerpos.

La reaccion tiene lugar en dos fases. En primer lugar, se produce una rapida interaccion entre el
anticuerpo y el antigeno sobre la superficie de la célula o de la particula. En segundo lugar, las
particulas se agregan y se observa aglutinacion a simple vista o por medio del microscopio. Si se
produce aglutinacion, se dice que el anticuerpo es completo. Si el anticuerpo se une al antigeno pero no
se produce aglutinacion, entonces se denomina anticuerpo incompleto y la aglutinacion tendra lugar

sOlo si se introducen modificaciones en la reaccion.
3.8.3 Pruebas de EIA de membrana (Dot-Blot)

Estas técnicas detectan los anticuerpos anti-VIH mediante un método inmunoenzimatico. El antigeno,
compuesto por proteinas recombinantes o péptidos sintéticos de uno o ambos virus, estd fijado a tiras
de nitrocelulosa. La mayoria de las pruebas de deteccion de anticuerpos utilizan este principio. Tienen
lectura visual y no requieren instrumentacion, su sensibilidad y especificidad no estan suficientemente

evaluadas. »
3.8.4 Inmunoensayo por microparticula (MEIA).

Es una técnica de Inmunoensayo que utiliza el aislamiento de complejos anticuerpo/antigeno en una

superficie de fase solida de pequeiias esferas denominadas microparticulas.
3.8.5 Inmunoanalisis quimioluminiscente de microparticulas (CMIA).

Desde hace unos treinta afios el fenomeno de la luminiscencia se ha convertido en una rama de la
espectrometria aplicada, dentro de la quimica analitica, gracias a la nueva instrumentacion y el empleo
de nuevas técnicas se ha podido aplicar de forma rutinaria en el andlisis tanto cualitativo como

cuantitativo.

La primera aplicacion de la quimioluminiscencia como técnica analitica se llevo a cabo en 1957 por
Erdey con el fin de estudiar sustancias como luminol, lofina y lucigenina como indicadores

volumétricos. *°

Gracias a las investigaciones recientes en el desarrollo de productos quimioluminiscentes para el
diagnostico clinico, la alta sensibilidad, bajos limites de deteccion, rangos dinamicos amplios y gran

versatilidad de métodos.
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3.9 Quimioluminiscencia.

La quimioluminiscencia se define como la emision de luz asociada con la disipacion de energia con una
sustancia electronicamente excitada. Si Los electrones de un componente luminiscente son estimulados
por una luz en estado normal, estos dan energia en forma de luz cuando ellos regresan al estado. La
emision de luz es causada por los productos de una reaccion especifica quimica, en la cual se
involucran las siguientes sustancias segun el sistema automatizado que sea utilizado: éster de acridina,
perdxido-acido, hidréxido de sodio, fosfatasa alcalina. Existen condiciones para que una reaccion

quimica produzca quimioluminiscencia:
a) Liberar la energia suficiente para producir un estado electronico excitado.

b) El camino de reaccion debe de favorecer la formacion del estado electronicamente excitado. En
el caso de que la energia quimica se disipe en forma de calor, mediante vibraciones o rotaciones

moleculares, la reaccion no serd quimioluminiscente.

c) La desactivacion del estado excitado ha de producirse mediante la emision de energia radiante o

. , , .. 1
la transferencia de energia a otra molécula luminiscente.’

Como la intensidad de emision en funcion de la concentracion de las especies quimicas implicadas en
la reaccion de quimioluminiscencia, las medidas de la intensidad de emision pueden emplearse con
fines analiticos. Una ventaja de esta técnica es que permite utilizar una instrumentacion basica bastante

sencilla, ya que el sistema Optico no requiere fuente externa de excitacion.

No obstante deben considerarse algunas limitaciones en el anélisis por Quimioluminiscencia, como la
dependencia de la emision quimioluminiscente de varios factores ambientales que deben ser
controlados, la falta de selectividad, ya que un reactivo quimioluminiscente no se limita a un Unico
analito, y finalmente, como ocurre en otros sistemas de deteccion en flujo, la emision
quimioluminiscente no es constante sino que varia con el tiempo, y este perfil de emision frente al
tiempo puede variar ampliamente en diferentes sistemas quimioluminiscentes, por lo que hay que
extremar el cuidado para detectar la sefial en sistemas en flujo, midiendo en periodos de tiempo bien

definidos.

En general una reaccion de quimioluminiscencia puede generarse mediante dos mecanismos basicos:
En una reaccion de quimioluminiscencia directa, dos reactivos, normalmente un substrato y un
oxidante en presencia de algunos cofactores, reaccionan para formar un producto o intermedio de la
reaccion, algunas veces en la presencia de un catalizador. Después, parte del producto o intermedio

pasa a un estado electronicamente excitado, que puede a continuacién relajarse hasta el estado
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fundamental con emision de un foton. El substrato es el precursor, que se convierte en la molécula
excitada electronicamente, responsable de la emision de luz, o bien actlia para transferir la energia en la
quimioluminiscencia indirecta. El catalizador, enzima o ion metalico, reduce la energia de activacion y
proporciona el ambiente adecuado para la produccion de una alta eficiencia. Durante el proceso los
cofactores son necesarios en ocasiones para convertir uno o mas de los substratos en una forma capaz
de reaccionar e interaccionar con el catalizador, o para proporcionar un grupo saliente eficaz cuando se

requiere un marcador para producir el emisor excitado.

Por el contrario la quimioluminiscencia indirecta o sensibilizada se basa en un proceso de transferencia
de energia de la especie excitada a un fluoréforo. En el caso de moléculas que no pueden emitir
directamente quimioluminiscencia, este proceso permite transferir su exceso de energia a un fluor6foro
que a su vez es excitado, volviendo a su estado fundamental con la emision de un foton. Todas estas
etapas dan lugar a una gran variedad de aplicaciones practicas de la quimioluminiscencia en la fase

solida, liquida y gaseosa. >

La quimioluminiscencia representa una alternativa automatizada de los métodos de inmunoanalisis y a

diferencia de otras técnicas que se utilizan en la practica clinica.
3.10 Western Blot

Teniendo en cuenta la importancia del diagnostico, es necesario confirmar los resultados de la prueba
de cribado mediante otra técnica. Los expertos de la OMS recomiendan la inmunotransferencia

(Western Blot).

Es una de las mas ampliamente utilizadas para confirmar resultados positivos en las pruebas de cribado
de Ac VIH, ya que permite una discriminacién puntual de la especificidad de la union antigeno-

anticuerpo permite la deteccion de una unica proteina frente a las distintas proteinas del virus. **

Las tiras de nitrocelulosa en las que se han transferido las proteinas del virus contienen, generalmente,
casi todas las proteinas estructurales del VIH, algunas proteinas precursoras de aquellas, y ademads otros
antigenos celulares contaminantes que proceden de las células infectadas empleadas para la obtencion
del antigeno virico. Algunas tiras de WB comercializadas para la deteccion de VIH-1 incluyen,
ademas, algiin péptido sintético, correspondiente a glicoproteinas especificas de VIH-2 efectos de

identificacion de la infeccion VIH con una sola tira de reactivo.

La prueba se basa en una técnica de ELISA indirecta sobre una tira de nitrocelulosa que contiene todas

las proteinas constituyentes del VIH-1 y un control interno anti-IgG. La Banda correspondiente al
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control interno se encuentra en el extremo de la tira, sin ningin nimero, antes de la reaccion P18 y

permite validar la adicion de la muestra y los reactivos.

Las proteinas del VIH-1 inactivadas se separan de acuerdo con sus pesos moleculares mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida en medio disociativo y reductor y posteriormente se transfieren

eléctricamente a una hoja de membrana de nitrocelulosa.

La técnica de WB consiste, basicamente, en la incubacion de una de esas tiras con el suero problema
durante un tiempo de 2-4 horas, tras lo cual se revela la presencia de anticuerpos frente a las diferentes
proteinas del virus, mediante reacciones inmunoenzimaticas de distinta configuracién dependiendo del
fabricante. El resultado es la aparicion de bandas coloreadas de mayor a menor intensidad, en el lugar
de la tira de nitrocelulosa en el que estan situadas las proteinas de VIH contra las cuales existen

anticuerpos en el suero problema.
La lectura e interpretacion de los resultados por WB debe hacerse siguiendo unas pautas.

1. Se identifican por su posicioén en la tira (segin su peso molecular), comparando las con el
control positivo, las bandas especificas de reactividad (gp 160, gp 120, p66, p55, p5S1, etc.), a

continuacion puede ser Util asignar un valor de reactividad a cada banda.

2. Existen distintos criterios de positividad para el Western Blot. El propuesto por la OMS indica
que un suero es positivo cuando presenta reactividad al menos frente a dos de las 3
glucoproteinas virales gp160, gp120 6 gp41 y alguna proteina de los demas genes (gag y pol)
(Figura 4). El criterio propuesto por el CDC indica que un suero es positivo cuando presenta
reactividad frente a la p24 mas alguna de las proteinas de superficie (gp160/120, gp41) (cuadro
6).

3. Los sueros negativos no deben mostrar reactividad frente a ninguna de las proteinas presentes
en la tira control positivo, en ocasiones suelen aparecer otras bandas no estructurales o no

clasificadas que no corresponden a las proteinas viricas

4. Finalmente los sueros se denominan indeterminados cuando, existiendo reactividad frente a una

0 mas proteinas, no cumple el criterio de positividad adoptado.
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Cuadro 6. Criterios de positividad de la prueba de Western Blot

Criterio Reactividad frente a:

OMS Dos glucoproteinas cualquiera: gp 160 6 gp 120 6 gp 41 + 1 gag + 1 pol
Cruz roja Americana Una proteina de cada gen estructural (env, pol y gag)

FDA p24 +p32 + (gp41l 6 gp120 6 gpl160)

CRSS p24 + (gp41 6 gp120 6 gp160) 6 p32 + (gp41 6 gp120 6 gp160)
CDC/ASTPHLD Cualquier par. p24 + (gp41 6 gp120 6 gp160) 6 p41 + (gp120 6 gp160)

FDA: Food and Drug Administration; CRSS: Consortium for retrovirus Serology and Standardization;
CDC/ASTPHLD: Center for Disease Control/Association of State and Territorial Public Health

Laboratory Directors.

Se han descrito resultados indeterminados por Western Blot en personas con factor reumatoide, LES,
anticuerpos HLA, Toxo IgG, HCV, mujeres embarazadas, infecciéon por VIH-2, seroconversion para

VIH-1 34,35

En los sueros indeterminados el seguimiento debe prolongarse al menos durante 6 meses para verificar
si existe un cambio en el patréon de anticuerpos hacia la positividad o por el contrario desaparecen las

bandas detectadas inicialmente, lo que retarda y dificulta el diagndstico.
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Figura 4. Esquemas de Western Blot. Negativo, positivo e indeterminado (tomada durante el proceso

de las muestras).
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3.11 Estudios diagndsticos

El proposito de los estudios diagndsticos es desplazar las probabilidades calculadas de la presencia de
una enfermedad hacia uno u otros extremos de la escala de probabilidades, la decision de realizar una
prueba diagnostica y particularmente la seleccion especifica de la prueba depende del uso, la
informacion y del objetivo de la busqueda; determinar las probabilidades de que hubiera una
enfermedad, evaluar la gravedad de un padecimiento, predecir el pronodstico de una enfermedad o

.. . 40
vigilar la respuesta a un tratamiento.

Se reconocen cinco usos basicos de las pruebas diagndsticas:

o Tamizaje

o Busqueda de casos

o Descarte de diagndstico

. Confirmacion de un diagnostico
. Seguimiento

El nivel més basico de examenes es el tamizado o el cribaje, en el que se hace busqueda de una
condicidon en una poblacién con baja probabilidad de tenerla, esto exige un examen que tenga una

enorme capacidad para encontrar a los enfermos, atin si se hace a costa de resultados falso positivos.

Otro nivel es la busqueda de casos se presenta cuando se busca una condicidén en sujetos con factores
de riesgo, es decir, con aumento de la probabilidad de sufrir la enfermedad. En estos casos es
importante que la prueba produzca pocos falsos negativos pero también que se pueda confiar en el

resultado positivo.”’

En algunos casos es mejor asegurarse de que una condicion especifica no esta presente (descartar un
diagnostico), de manera que se elegira la prueba diagnostica que produzca la menor cantidad de falsos

negativos.

El uso confirmatorio de las pruebas debe de ser empleado juiciosamente, cuando se tiene certeza o
existe muy alta probabilidad de que exista una condicion, realizar una prueba diagnostica en muchos

casos, puede ser innecesaria en muchos casos.>

Finalmente las pruebas diagnoésticas se utilizan para el seguimiento de los casos, bien para asegurarse
de que ha desaparecido el diagnostico para corroborar la evolucion con el tratamiento, para controlar la

aparicion o desarrollo de una reaccion adversa, para seguir la actividad de la enfermedad, etc.
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En un mundo perfecto, los estudios diagnodsticos siempre serian correctos, sin embargo, en la realidad

todos los estudios son falibles.

Para los fines de cualquier andlisis, el estado de “verdadero” de una enfermedad se determina con el
método diagnodstico definitivo, llamado “norma de referencia” o estdndar de oro. Es vital que la
seleccion de oro sea adecuada, puesto que la evaluacion de la prueba nueva sera completamente
inapropiada si no se tiene certeza de la presencia o ausencia de la enfermedad. De ahi que los términos
sensibilidad y especificidad se usan para describir la validez de la quimioluminiscencia comparada con

el Western blot.>’

3.12 Sensibilidad y especificidad

La capacidad para clasificar correctamente al enfermo. Para evaluar se utiliza el estandar de oro, con el
objeto de seleccionar una poblaciéon que tenga con certeza la condicion. El cuadro 7 muestra el
procedimiento que debe seguirse. Una vez seleccionado un niimero de sujetos con certeza seglin el
estdndar de oro, se aplica la nueva prueba y se clasifica como positivos o negativos. Se obtiene un
grupo de sujetos que si estdn enfermos y que son identificados por la nueva prueba como positivos. Se
les llama verdaderos positivos y el calculo de la tasa de verdaderos positivos muestra la capacidad de la
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prueba para clasificar correctamente al enfermo como enfermo.

Cuadro 7: Evaluacion de sensibilidad

Resultado de la prueba Sujetos enfermos

Positivo Verdaderos
Positivos

Negativo Falsos
Negativos
100

Asi como existe la duda sobre si el examen puede clasificar correctamente al enfermo, también existe
la pregunta de si puede identificar al sujeto sano como sano. Para la determinacion se selecciona un
grupo que esté libre de la enfermedad, segun el estandar de oro y se le aplica la prueba nueva. El
cuadro 8 muestra como se hace estd evaluacion. El aspecto mas importante es que el examen pueda

clasificar al sujeto sano como sano.*
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Cuadro 8: Evaluacion de especificidad

Resultado de la prueba  Sujetos sanos

Positivo Falsos
Positivos

Negativo Verdaderos
Negativos
100

La presentacion habitual de la determinacion de las pruebas se hace por medio de la tabla tetracorica.

Cuadro 9: Tabla tetracorica que se emplea en la determinacion de sensibilidad y especificidad.

Resultado de la prueba Condicion de interés

Presente Ausente
Positivo A B
Negativo C D

atc b+d

La sensibilidad de un estudio se define como el porcentaje de personas que padece la enfermedad que
interesa y tiene resultados positivos del estudio. Cuanto mayor sea la sensibilidad de un estudio es mas
probable que permita detectar a personas con la enfermedad que interesa. Las pruebas de alta

sensibilidad son ttiles en clinica para descartar una enfermedad.*

La especificidad se define como el porcentaje de personas sin la enfermedad que interesa, en quienes
hay resultados negativos de un estudio. Cuanto mayor sea la especificidad de un estudio, es mas
probable que las personas sin la enfermedad de interés no se consideren que padezcan el trastorno. Los
estudios muy especificos se usan con frecuencia para confirmar la presencia de una enfermedad (las
formulas para determinar la especificidad y sensibilidad se encuentran en el apartado de andlisis
estadistico.*®
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3.13 Relacion entre sensibilidad y especificidad

Existe una situacion donde existe una relacién absoluta de dependencia: en los resultados donde el
resultado no es dicotomo per se y se toma un punto de corte para diferenciar al sano del enfermo. La
sensibilidad y la especificidad si estan intima e inversamente relacionadas: un cambio en el punto de
corte siempre producird una mejoria en una de las caracteristicas a costa de la reduccion en la otra.
Mejora la sensibilidad porque puede detectarse a un nimero mayor de sujetos enfermos, pero se
disminuye la especificidad porque se clasifica inadecuadamente a un nimero, también mayor de sujetos
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sanos, como enfermos.

La sensibilidad y la especificidad son parametros que describen a la exactitud de un estudio. Dos
mediciones concernientes al calculo de las probabilidades de la presencia o ausencia de una

enfermedad son el valor predictivo positivo (VPP) y el valor predictivo negativo (VPN).

El VPP se define como el porcentaje de personas con resultado positivo de estudios que en realidad
padece la enfermedad que interesa; permite calcular que tan probable es que la enfermedad que interesa
esté presente si el resultado es positivo.

El VPN se define como el porcentaje de personas con resultado negativo de un estudio que no padece
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la enfermedad que interesa.

3.14 Curvas de caracteristicas operativas del receptor (COR)

Estudios diagnosticos producen resultados en una escala continua de medicion. En estas circunstancias
puede haber muchas opciones en cuanto a donde establecer el punto de corte entre los resultados
negativos y positivos. Los diversos puntos de corte producen valores distintos de sensibilidad, con la
disminucion correspondiente de la especificidad. Un resumen conveniente de esta relacion puede

mostrarse en la grafica denominada COR.

La gréfica se elabora con la sensibilidad en el eje vertical y la resta de la unidad menos de especificidad

en el eje horizontal. En cada punto de corte se calculan la sensibilidad y 1 — especificidad.
Un estudio diagnostico clinicamente 1til tiene una curva COR que se aleja de la diagonal de guiones.

Otra manera de considerar la curva COR de un estudio diagndstico es considerar al eje vertical

(sensibilidad) como la “sefial” y al eje horizontal (1 — especificidad) como el “ruido”.

Un indicador resumido del rendimiento global de estudio puede calcularse como el area bajo la curva

COR. Cuanto mayor sea esta area, sera mejor el rendimiento.”’
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aunque no se tiene bien reportado el nimero de casos en los que se ha presentado un falso negativo o
un falso positivo, se sabe que esto puede ser propiciado por las distintas fases de la infeccion, estados
de inmunosupresion provocados por (embarazo, lupus eritematoso sistémico (LES), fiebre reumatica
(FR), etc.), infecciones por virus como hepatitis C (VHC) o cruce con anticuerpos heteréfilos, entre
otros, por lo que se recomienda realizar otro analisis para confirmar los resultados, siendo el mas
utilizado en la actualidad el Western Blot gracias a su alta especificidad, ya que permite caracterizar los
anticuerpos dirigidos contra cada proteina virica, confirmando la seropositividad o bien identificando
posibles reacciones inespecificas (indeterminados). La notificacion de indeterminados es frecuente, lo
que dificulta y retarda el diagnostico. El inmunoensayo magnético quimioluminiscente (CMIA) que
detecta anticuerpos para VIH-1/2 y antigeno p24 del VIH en suero humano es una técnica que se piensa
puede evitar o disminuir el reporte de falsos negativos y positivos, es por esto que se propone realizar
una correlaciéon de los resultados obtenidos en la prueba de quimioluminiscencia (especialmente
aquellos en los cuales se acercan al punto de corte 1.0 S/CO) y los resultados del Western Blot y asi
evaluar un posible patron de asociacion entre la concentracion de la quimioluminiscencia y la presencia
de bandas que son detectadas en el Western Blot; con la finalidad de conocer el comportamiento de la
poblacion del laboratorio CARPERMOR para evaluar si el punto de corte empleado es el correcto o si

se puede realizar alguna mejoria que contribuya al beneficio del paciente.
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5. OBJETIVOS

5.1 General

Determinar la correlacion entre el inmunoensayo magnético quimioluminiscente y el Western Blot para

VIHI en sueros humanos, asi como el indice de falsos negativos y posibles cruces antigénicos.

5.2 Especificos

1. Determinar el patron de las bandas (Ac. a proteinas viricas) y su probable relacion con la
concentracion de Ag/Ac a VIH por la prueba de escrutinio por el método de

quimioluminiscencia.
2. Detectar posibles cruces antigénicos asociados a distintas enfermedades.

3. Determinar la especificidad del método de escrutinio comparado con el método confirmatorio

Western Blot.

4. Evaluar la prevalencia de deteccion del VIH en la poblacion del Laboratorio de Referencia

Internacional CARPERMOR en un periodo de 2 afos.
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6. HIPOTESIS

Se reporta que el método de escrutinio de quimioluminiscencia es sensible y especifico, por lo que
tendra una correlacion positiva y estadisticamente significativa al compararlo con la prueba de Western
Blot como confirmatoria, ademas, con el CMIA se proporcionara un diagndstico de menos de 20% de

falsos negativos o indeterminados.
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7. METODOS

7.1 Disefo de estudio

Transversal, observacional, retrolectivo y comparativo.

7.2 Poblacion

500 pacientes del Laboratorio de Referencia Internacional CARPERMOR que cumplen los criterios de

inclusion, del periodo 31 de abril de 2011 al 31de marzo de 2013.

7.3 Criterios de inclusion

e Muestras que hayan sido analizados por las dos técnicas.

e Pacientes de ambos sexos y de todas las edades

¢ Sin importar el resultado que tuvieron (reactivo, no reactivo).

7.4 Criterios de exclusién

e Muestras que no cuenten con ambos estudios.
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8. PROCEDIMIENTO

8.1 Reconstitucion de los reactivos

e Solucién de lavado/Diluyente 5X

Homogenizar la solucion de lavado antes de utilizarla. Diluir la solucion de lavado/ diluyente a
1:5 en agua destilada (para un equipo completo se utilizan 30 mL de solucién de lavado + 120

mL de agua destilada). Homogenizar y conservar 2 — 8°C.
8.2 Método ARCHITECT HIV Ag/Ab Combo

Es un inmunoanalisis de dos pasos que utiliza la tecnologia de inmunoanalisis quimioluminiscente de
microparticulas (CMIA) para determinar la presencia del antigeno p24 del VIH y de los anticuerpos

frente al VIH-1 (grupos M y O) y al VIH-2 en suero y plasma de humanos.
Procedimiento de la prueba

1. Se combina la muestra, el tampon de lavado el diluyente de ensayo y las microparticulas

paramagnéticas.

2. El antigeno p24 del VIH y los anticuerpos VIH-1/VIH-2 presentes en la muestra se unen a
las microparticulas recubiertas de antigeno del VIH-1/VIH-2 y anticuerpo.

3. Después del lavado, el antigeno p24del VIH y los anticuerpos del VIH-1/VIH-2 se unen al
conjugado de antigenos del VIH-1/VIH-2 marcados con acridinio y anticuerpo anti-p24 del

VIH marcado con acridinio.

4. Las soluciones preactivadora y activadora se afiaden a la mezcla de reaccion después de

otro ciclo de lavado
5. Lareaccion quimioluminiscente resultante se mide en unidades relativas de luz (URL).

Asi mismo, estas muestras fueron procesadas con la prueba confirmatoria con la siguiente técnica:
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8.3 Metodo Western blot (NEW LAV BLOT 1)
Procedimiento de la prueba

1. Estabilizar los reactivos a temperatura ambiente, asegurarse de colocar adecuadamente las tiras
de nitrocelulosa sobre cada celdilla con el nimero en la parte superior de manera visible. Es

importante manipular las tiras con tenacillas de plastico.
2. Aifadir 2 mL de la solucion de lavado/diluyente reconstituida a cada celda.

Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente bajo agitacion.

3. Anadir 20 puL de cada suero de muestra o control a la celda correspondiente.

Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente bajo agitacion.

4. Aspirar el contenido de cada celdilla sin dafiar las tiras.
Lavar cada tira con 2 mL de solucion de lavado/diluyente durante 1 minuto y retirela por medio

de aspiracion.

Volver a lavar dos veces la tira durante 5 min, bajo agitacion con 2 mL de la solucidon de

lavado/diluyente.
Retirar la solucion después del tltimo lavado.

5. Agregar 2 mL de conjugado a cada celda, la solucién conjugada debe de estabilizarse

previamente a temperatura ambiente.

Incubar durante 1 hora bajo agitacion.

6. Lavado. Proceder como en el paso 4.
7. Agregar 2 mL de solucion de revelado del color en cada celda.

Incubar bajo agitacion y vigile el aspecto de la coloracion deben observarse todas las bandas
correspondientes a las proteinas viricas con el suero de control positivo. (Tiempo de revelado

minimo 5 minutos).

8. Detener la reacciéon retirando la solucién de revelado y enjuagando la tira 3 veces con agua

destilada.

9. Secar las tiras entre dos hojas de papel absorbente a temperatura ambiente.
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Clasificar las bandas (proteinas), colocandolas perfectamente usando la marca de referencia.
8.4 Evaluacion de los resultados

1. Obtener la lista de las muestras que solicitan ambos estudios.
2. Ingresar las muestras en el ARCHITEC para obtener el resultado por quimioluminiscencia.
3. Numerar las muestras y comenzar el proceso de Western Blot antes mencionado.

4. Al terminar el proceso realizar la clasificacion de las bandas y de acuerdo a los criterios de la

OMS definir si es positivo, negativo o indeterminado.

5. Una vez que se obtienen los resultados de ambas pruebas, se ingresan a la base de datos para

que posteriormente sean analizados con base a los objetivos del proyecto.
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9. ANALISIS ESTADISTICO

Se obtendran las frecuencias y porcentajes de positivos, negativos por cada método, asi como los
indeterminados en el Western blot como medidas descriptivas, las cuales se compararan con la prueba
0%, Se realiza la curva COR con los resultados cuantitativos de quimioluminiscencia y cada una de las
bandas del Western blot. Asi mismo, se calculara la sensibilidad, especificidad e indice de falsos
positivos y negativos para el método de quimioluminiscencia mediante una tabla tetracérica de 2 x 2,
con sus respectivos intervalos de confianza al 95%. Se considerara una prueba como estadisticamente
significativa cuando se obtenga un valor p< 0.05. El andlisis estadistico se llevard a cabo con el

programa SPSS V. 17.0 y las siguientes formulas:

Verdaderos Positivos

= X 1009
V.Positivos + F.Negativos %

Verdaderos Negativos
x 100%

"~ V.Negativos + F. Positivos

VPP Verdaderos positivos 100%
= ES
V.Positivos + F. Positivos 0

VPN Verdaderos negativos 100%
= *
V.Negativos + F.Negativos °

IFP =1—-E x100%

INP=1-5%100%

Donde:
S: Sensibilidad VPP: Valor predictivo positivo
E: Especificidad VPN: Valor predictivo negativo
IFP: Indice de falsos positivos IFN: Indice de falsos negativos
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10. DIAGRAMA DE FLUJO
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11. RESULTADOS

Se analizaron un total de 500 datos que cumplieron con los criterios de inclusién, con los que se

determino la prevalencia de la infeccion por VIH, encontrandose una prevalencia de positivos para VIH

global del 276 (55%), el resumen de los resultados se muestra en el cuadro 10.

Cuadrol0. Prevalencia de resultados de VIH por Western blot.

Positivos Negativos Indeterminados Total
Sexo Mujer 36 (29%) 46 (37%) 42 (34%) 124 (25%)
Hombre 240 (64%) 69 (19%) 67 (17%) 376 (75%)
Total 276 (55%) 115 (23%) 109 (22%) 500 (100%)

Para conocer el grupo etario en el que hay mas casos de reactividad para VIH, se establecieron 15

rangos, los casos se muestran en el cuadro 11.

Cuadro 11. Prevalencia de VIH por grupo de edad de acuerdo a los criterios del INEGI.

Grupos de edades Positivos Negativos Indeterminados
0-4 0 2 1
5-9 0 0 1
10-14 0 1 2
15-19 7 7 7
20-24 41 13 16
25-29 39 23 21
30-34 53 20 17
35-39 33 22 11
40 — 44 26 9 7
45— 49 23 6 4
50-54 12 1 7
55-59 10 1 3
60 — 64 13 2 1
65— 69 4 2 1
70 —74 1 1 2
No hay datos de la edad 14 5 8
Total 276 115 109
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De los 109 casos indeterminados, se analizd en que poblacion hay més prevalencia los resultados se
muestran en el cuadro 12, en donde se observa que 42 (34%) del total de mujeres y 67 (17%) de los

hombres dieron un valor no clasificable.

Cuadro 12. Frecuencia de indeterminados por grupo de edad y sexo.

Grupos de edades Mujeres Hombres
analizadas indeterminadas indeterminados

0-4 1 0

5-9 1 0
10-14 2 0
15-19 4 3
20-24 8 8
25-29 7 14
30-34 8 9
35-39 1 10

40 - 44 1 6

45 - 49 3 1

50 - 54 2 5
55-59 1 2

60 — 64 1 0

65— 69 0 1

70 — 74 0 2

No hay datos de la edad 2 6
Total 42 67

La siguiente tabla es una relacion de los resultados de quimioluminiscencia que es la prueba de cribado
que se quiere evaluar comparandola con el Western Blot solo se incluyen los resultados positivos y
negativos, con el fin de obtener la sensibilidad y especificidad de la prueba de quimioluminiscencia,

para ello se utilizaron las formulas que se encuentran en el apartado de disefio estadistico.

Cuadro 13. Resultados WB (estandar de oro) vs. Quimioluminiscencia (prueba que se evalua su

confiabilidad diagnoéstica).

Western Blot
Quimioluminiscencia Positivos Negativos Total
Positivo 276 7 283
Negativo 0 108 108
Total 276 115 391
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Se realizo la tabla tetracdrica para la sensibilidad y la especificidad, obteniendo una sensibilidad de 100
% y una especificidad de 93 %.

%*100%=100% E=%*100%=93%

S =
IFP = (1 - 0.93) x100% = 7%

Cuadro 14. Se muestra la confiabilidad diagnostica de la quimioluminiscencia con respecto a las
diferentes proteinas marcadoras para VIH. Nos basamos en los resultados dicotomicos (positivo y

negativo) de ambas pruebas para la obtencion de la especificidad y sensibilidad de cada banda del WB.

Proteina  Sensibilidad Especificidad VPP VPN IFP IFN
gp 160 89.10% 100% 100% 84.68% 0% 10.9%
gpl110/120 88.46% 99.46% 99.63% 83.85% 0.54% 11.54%
gp 41 87.5% 98.40% 98.91% 82.58% 1.6% 12.5%
P 68/66 88.46% 93.08% 95.50% 82.93% 6.92% 11.54%
P 55 88.46% 86.70% 91.69% 81.90% 13.3% 11.6%
P 52/51 85.25% 93.08% 95.34% 79.18% 6.92% 14.75%
P 40 73.39% 99.46% 99.56% 69.25% 0.54% 26.61%
P 34/31 88.14% 97.87% 98.56% 83.25% 2.13% 11.86%
P 24/25 90.38% 81.91% 89.24% 83.69% 18.09% 9.62%
P 17/18 80.12% 88.29% 91.91% 88.29% 11.71% 19.88%

Otro de los objetivos es ver qué relacion puede existir entre la concentracion de la quimioluminiscencia
y un patron de bandas. Para ello se agrupa el resultado de la quimioluminiscencia en intervalos
elegidos aleatoriamente y cada una de las bandas del Western blot en base a lo observado durante el
tiempo del proyecto. Los resultados de quimioluminiscencia y del Western blot los introducimos a una
base de datos en el programa SPSS 15 para obtener la curva COR y establecer un punto de corte donde

ambos resultados son reactivos.
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Cuadro 15: Correlacion del valor de Quimioluminiscencia con la presencia de la banda gp 160

Intervalo gp 160 Total de
Concentracion Casos
S/CO Presente Ausente
0.0 -0.99 0 (0%) 188 (36%) 188 (38%)
1.-0-9.99 2 (<1%) 31 (6%) 33 (7%)
10.0 — 19.99 2 (<1%) 0 (0%) 2 (<1%)
20.0 -29.99 4 (<1%) 1 (<1%) 5 (1%)
30.0 — 59.99 11 (2%) 0 (0%) 11 (2%)
60.0 —99.99 16(15%) 1 (<1%) 17 (3%)
100.0 — 199.99 18 (4%) 0 (0%) 18 (4%)
200.0 —499.99 57(11%) 1 (<1%) 58 (12%)
500.0 —999.99 167(33%) 0 (0%) 167(33%)
1000.0 — 1099.99 1(<1%) 0 (0%) 1 (<1%)
Total 278 222 500

Figura 5. Curva operacion-receptor para establecer el punto de corte de quimioluminiscencia este valor

indica la presencia de la proteina gp160 con la mayor sensibilidad y especificidad.
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Cuadro 16: Correlacion del valor de Quimioluminiscencia con la presencia de la banda gp 120/110

Intervalo gp 120/110 Total de
Concentracién S/CO Casos
Presente Ausente
0.0 —0.99 1 (<1%) 187 (37%) 188 (38%)
1.-0-9.99 2 (<1%) 31 (<1%) 33 (7%)
10.0 -19.99 2 (<1%) 0 (0%) 2 (<1%)
20.0 —29.99 4 (<1%) 1 (<1%) 5(1%)
30.0 - 59.99 11 (2%) 0 (0%) 11 (2%)
60.0 — 99.99 14 (3%) 3 (<1%) 17 (3%)
100.0 — 199.99 18 (4%) 0 (0%) 18 (4%)
200.0 — 499.99 57 (11%) 1 (<1%) 58 (12%)
500.0 —999.99 167(33%) 0 (0%) 167 (33%)
1000.0 — 1099.99 1 (<1%) 0 (0%) 1 (<1%)
Total 277 223 500 (100%)

Figura 6. Curva operacion-receptor para establecer el punto de corte de quimioluminiscencia este valor

indica la presencia de la proteina gp120/110 con la mayor sensibilidad y especificidad.
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Cuadro 17: Correlacion del valor de Quimioluminiscencia con la presencia de la banda p 68/66

Intervalo
Concentracion
S/ICO
0.0-0.99
1.-0-9.99
10.0 -19.99
20.0 -29.99
30.0 - 59.99
60.0 — 99.99
100.0 — 199.99
200.0 —499.99
500.0 —999.99
1000.0 — 1099.99
Total

p 68/66 Total de
Casos
Presente Ausente
13 (3%) 175 (35%) 188 (38%)
6 (5%) 27 (5%) 33 (7%)
2 (<1%) 0 (0%) 2 (<1%)
4 (<1%) 1 (<1%) 5(1%)
9 (2%) 2 (<1% 11 (2%)
14 (3%) 3 (<1%) 17 (3%)
17 (3%) 1 (<1%) 18 (4%)
57 (11%) 1 (<1%) 58 (12%)
166 (33%) 1 (<1%) 167 (33%)
1 (<1%) 0 (0%) 1 (<1%)
289 211 500

Figura 7. Curva operacion-receptor para establecer el punto de corte de quimioluminiscencia este valor

indica la presencia de la proteina p68/66 con la mayor sensibilidad y especificidad.
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Cuadro 18: Correlacion del valor de Quimioluminiscencia con la presencia de la banda p 55

Intervalo p 55 Total de
Concentracion S/ICO Casos
Presente Ausente
0.0 -0.99 25 (5%) 163 (33%) 188 (38%)
1.-0-9.99 7 (1%) 26 (25%) 33 (7%)
10.0 — 19.99 2 (<1%) 0 (0%) 2 (<1%)
20.0 -29.99 4 (<1%) 1 (<1%) 5 (1%)
30.0 — 59.99 10 (2%) 1 (<1%) 11 (2%)
60.0 — 99.99 16 (3%) 1 (<1%) 17 (3%)
100.0 — 199.99 17 (3%) 1 (<1%) 18 (4%)
200.0 —499.99 54 (11%) 4 (<1%) 58 (12%)
500.0 — 999.99 165 (33%) 2 (<1%) 167 (33%)
1000.0 — 1099.99 1 (<1%) 0 (0%) 1 (<1%)
Total 301 199 500 (100%)

Figura 8. Curva operacidn-receptor para establecer el punto de corte de quimioluminiscencia este valor

indica la presencia de la proteina p55 con la mayor sensibilidad y especificidad.
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Cuadro 19: Correlacion del valor de Quimioluminiscencia con la presencia de la banda p 52/51

Intervalo p 52/51 Total de
Concentracion S/CO Casos
Presente Ausente
0.0-0.99 13 (3%) 175 (35%) 188 (38%)
1.-0-9.99 5(1%) 28 (6%) 33 (7%)
10.0 — 19.99 1 (<1%) 1 (<1%) 2 (<1%)
20.0 -29.99 3 (<1%) 2 (<1%) 5 (1%)
30.0 — 59.99 9 (2%) 2 (<1%) 11 (2%)
60.0 — 99.99 12 (2%) 5 (1%) 17 (3%)
100.0 — 199.99 18 (4%) 0 (0%) 18 (4%)
200.0 —499.99 54 (11%) 4 (<1%) 58 (12%)
500.0 — 999.99 163 (33%) 4 (<1%) 167 (33%)
1000.0 — 1099.99 1 (<1%) 0 (0%) 1 (<1%)
Total 279 221 500

Figura 9. Curva operacidon-receptor para establecer el punto de corte de quimioluminiscencia este valor

indica la presencia de la proteina p52/51 con la mayor sensibilidad y especificidad.
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Cuadro 20: Correlacion del valor de Quimioluminiscencia con la presencia de la banda gp 41

Intervalo gp 41 Total de

Concentracién S/CO Casos
Presente Ausente

0.0—0.99 3 (<1%) 185 (37%) 188 (38%)
1.-0-9.99 4 (<1%) 29 (6%) 33 (7%)
10.0 — 19.99 1 (<1%) 1 (<1%) 2 (<1%)
20.0 —29.99 5 (1%) 0 (0%) 5 (1%)
30.0 — 59.99 10 (2%) 1 (<1%) 11 (2%)
60.0 — 99.99 14 (3%) 3(<1%) 17 (3%)
100.0 — 199.99 17 (3%) 1 (<1%) 18 (4%)
200.0 —499.99 57 (11%) 1 (<1%) 58 (12%)

500.0 — 999.99 164 (33%) 3 (<1%) 167 (33%)
1000.0 — 1099.99 1 (<1%) 0 (0%) 1 (<1%)

Total 276 224 500

Figura 10. Curva operacion-receptor para establecer el punto de corte de quimioluminiscencia este

valor indica la presencia de la proteina gp41 con la mayor sensibilidad y especificidad.
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Cuadro 21: Correlacién del valor de Quimioluminiscencia con la presencia de la banda p 40

Intervalo p 40 Total de
Concentracion Casos
S/ICO Presente Ausente
0.0 —0.99 1(<1%) 187 (37%) 188 (38%)
1.-0-9.99 2(<1%) 31 (6%) 33 (7%)
10.0 — 19.99 1 (<1%) 1 (<1%) 2 (<1%)
20.0 —29.99 4 (<1%) 1 (<1%) 5 (1%)
30.0 — 59.99 9 (2%) 2 (<1%) 11 (2%)
60.0 — 99.99 14 (3%) 3 (<1%) 17 (3%)

100.0 — 199.99 15(3%) 3 (<1%) 18 (4%)
200.0 -499.99 43 (9%) 15 (3%) 58 (12%)
500.0 -999.99 140 (28%) 27 (6%) 167 (33%)
1000.0 — 1099.99 1 (<1%) 0 (0%) 1 (<1%)
Total 230 270 500

Figura 11. Curva operacion-receptor para establecer el punto de corte de quimioluminiscencia este

valor indica la presencia de la proteina gp40 con la mayor sensibilidad y especificidad.
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Cuadro 22: Correlacion del valor de Quimioluminiscencia con la presencia de la banda p 34/31

Intervalo
Concentracion S/CO

0.0-0.99
1.-0-9.99
10.0 —19.99
20.0 —29.99
30.0 —59.99
60.0 — 99.99
100.0 — 199.99
200.0 — 499.99
500.0 — 999.99
1000.0 — 1099.99
Total

p 34/31 Total de
Casos
Presente Ausente
4 (<1%) 184 (37%) 188 (38%)
6 (1%) 27 (5%) 33 (7%)
2 (<1%) 0 (0%) 2 (<1%)
4 (<1%) 1 (<1%) 5 (1.0%)
9 (6%) 2 (<1%) 11 (2%)
14 (3%) 3 (<1%) 17 (3%)
17 (3%) 1 (<1%) 18 (3%)
57(11%) 1 (<1%) 58 (12%)
165 (33.0%) 2 (<1%) 167 (33%)
1 (<1%) 0 (0%) 1 (<1%)
279 221 500

Figura 12. Curva operacion-receptor para establecer el punto de corte de quimioluminiscencia este

valor indica la presencia de la proteina p34/31 con la mayor sensibilidad y especificidad.
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Cuadro 23: Correlacion del valor de Quimioluminiscencia con la presencia de la banda p 24/25

Intervalo p 24/25 Total de

Concentracion S/CO Casos
Presente Ausente

0.0 -0.99 34 (6%) 154 (31%) 188 (38%)
1.-0 —9.99 11 (2%) 22 (5%) 33 (7%)
10.0 -19.99 2 (<1%) 0 (0%) 2 (<1%)
20.0 —29.99 4 (<1%) 1 (<1%) 5 (1%)
30.0 - 59.99 10 (2%) 1 (<1%) 11 (2%)
60.0 — 99.99 17 (3%) 0 (0%) 17 (3%)
100.0 — 199.99 18 (4%) 0 (0%) 18 (4%)
200.0 —499.99 55 (11%) 3 (<1%) 58 (12%)

500.0 — 999.99 164 (33%) 3 (<1%) 167 (33%)
1000.0 — 1099.99 1 (<1%) 0 (0%) 1 (0.2%)

Total 316 184 500

Figura 13. Curva operacion-receptor para establecer el punto de corte de quimioluminiscencia este

valor indica la presencia de la proteina p24/25con la mayor sensibilidad y especificidad.
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Cuadro 24: Correlacion del valor de Quimioluminiscencia con la presencia de la banda p 18/17

Intervalo
Concentracion S/CO

0.0-0.99
1.-0 -9.99
10.0 - 19.99
20.0 —29.99
30.0 - 59.99
60.0 —99.99
100.0 — 199.99
200.0 —499.99
500.0 — 999.99
1000.0 — 1099.99
Total

p 18/17 Total de
Casos
Presente Ausente
22 (4%) 166 (33%) 188 (38%)
9 (2%) 24 (4%) 33 (7%)
2 (0.4%) 0 (0%) 2 (<1%)
4 (1%) 1 (<1%) 5 (1%)
8 (2%) 3 (<1%) 11 (2%)
13 (3%) 4 (<1%) 17 (3%)
18 (4%) 0 (0%) 18 (4%)
45 (9%) 13 (3%) 58 (12%)
150 (30%) 17 (3%) 167 (33%)
1 (<1%) 0 (0%) 1 (<1%)
272 225 500

Figura 14. Curva operacion-receptor para establecer el punto de corte de quimioluminiscencia este

valor indica la presencia de la proteina p18/17con la mayor sensibilidad y especificidad.
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En el cuadro 25 se presentan los resultados de los 109 casos de indeterminados donde se observa la

frecuencia para cada una de las 10 bandas del Western blot.

Cuadro 25. Frecuencia con la que aparecen las bandas en los casos indeterminados

Banda Indeterminados %
gp 160 2 1.83
gp 110/120 1 0.91
p 68/66 16 14.67
p 55 33 30.27
p 52/51 15 13.76
gp 41 6 5.50
p 40 4 3.66
p 34/31 8 7.33
p 24/25 47 43.11
p 18/17 30 27.52

En el cuadro 26 se presenta el nimero de bandas que presentan los indeterminados, destaca que la

mayoria de los indeterminados se presenta con una sola banda.

Cuadro 26: Numero de bandas que se presentan en los casos indeterminados

NUmero de indeterminados NuUmero de bandas
74 1
23 2
7 3
3 4
2 5
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12. DISCUSION DE RESULTADOS

En el cuadro 1 podemos observar la tendencia de los casos positivos, negativos e indeterminados de las
muestras de mujeres (124=25%) y hombres (376= 75%) analizadas, en este estudio se observd que
existe un mayor numero de casos positivos en hombres (64%) que en mujeres (29%) esto puede
deberse a que en México se esta dando una apertura a la diversidad sexual lo que conlleva a la
transmision de VIH por la via sexual, los datos del CENSIDA indican que el 94% de contagios se
producen de esta manera.'’ Las cifras del CENSIDA indican que los contagios por VIH corresponden
en relaciones hombre-hombre (32%), un amplio sector de estos hombres practique el bisexualismo 22%
lo que provoca que se dé el contagié hombre-mujer 41%; esto aunado a otro tipo de vias de contagid
como lo son; madre-hijo, uso de drogas, en un menor caso transfusiones de drganos o tejidos gracias al

riguroso control de calidad que se esté teniendo en los bancos de sangre.

Nuestros resultados de casos positivos en nuestra poblacion (55%) son muy altos ya que la mayoria de
las muestras analizadas son de pacientes que tuvieron relaciones sexuales de alto riesgo, en México la
prevalencia de los casos de VIH positivos es de 0.24%, esto es si bien los datos del CENSIDA indican
una “proporcion de seropositivos a VIH en hombres” de 73.5%, los resultados obtenidos en este
estudio indican una semejanza ya que el 64% de los hombres a quienes se les realizo el estudio

resultaron positivos a VIH.

El cuadro 2 nos muestra la prevalencia de resultados positivos, negativos e indeterminados de acuerdo
al grupo de edades que presentan el mayor porcentaje para cada uno de los resultados del WB
concuerdan con las edades reproductivas siendo de los 20 afos a los 34 afios los casos tanto de
positivos como de indeterminados, a esto se podria sumar que también las personas que en esta etapa
tienden a desarrollarse en ambientes de universidad o laborales donde las interacciones con otras
personas son mas frecuentes, las cifras del CENSIDA indican que 44% de personas de 20 - 29 afios no

: - . 46
usan condon en sus relaciones sexuales y el 69% en edades de 30 — 39 no usan condon.

Los casos indeterminados (cuadro 3) por grupo de edad y sexo representan poco mas de la quinta parte
del estudio que se realizé y en todos estos casos como recomienda la CDC* (Centers for Disease
Control) deben de realizarse nuevamente el estudio en 6 meses, en México la secretaria de salud de
acuerdo al manual de procedimientos estandarizados para la vigilancia epidemiolédgica del VIH/SIDA,
hace la recomendacion de repetir en los 3 meses posteriores al resultado de WB indeterminado,
estipulado en el algoritmo para el diagnostico serolégico de infeccion por el VIH *>*. Ya que existen

diversas etapas de la infeccion donde se pueden estar enmascarando anticuerpos que en el momento de
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realizar el estudio no pueden ser detectados por la metodologia no por una limitante de esta sino mas

bien por la etapa en la que el paciente podria estar pasando.

Se pueden presentar en rangos que van desde 4% al 20% o mas de las pruebas de WB, con bandas

presentes contra las proteinas del VIH-1, que no cumplen criterios para un resultado positivo.’

Como se menciond anteriormente la mayoria de los casos indeterminados coinciden con las edades
reproductivas y para realizar este analisis haremos el uso de las referencias ya que los casos de

indeterminados pueden suceder por diversos factores como:

e Periodo de ventana: el tiempo que transcurre entre la exposicion y que la prueba de WB se haga
positiva. Generalmente el 50% de los pacientes infectados se detectan a las 3 semanas y casi la
mitad restante en los dos meses siguientes. Todos los pacientes seroconvierten dentro de los
primeros seis meses.”’

e Seroconversion: ocurre ocasionalmente en pacientes en fase tardia de la enfermedad. También
ha sido reportada en pacientes con reconstitucion inmunoldgica debida a la terapia
antirretroviral altamente efectiva.®

e Agammaglobulinemia.

e Infeccion de cepas de virus tipo O 6 N o con el VIH-2; el VIH-2.

e Muestras hemolizadas.

e FError técnico o del laboratorio.

Se puede descartar el VIH-2 ya que se encuentra comiinmente en paises de Africa; se puede presentar
en ciudades cosmopolitas (Nueva york, Paris, Madrid, Tokio, etc.) esto lo podemos sustentar con una
tesis elaborada en 2005 donde analizaron casos de VIH indeterminados y se les realizo el WB para
VIH-2. Para su estudio consideraron los criterios de la OMS donde se considera de suma importancia la
presencia de bandas correspondientes al gen ENV para considerar que una muestra es positiva para
VIH-2; también que los resultados pueden ser considerados negativos si hay una muy débil franja p16.
En este estudio analizaron 200 casos indeterminados para VIH-1 donde se obtuvieron 159 muestras
indeterminadas para VIH-2, 4 negativas y 37 muestras que consideran negativas ya que presentaron

solo la banda p 16. *!

El cuadro 4 nos presenta la sensibilidad y especificidad de la prueba de quimioluminiscencia para
evaluar la confiabilidad diagndstica para el diagnostico de VIH comparandolo con la prueba estandar
WB. Con la ayuda de ese cuadro obtuvimos que la quimioluminiscencia tiene una sensibilidad del

100% y una especificidad del 93% estos resultados son similares a un estudio donde compararon tres
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distintas pruebas de tamizaje (Abbott HIV-1 EIA recombinante, Abbott HIV Ab HIV-1/HIV-2y
Serodia-HIV Fujirebio Inc.) y para el reactivo que detecta anticuerpos VIH-1/VIH-2 obtuvieron una

especificidad de 99.9% y una sensibilidad de 100%.

El resultado que se obtuvo nos indica que la prueba ARCHITEC HIV Ag/Ab es confiable (S 100% y E
93 %) para el diagnoéstico del VIH y tiene una baja tasa de falsos positivos 7%.

En el cuadro 5 podemos observar las bandas que presentan mayor especificidad para el diagnostico de
VIH con el ARCHITECT HIV Ag/Ab se debe a que el reactivo tiene la capacidad de detectar el
antigeno p 24 del VIH, anticuerpo anti-VIH-1 o el anticuerpo anti-VIH-2.

La proteina de transmembrana (TMP) es clave para la serodeteccion de la infeccion por el VIH, debido
a su papel inmundgeno y como antigeno diana. Los anticuerpos frente a TMP son los primeros en
aparecer cuando un individuo infectado por el VIH se convierte en seropositivo. La respuesta de los
anti-TMP se mantiene relativamente fuerte durante el desarrollo de la enfermedad, como se demuestra
practicamente universal de los anticuerpos frente a la proteina transmembrana en las fases asintomatica
y sintomatica de la infeccion por el VIH. Las TMP del VIH-2 y de los grupos M y O del VIH-1 estan
presentes en el reactivo mediante 5 antigenos recombinantes y 2 péptidos sintéticos derivados de
secuencias de proteinas transmembrana nativas. Los anticuerpos producidos contra la TMP de una cepa
virica dentro de un grupo determinado pueden reaccionar bien, reaccionar poco o no reaccionar frente a

la TMP de una cepa virica de un tipo o grupo diferente.

Los cuadros 6 al 15 nos ayudan a plantear si existe una relacion estrecha entre la concentracion de la
quimioluminiscencia S/ CO y la presencia de bandas, se observa claramente que los valores mayores de
11.0 S/CO para la quimioluminiscencia, comienzan a hacerse presentes las bandas del Western blot
dando como resultado positivo para VIH tomando en cuenta los criterios de la OMS. Si observamos las
curvas COR coincide el punto de corte mayor a 11.0 S/CO donde se obtiene la mayor sensibilidad y la
especificidad para cada banda. De tal manera que todos los resultados que sean mayores al punto de
corte de 11.0 S/CO podemos inferir un resultado positivo a VIH sin prescindir del Western blot ya que
este ultimo no se puede sustituir por norma (NOM-010-SSA-2010) y por recomendaciones de la OMS,

se debe de realizar la prueba confirmatoria después de un resultado reactivo.

A continuacién analizaremos el cuadro 16 donde claramente se observa, que las bandas p24 y p 17 del
WB tienen el mayor porcentaje de indeterminaciones. Las causas de indeterminados son muy variados
y no estan muy esclarecidas, anteriormente discutimos distintas enfermedades que pueden dar un cruce

en el WB provocando que se origine un resultado indeterminado.

55



También existen otras condiciones como causa de indeterminacion cuando aparecen bandas p24 y pl17,

que a continuacién sefialaremos.
p24 aislada

e Frecuentemente en embarazos

e Multitransfundidos

La banda de p55 se detecta generalmente cuando hay una fuerte reactividad a p24 y / o p17. Las bandas
consideradas como p24 y p17 son ambos fragmentos GAG al igual que la p55, de ahi que sean las que

con mayor frecuencia se presentan.

Ante estos problemas de indeterminacion y la problemdtica que genera para el paciente, los

laboratorios se ven obligados a realizar las confirmaciones con mayor frecuencia.

La figura 15 se realizd con la finalidad de representar la correlacion de la quimioluminiscencia con el
Western blot ya que a medida en la que se incrementa el intervalo de concentracion se presentan mas
bandas, importante destacar que en los intervalos de 0.0 — 0.99 y 1.0 9.99 es donde podemos encontrar
una gran cantidad de resultados WB indeterminados, anteriormente se discutié las bandas de WB que
mas aparecian en el caso de los indeterminados p24, p17, p55; en el cuadro 26 se menciona el nimero
de bandas que pueden estar presentes en un WB indeterminado sobresaliendo una o dos bandas. De tal
manera que cuando se presente un resultado entre 0.0 — 10 S/CO probablemente podemos obtener un

WB como el que se describe en la figura 15 con una o més bandas de las sefialadas.
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13. CONCLUSION

El método de escrutinio utilizado en el Laboratorio de Referencia Internacional CARPERMOR para el
diagnodstico de VIH (ARCHITECT HIV Ag/Ab combo) es confiable ya que obtuvimos un 100% de
sensibilidad, 93% de especificidad y un indice de falsos positivos de 7%. Se encontrd que existe un
patron entre las bandas presentes en el Western blot y la concentracion de la quimioluminiscencia ya
que a medida en que la concentracion es mayor a 11.0 S/CO el resultado del Western blot es positivo y
cuando la concentracion es menor a 11.0 S/CO el resultado del Western Blot es negativo o

indeterminado de acuerdo a los criterios de la OMS.

De los 109 casos de Western blot indeterminados corresponden en su mayoria a mujeres (34%) en
edades reproductivas (20 afios - 39 afos), se infiere que los cruces antigénicos estdn relacionados a
factor reumatoide, LES, embarazos entre otros padecimientos ya que en estas edades es cuando se
comienzan a ser presentes estos padecimientos o estados. Las proteinas viricas implicadas en los cruces

antigénicos fueron p55 (30.27%), p24/25 (43.11%) y p17/18 (27.52%)).

Finalmente la mayor prevalencia de la infeccion del VIH se da en los hombres (64%) en edades de
(20 afios — 39 afios) y en las mujeres es menor la prevalencia (29%) tomando en cuenta las mismas

edades.
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