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Resumen

La epidemia causada por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo uno (HIV-1) es uno de los
principales problemas de salud publica a nivel mundial. El diagndstico de la infeccion por HIV es
fundamental para lograr el control de dicha epidemia. Uno de los métodos de diagndstico de la
infeccion por HIV se basa en la deteccion de anticuerpos especificos anti-HIV. Las técnicas
inmunoenzimaticas (EIA) son las més empleadas por ser relativamente simples, tener alta sensibilidad,
y ejecutar en forma simultdnea un gran ndmero de determinaciones. A la fecha se cuenta con la 52
generacion de EIA. De las técnicas rapidas, las méas utilizadas son las tiras inmunocromatogréficas
(dispositivo de flujo lateral) ya que dan el resultado en 20 minutos 0 menos, pero pueden dar
considerables resultados falsos. La OMS y ONUSIDA han sugerido evaluar a nivel local el desempefio
diagnostico de cualquier prueba diagnéstica para la infeccion por HIV, antes de que pueda usarse de

forma rutinaria para evitar resultados falsos.

En el presente trabajo, se evalué el desempefio diagnéstico para la infeccion por HIV de dos pruebas
rapidas comerciales en comparacion con el ELISA basado en el uso de un péptido de la glicoproteina
transmembranal del HIV (ELISA-péptido6357).

Se utilizaron un total de 51 sueros de referencia confirmados por Western Blot: 16 POSITIVOS y 35
NEGATIVOS a la infeccion por HIV. Fueron evaluados en el ELISA-péptido6357 y en dos pruebas
rapidas: HEXAGON HIV 1/2 TEST Rapid Screening Test y ADVANCED QUALITY™ RAPID HIV (1&2)
WB/S/P. Con los resultados obtenidos, se elaboraron las tablas de contingencia de 2x2, luego se
determinaron la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo
(VPN) y certeza diagnoéstica (CD). Finalmente, se realizd el andlisis comparativo del desempefio

diagnostico de cada una de las tres pruebas evaluadas para la deteccién de la infeccion por HIV.

El ELISA-péptido6357 confirmé los resultados del 100% de los sueros de referencia positivos y
negativos a HIV. Obtuvo 100% de sensibilidad, especificidad, VPP, VPN y de CD. En las dos pruebas
rapidas se obtuvieron los mismos resultados, concordando entre si al confirmar solo el 93.75% de los
sueros de referencia positivos y el 97.14% de los negativos a HIV, alcanzando ambas un 93.75% de
sensibilidad y VPP; 97.14% de especificidad y VPN, y CD del 96.07%.

El andlisis comparativo mostr6 que los valores de los pardmetros determinados para el ELISA-

péptido6357 son los ideales, por lo que mostré el mejor desempefio diagnostico.



Nuestro estudio representa el primer disefio hecho en México de un kit de ELISA para el diagnéstico
de la infeccién por HIV, con eficiencia diagndstica del 100% y que se desempefia a nivel de las
mejores pruebas comerciales disponibles.

Nuestros hallazgos evidenciaron los mismos valores de sensibilidad y especificidad en las dos pruebas
rapidas, pero ambas fueron menores al 100% reportado por los propios fabricantes. Con esto
subrayamos la necesidad de monitorear el desempefio de cualquier prueba diagnéstica para la
deteccion de la infeccion por HIV, para verificar si cumplen con los requisitos necesarios marcados
para ser usadas en los algoritmos de diagndstico de HIV en México.



1. Introduccion

Las infecciones por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV por sus siglas en inglés) constituyen
una gran preocupacion para las autoridades de salud. Se estima que mas de 38 millones de personas en
todo el mundo estan actualmente infectadas con el HIV y anualmente se registran entre 2.5y 3 millones
de nuevos casos. De estos ultimos, aproximadamente 1 millon no saben que son portadores del virus,

pues nunca se han hecho un examen para el diagnéstico del HIV.

Debido al ajuste de la estrategia nacional e internacional para afrontar a la pandemia por SARS-CoV-2,
se tuvo que adaptar el disefio e implementacion de las politicas publicas enfocadas al HIV y a otras
infecciones de transmision sexual (ITS). La emergencia de este fendbmeno ha demandado, ademas de
una accién inmediata por parte de las autoridades, adecuar los programas y esfuerzos institucionales
hacia el disefio, la creacion y el fortalecimiento de los servicios de salud, con el fin de garantizar el

diagnéstico oportuno y un inicio rapido de la terapia antirretroviral. (Glesby & Gulick, 2021)

1.1 Infecciéon por el HIV

La infeccion por el HIV ocurre una vez que el virus entra en el torrente sanguineo y reside en las células
de una persona expuesta a éste. Se han caracterizado varias etapas de la infeccién por HIV de acuerdo a
los sintomas clinicos y marcadores bioldgicos presentes. El SIDA es el estadio final de una enfermedad
crénica, transmisible, 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 replicacién viral,
apareceran mas enfermedades oportunistas o tumores que pueden provocar la muerte. (ONUSIDA,
2018b)

1.2 Clasificaciones para la infeccion por HIV

Existen dos clasificaciones para la infeccion por HIV: una basada en las co-infecciones asociadas,
propuesta por la OMS desde 1987 y otra establecida por la CDC (Atlanta, U.S.A) en 1993, basada
principalmente en el conteo especifico de las células T CD4" y los aspectos clinicos del enfermo. La CDC
categoriza segun el numero de células CD4* en etapas 1, 2 y 3, y desde el punto de vista clinicoen A, By

C (Tabla 1). Dicha categorizacion es la mas actualizada, pero no se ha podido generalizar, pues no todos



los paises disponen de la técnica para determinar el nimero de CD4" para realizarla habitualmente. Cabe
mencionar que en paises poco desarrollados se sigue usando la clasificacion de la OMS.

TABLA 1. Clasificacion de la infeccidon por HIV segun la CDC.

ABC
1/ >500/mm?3 (>29 por ciento) Al1B1C1
2/ 200-499/mm?3 (14-28 por ciento) A2 B2 C2
3/ <199/mm?3 (<14 por ciento) A3 B3 C3 (SIDA)

Nota: En este trabajo se utiliz6 la clasificacién de la CDC.

1.3 Agente etioldgico

El agente causal de dicha infeccion es el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV). Se conocen los
serotipos 1 y 2, descubiertos en 1983 y 1986 respectivamente. El primero de ellos, el HIV-1,
corresponde al virus descubierto originalmente, es mas virulento e infeccioso y su distribucion es
mundial, mientras que el HIV-2 es menos contagioso y su distribucidon estd circunscrita casi

exclusivamente a algunos paises de Africa Occidental. (Saleta S. K., 2005)

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV), Virus de la Inmunodeficiencia Felina (FIV), Virus de la
Inmunodeficiencia Bovina (BIV), Virus de la Inmunodeficiencia del Simio (SIV) y otros de importancia
veterinaria pertenecen al género Lentivirus de la familia Retroviridae. Son esféricos y miden entre 100-
120 nm de diametro. Su forma es determinada por 3 capas concéntricas: 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/gp41). Le sigue una matriz esférica formada por la polimerizacion de monémeros 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). (Clements, J.E., 1996; Saleta S. K., 2005)

El genoma proviral (Figura 3) mide de 8.4 a 9.2 Kb y consiste en dos subunidades idénticas de RNA
monocatenario de sentido positivo. Ambas subunidades contienen genes estructurales (gag, pol y env)
y regulatorios (vpr-like, vif y rev) como se muestra en la Figura 1, flanqueados por regiones repetitivas

terminales largas (LTR) no codificadoras.


http://www.todosida.org/glosario-sida-vih#linfocitos
http://www.todosida.org/glosario-sida-vih#CD4
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Figura 1. Modelo de una particula viral y representacién esquematica de las proteinas de superficie y estructurales del
HIV-1. El modelo esquematico de una particula viral madura se encuentra en la parte inferior derecha, con la flecha se
relaciona la estructura de la proteina con el sitio en el que se localiza en la particula viral. Se muestran las
representaciones estructurales de 15 proteinas del HIV-1 agrupadas de acuerdo a sus funciones. Tomada y modificada
de Guangdi Liy Clercq (2016).

El gen gag codifica las proteinas de capside, matriz y nucleocpside, que son derivadas de la
degradacion proteolitica de la proteina precursora Gag. El gen pol codifica la transcriptasa reversa,
proteasa viral e integrasa. El gen env codifica las dos proteinas de la envoltura viral, las glicoproteinas
de superficie (SU/gp120) y transmembrana (TM/gp41). (Clements, J.E., 1996) También contiene 6
genes accesorios vpu, vpr, vif, nef, tat y rev que codifican para sus respectivas proteinas. Las primeras
cuatro son accesorias y las dos ultimas regulatorias. Las proteinas reguladoras, Tat y Rev, se
acumulan dentro del nicleo y se unen a regiones definidas de RNA viral. La proteina Tat es un potente
activador transcripcional de la region promotora de LTR y es esencial para la replicacion viral.
(Gatignol, 2000)

La proteina Rev activa la expresion de genes estructurales y enzimaticos e inhibe la produccion de

proteinas reguladoras, por lo que promueve la formacion de particulas virales maduras. (Cullen, 1998)




El producto del gen nef contribuye a disminuir la funcion inmune de las células infectadas mediante la

regulacion negativa de la expresion de moléculas CD4 y promueve el escape de las células infectadas

de los linfocitos T citotoxicos (CTLs) por regulacion negativa de la expresion de moléculas del MHC

clase | y de las NK por regulacion positiva de MHC-I-like. El producto del gen vpr detiene el ciclo

celular de las células infectadas en la fase G2, actuando como un promotor principal en la infeccion de

macrofagos. (Gallo, 2002) La Vpu es importante en el proceso de liberacion de los viriones; ademas

estd involucrada en el momento en el que se degradan los complejos CD4-gpl160 dentro del reticulo

endoplasmico y, por lo tanto, permite reciclar gp160 para la formacién de nuevos viriones. (Bour, 1995)

La Tabla 2 resume el gen que codifica cada proteina, su funcién y lugar de accion.

Vif participa en los mecanismos de transporte intracelular de los componentes virales. (Cullen, 1998)

TABLA 2. Funcidn y lugar de accion de las proteinas estructurales, accesorias y reguladoras del HIV-1.

Favoracs 2l anclaje en la membrana calular y Wirign
Gog mAatriz (MAA) pl7 dirige el complajo de preintegracicon hacia en
Capside [CA) F24 nuaclec. Wirign
rMucleccapside pv Proteina de la capside. Wirign
[MC) pa Proteina de la cadpside gue s una al RMNAW. Wirign
Proteina que s= une a VWpr, favorece la
maduracion del virus.
Pol Proteasa (FR) pls Procesa la poliproteina Gag/FPocl v actia 2n la Wirign
Retrotranscriptasa pESs, p51 maduracion del viriégn_ Wirisn
[RT) pls Retrotranscripcion, actividad de RMNAsa H.
RMAsa H p31 Wirign
Intaegrasa (IM) Favorace la integracion del DMNA prowviral.
Erms Superficie (SU) Spl120 Glicoproteinas que se une al receptor CD4 vy a los rembrana
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despuses entre el
nucleo y el
citoplasma.

ID= Identificacién; PM= Peso Molecular; p= Proteina; gp= Glicoproteina; RNAv= RNA viral; SIVcpz= Virus de inmunodeficiencia del

Simio (chimpancé); SIV= Virus de Inmunodeficiencia del Simio; MHC1= Complejo mayor de histocompatibilidad tipo 1.




TABLA 2. Continuacion.

Vi WiF P23 Fromotor de la maduracian e infecciosidad del Citoplasma
wiricgn. [citasol,
membranas),
WirTSm.
Wior Wpr ploy/pls Detiene el ciclo celular en G2. Facilita la entrada wWirion, naclec
al ndclec del complejo de pre-integracion. [posiblements

en la membrana
del ndcleo).

Vi o ple Presente solo en WIH-1 v SIVWopz. Aumenta la Proteina de
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I1D= Identificacidn; PM= Peso Molecular; p= Proteing; gp= Glicoprotelna; RNAv= RNA viral; SIVcpz= Virus de Inmunodeficiencia
del Sirmio (chimpancé); SiV="Virus de Inmunodeficiencia del Simio; MHC1= Complejo mayor de histocompatibilidad tipo 1

1.3.1 Grupos y Subtipos genéticos del HIV-1

El andlisis filogenético ha clasificado al HIV-1 en tres grandes grupos: el grupo M (major o principal), el
grupo O (outlier o parte aislada), y el grupo N (ni M, ni O). Los virus del grupo M se han extendido por
todas partes del mundo para causar la pandemia mundial de SIDA. En contraste los grupos Ny O son
relativamente raros en el resto del mundo, pero endémicos del Africa central occidental. Sin embargo,
se han identificado infecciones con el grupo O en Europa y USA. EIl grupo M est4 compuesto por 9
subtipos genéticos (A, B, C, D, F, G, H, J, K) y formas recombinantes circulantes (CRFs). Los CRFs se
forman por recombinacién de fragmentos gendmicos de distintos subtipos. Actualmente se han
descrito mas de 30 CRFs y su nimero se incrementa constantemente. (Delgado, R, 2011)




La distribucion geografica y el predominio regional de los subtipos de HIV-1 y CRFs varian como se
puede observar en la Figura 2.

Todos los subtipos y muchas cepas recombinantes se encuentran en Africa junto con la cepa
predominante CRF02_AG en Africa occidental y central occidental. Los subtipos A, C y D predominan
en Africa oriental/central y el subtipo C en Africa del sur. El subtipo B del HIV-1 es el predominante en
USA, Europa, Japon y Australia. En Europa sin embargo un significante porcentaje de nuevas
infecciones por HIV son causadas por el subtipo no-B. En Asia el subtipo C se encuentra en India, en
Tailandia y Asia del Sur se encuentran el subtipo B y CRF_01AE. América del Sur tiene subtipos By F
y en México predomina el subtipo B. La Tabla 3 resume la distribucion geografica y predominio por
regiones de los subtipos del HIV-1. (Robertson, 1999)

W roeac. . HA o 0 crro acs p——
8, BF recombinant ] 5l K SRFOT Ml c [ A 5. AB recombinant B, €, BC recombinant oo coieng oo b

_—

~

A

:.h EAN \?ﬁ

T GLOBAL DISTRIBUTION OF HIV-1
v SUBTYPES AND RECOMBINANTS

Figura 2. Distribucion geografica mundial de los subtipos y recombinantes del HIV-1 por colores. Tomada y modificada de
Olimpo, J.T. 2010.




TABLA 3. Distribucidn geografica y predominio por regiones de los subtipos del HIV-1/2.

A Africa Occidental
Europa (recombinantes: A, B, AB)
América del Norte (USA)
América Central (México)
América del Sur
B Australia
Europa
Japoén
M (mayor) Tailandia
HIV-1 Grupo Pandémico Sur de Asia
C Regidn Sur de Africa
India
Africa (Uganda)
Sureste de Asia
Africa Central
América del Sur
Africa Central
Africa Central
Africa Central
Africa Central
O (outlier) Africa (Camertn y Gabdn)
N (no M, no O)

m m O

AR-I O

P

HIV-2 A,B,C F,G Africa Occidental

1.4 Ciclo de replicacion del HIV

Entrada viral (fusion viral).

El primer fenédmeno en el proceso de entrada consiste en la union del virus a moléculas de membrana
en determinados tipos celulares. Estas moléculas interaccionan con la envoltura y “anclan” las
particulas virales a la superficie de la célula. (Alcami, J., 2008)

La entrada del HIV en la célula se produce mediante la interaccién con dos tipos de receptores. Por
una parte, hay un receptor comun a todos los subtipos del HIV, la molécula de CD4+, y por otra, se ha
caracterizado una serie de correceptores del HIV que corresponden a distintos receptores de
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guimiocinas. (Alcami, J., 2008) Existen dos tipos de correceptores presentes en distintos tipos de
células (Instituto de Higiene, 2006):

e CXCR-4: se encuentra en los linfocitos T.

e CCR-5: se encuentra en monocitos y macréfagos.

Los viriones maduros del HIV se unen a las células del hospedero mediante la union directa al receptor
celular CD4 y los receptores de quimiocinas (CCR5 y/o CXCR4). Esta interaccién provoca un cambio
en la gp41l induciendo la fusion de la envoltura viral con la membrana celular. El proceso de union del
virus a la membrana celular y entrada al citoplasma se conoce como ‘“internalizacién”. Tras la
penetracion del virus se produce la liberacion del genoma viral (dos subunidades de RNA

monocatenario) y se inicia la transcripcion (Figura 4).

Fusién.

La segunda etapa esta representada por la union de la envoltura viral con la membrana de la célula del
hospedero. Como resultado, el viribn pierde toda su integridad y su morfologia caracteristica. El
contenido genético del virus es vertido dentro de la célula. La matriz y la capside son digeridas por la
célula hospedera, quedando libre el material genético y las enzimas integrasa, proteasa y transcriptasa

inversa. (Universidad de Carabobo, 2016)

Transcripcién inversa.
Una vez realizada la liberacién del genoma viral, se produce en el citosol de la célula hospedera, el
proceso de retrotranscripcion del RNA viral, mediante la accién de la enzima transcriptasa inversa que

es transportada en el propio virién. (Alcami, J., 2008)

En el complejo de la transcriptasa reversa (RTC) se produce DNA bicatenario (dsDNA) a partir del
RNA monocatenario por accién de la transcriptasa reversa del HIV. La transcriptasa inversa cataliza la
formacion de la primera cadena de DNA a partir del RNA viral. En la sintesis de la segunda cadena
interviene la ribonucleasa H, generando un DNA de doble cadena (dsDNA). El genoma del HIV esta
formado por aproximadamente 10,000 nucleétidos, por lo que la transcriptasa inversa debe completar
20,000 reacciones de incorporacién de nucleétido para generar DNA a partir de una molécula de RNA.
La inhibicion de cualquiera de estos 20,000 pasos conduce a una infeccién abortiva. Por ello, la

transcripcion inversa es uno de los blancos terapéuticos méas importantes (Figura 4).
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En el extremo inferior derecho de las abreviaturas de las proteinas de HIV se encuentra
el numero de aminodcidos de los que constan las regiones coloreadas.

Figura 3. Mapa del genoma del HIV-1y HIV-2. (A) Modelo esquematico del genoma completo del HIV-1 (cepa de
referencia HXB2). (B) Modelo esquematico del genoma completo del HIV-2 (cepa de referencia SIVmac239). Se
muestran las once proteinas multiméricas subrayadas; los ORFs 1, 2 y 3 asi como las TLRs 3" y 5’flanqueando al
genoma completo. Se indican con anillos rojos los lugares donde la proteasa viral lleva a cabo el corte en la
proteina durante la maduracién viral. En el gen env, el anillo amarillo muestra donde realizan el corte las
proteasas humanas (por ejemplo, furina). Tomada y modificada de Guangdi Li y Clercq (2016).

Integracién viral.

El DNA proviral de doble cadena forma un complejo de pre-integracion con proteinas virales y es
transportado al ndcleo de la célula infectada. Las tres proteinas virales més importantes en el proceso

de translocacion nuclear son: pl7, integrasa y Vpr. (Santana, A., Dominguez, C., Lemes, A, et al,

2003)

Una vez sintetizado el dsDNA proviral, éste se acopla a distintos factores celulares y virales formando
el “complejo de preintegracion” (PIC). Este complejo se desplaza al nicleo donde el dsDNA es

ingresado al complejo de poros nucleares (NPC). El dsDNA que no fue integrado al PIC se utiliza para
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sintetizar tres proteinas virales (Rev, Tat y Nef). En las regiones cromosdmicas con alta actividad
transcripcional y en presencia de cofactores celulares como LEDGF/p75, el dsDNA viral se integra en
los cromosomas del hospedero con ayuda de la integrasa.

Tras la integracion, el HIV puede permanecer latente, replicarse de forma controlada, o sufrir una
replicacién masiva que resulta en un efecto citopatico para la célula infectada. En la mayoria de los
linfocitos el virus esta en forma latente. El paso de la fase de latencia a la de reactivacion depende de
factores celulares, como la proteina NF-kB (factor presente de forma natural en el organismo), que
s6lo es inducido en procesos de activacibn inmunoldgica. Tras dicha activacion, el fenémeno de

reactivacion del estado de latencia es rapido y agresivo (Figura 4).

Multiplicacién.
Las proteinas Tat y Nef manipulan los mecanismos de transcripcion celular para activar la sintesis de
RNAmM viral a partir del dsDNA viral integrado. La proteina Rev del HIV recluta a CRM1, RanGTP y

otras proteinas del hospedero para exportar RNAm virales al citoplasma.

Los RNAm virales se traducen en proteinas (precursoras) en los compartimentos celulares. Los RNAm
virales de Gag, GagPol y la mayoria de las proteinas accesorias, se traducen en polisomas citosdlicos,
excepto Env y Vpu. En el citoplasma, la Vpr madura interactta con las proteinas del hospedero DCAF1
y SLX4 para inducir la detencién del ciclo celular G2/M, Vif activa la degradacién de las proteinas
APOBECS3, y Nef desempefia multiples funciones en diferentes compartimentos celulares basados en
las interacciones proteina HIV-hospedero. Luego se llevan a cabo una serie de sucesos, el RNAm de
Vpu del HIV-1 se traduce y el Vpu maduro retiene el CD4 recién sintetizado. A partir de entonces, el
CD4 dislocado sufre degradacion lisosomal y/o proteasomal. El proceso de unién o tetherin también es
objetivo de Vpu en estos sucesos y posteriormente se entrega a las vias de degradacién lisosomal y/o
proteasomal. También se llevan a cabo modificaciones de Env, como la escisién del péptido sefial, el
plegamiento, la trimerizacién, llevandose a cabo la glicosilacion. En el aparato de Golgi, las proteasas
celulares, como la furina, escinden las glicoproteinas Env en gpl20 y gp4l, las cuales son
posteriormente ensambladas a través de interacciones no covalentes y forman la proteina Env. La
mayoria de las proteinas Env retenidas en el aparato de Golgi estan degradadas y sélo una pequefia
proporcion llega a la membrana celular. Env, Vpr, Tat y Nef viajan a la membrana celular a través de

vias secretoras.
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Ensamblaje.

Una vez sintetizadas las proteinas virales deben ser procesadas de forma postraduccional antes de
ensamblarse en particulas virales maduras. En este proceso participan las proteinas virales Vif y Vpu,
una proteasa celular en el procesamiento de la gpl160 en gp4l y gpl20; y la proteasa viral, que
procesa la poliproteina precursora gag-pol. (Codina, C., Martin, M., Ibarra, O., 2002)

Los viriones nacientes del HIV se ensamblan con dos RNAmM gendmicos, proteinas virales (Gag,
GagPol, Env, Vif, Vpr y Nef) y cofactores celulares (por ejemplo, actina, tRNALys3 y TIP47). Las
particulas nacientes del HIV se desprenden de la membrana celular para infectar otras células del
hospedero. HIV-1 Nef induce la degradacién de CD4 para prevenir la interaccion Env-CD4 en la
membrana extracelular.

La proteasa del HIV divide los precursores de Gag y GagPol en proteinas estructurales (matriz,
capside, nucleocapside y p6) y enzimas virales (proteasa, RT e integrasa), transformando viriones

inmaduros en viriones maduros para nuevas infecciones (Figura 4).

Exocitosis.

El corte ordenado de Pr180gag-pol y Pr55gag dirige la maduracion de la particula y su inmediata
liberacion por exocitosis. Este es un paso esencial para la produccion de viriones infectivos, ya que las
particulas virales que contienen las moléculas precursoras no son infectivas. (Santana, A., Dominguez,
C., Lemes, A., et al, 2003)

Inmediatamente después de la salida de los viriones, las proteinas pl7, p24 y p7 se reorganizan
generando un viribn maduro e infectivo, capaz de iniciar un nuevo ciclo de replicacion (Figura 4).
(Cordeiro, N., Taroco, N., Ruchansky, D., 2012)

1.5 Complejo de la envoltura (SU/gp120 y TM/gp41l)

El complejo de envoltura o glicoproteina de envoltura esta formado por trimeros de SU/gpl120. La
SU/gp120 media la unién del virus a la célula blanco a través de la interaccién con la molécula CD4 y
un receptor de quimiocina denominado CCR5 y/o CCRX4. La SU/gp120 esta formada por cinco
regiones conservadas (C1 a C5) que son los sitios de contacto con TM/gp41 y cinco regiones variables

(V1 a V5) expuestas en la superficie de la molécula. (Modrow y cols., 1989)
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CD4 = Receptor célula CD4; CCRS5 y/o CXCR4 = Co-receptoras de célula CD4, RTC =Complejo de Iz transcriptas reversa; dsADN = ADN de doble cadens;
FIC = Complegio de preintegracion &l nuclea: MPC = Complejo de poro nuclearss; Rev, Tat Nef Vi, Vor y Vou = Protelnas virsles, EDGRp75, acting,
tRNAys3 y TIP47 = cofsctores celulares; Env = protelna de envoltura virsl GP120 = Glicoproteing de superficie; GP41 = Glicoproteina de Transmembrans;
CRA1, RanGTP, DCAF1 Teterinas. APOBE C3ySLX4 = Proteinas del hospedero. Tomads y modificads de Guangdi Li, and Erik De Clercg (2016)

Figura 4. Ciclo de replicaciéon del HIV-1. (i) Entrada viral. (ii) Transcripcion inversa. (iii) Integracion viral. (iv)
Transcripcidn viral. (v) Traduccion viral. (vi) Ensamblaje viral. (vii) Maduracion del virus. (viii) Exocitosis del virus.

(ix) Endocitosis del virus. Tomada y modificada de De Clerq, 2016.

La TM/gp41, al ser transmembranal, participa en la fusion de las membranas viral y celular del
hospedero. Entre sus dominios principales esta la secuencia conocida como péptido o dominio de
fusion, que es una region hidrofébica rica en glicinas, dos regiones alfa hélice, cada una en los
extremos amino y carboxilo terminal entre las que se encuentra la region inmunodominante (Figura 5).
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Figura 5. Complejo Env de HIV-1 (SU/gp120-TM/gp41). A) Heteromero de la SU/gp120 externa unida no
covalentemente al dominio de transmembrana gp41 organizados en simetria triangular. Se sefialan algunos
dominios importantes en ambas proteinas, entre ellos un dominio de unidn al receptor CD4 y un dominio de
fusidn. B) Diagrama de la estructura de la TMgp41. Se sefialan regiones importantes como la inmunodominante y
el péptido de fusidon. Tomada y modificada de Sierra y cols., 2005.

1.6 Papel critico de la glicoproteina transmembranal (qp41) en la infeccidn

por HIV

Una vez que el dominio externo de la Su/gpl120 se une con la molécula CD4 durante el proceso de
infeccion, se inducen cambios conformacionales en ella exponiendo el sitio de unién al co-receptor
(presumiblemente el asa V3). La union al correceptor induce cambios conformacionales adicionales en la
TM/gp41 que incluyen la exposicion de su péptido de fusion en el extremo amino terminal, el cual se
desplaza a la membrana de la célula del hospedador para insertarse en ella. Este proceso parece estar
mediado en parte por la formacion de una estructura trimérica helicoidal del dominio HR1 (N-terminal

heptad region) de cada uno de los tres dominios de la gp4l. La subunidad de la gp4l sufre cambios
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conformacionales permitiendo que una segunda regién HR2 (C-terminal heptad region) se empaquete en
la superficie de la estructura trimérica helicoidal, formando asi una horquilla (6-helix bundle), que
comprende tres dominios de HR1 en el centro y tres dominios de HR2 en la superficie en forma
antiparalela. (Moore y Doms, 2003; Sierra y cols., 2005) Tennyson y cols. (2017) muestran una version
mas actual y detallada del papel de gp41 en la fusibn de membranas que es critico para la infeccién por
HIV (Figura 6).

Cé&lula CD4

Célula CD4

Trimero N-
péptido

gp41

Trimero C-
éptido

oer HIV

HIV

Trimeros enlazados y

Estado de profusion

fusion de membrana

Figura 6. Fusion del HIV a las membranas de las células CD4". Por la unién del HIV a la célula inmune se lleva a
cabo el cambio conformacional de los trimeros del péptido-N y del péptido-C de la gp41 viral, lo que lleva a un
«ensamblaje de trimeros» por consecuencia de la fusién del HIV-1 a las membranas de las células inmunes.
Tomada y modificada de Tennyson y cols., 2005.

1.7 Transmision del HIV

El HIV sélo se puede transmitir a través del contacto con fluidos corporales que poseen una alta
concentracion viral. El virus no se transmite de manera casual. El virus ha sido aislado en la saliva, las
lagrimas, la orina, el semen, el liquido preseminal, los fluidos vaginales, el liquido amnidtico, la leche

materna, el liquido cefalorraquideo y la sangre, entre otros fluidos corporales humanos.

Existen diferentes vias por las cuales una persona puede ser infectada por HIV:
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1) Transmision sexual

El contacto sexual es el método mas comun de transmision en el mundo. Esta forma de transmision se
produce por el contacto de secreciones infectadas con la mucosa genital, rectal u oral de la otra
persona. La mayor parte de regiones expuestas del tracto genital masculino y femenino se encuentran
revestidos por epitelio escamoso estratificado y a pesar de que esta capa proporciona una barrera
fisica importante para la infeccion viral y no transmite las particulas virales, al existir una
descomposicion en la integridad epitelial puede ocurrir una infeccién. Se puede llevar a cabo a partir
de microabrasiones epiteliales que surgen durante el coito, o como resultado posterior a una

enfermedad de transmision sexual. (Hall, J., Hall, B., Conkerell, C., 2011)

El endocérvix femenino estd revestido con una sola capa de células epiteliales columnares que
también son resistentes a los virus. Sin embargo, esta delgada barrera es mas sensible a la
descomposicion de la mucosa y ectopia cervical que puede ser el resultado de un trauma. El moco
cervical actia como una barrera fisica adicional ya que contiene proteinas tales como el inhibidor de
leucocitoproteasa secretora (SLPI, por sus siglas en inglés), que tienen actividad antiviral innata. (Hall,
J., Hall, B., Conkerell, C., 2011)

Se producen diferencias fisiol6gicas y anatomicas significativas en la mucosa rectal. Estas diferencias
probablemente explican el riesgo profundamente aumentado de contraer la infeccion por HIV durante
el sexo anal. A diferencia del epitelio vaginal, el epitelio rectal proporciona poca o ninguna barrera
fisica para la infeccién viral. Ademas, el recto, a diferencia del tracto genital, contiene tejido linfoide
organizado que es capaz de unir y presentar al HIV. Una vez que el HIV entra a través del epitelio, una
densa poblacién de células dendriticas, macrofagos y células T, las cuales son susceptibles al virus,
estan disponibles y permiten, e incluso pueden facilitar la infeccién en las mucosas. (Hall, J., Hall, B.,
Conkerell, C., 2011)

La falta de educacion sexual integral y la violencia sexual, son otros factores importantes que

incrementan el riesgo de contraer una infeccion por HIV.

e Principios generales de las practicas sexuales seguras

El modo méas general de definir el sexo seguro es el siguiente: Sexo seguro es cualquier practica
sexual donde no se permita que el semen, la sangre o los fluidos vaginales de una persona

entren en el cuerpo de otra. (Mufioz, C., 2018)
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Las partes del cuerpo por donde el HIV podria entrar a la corriente sanguinea son el ano y el recto, la
vagina, el pene, y (menos riesgoso) los ojos y la boca. Estas partes deben ser protegidas del contacto
con los fluidos infectados por el HIV. El HIV no puede transmitirse a través de la piel, a menos que
haya llagas o cortadas sangrantes. Cada vez que una persona tiene una actividad sexual, esta
escogiendo, consciente o inconscientemente, el nivel de riesgo con el que se siente cdmoda en ese

momento.

La proteccion se consigue mediante el uso de condones de latex, barreras bucales ("dental dams"),
polietileno transparente, guantes de latex, y "condones de dedo," que actian como barreras entre los
fluidos infectados y las membranas mucosas cortadas o abiertas. (Mufioz, C., 2018)

Cabe mencionar que la carga viral es un valor indicativo de la presencia de HIV en sangre, que da la
informacion de la capacidad del virus para destruir el sistema inmunitario y, por tanto, advierte del
riesgo de aparicion de infecciones oportunistas y otras enfermedades. El andlisis de carga viral
consiste en medir la cantidad de copias de RNA del HIV en un volumen concreto de sangre; el
resultado se informa como numero de copias de HIV por mililitro de sangre (copias/mL). La
determinacion de la carga viral forma parte de las pruebas rutinarias en el seguimiento clinico de las
personas con el HIV y sirve para valorar la respuesta al tratamiento antirretroviral. El objetivo del
tratamiento antirretroviral es mantener la carga viral indetectable y mantener conservado el sistema
inmunitario. En general, se considera que una carga viral es indetectable cuando se sitla por debajo
de las 50 copias/mL; no obstante, en la actualidad, el significado de “indetectable” depende del método

de analisis empleado en cada hospital, y puede ser inferior a 20, 37 0 50 copias por mililitro.

“Indetectable = intransmisible” es el mensaje de una nueva publicacion de ONUSIDA. Si las pruebas
de los dltimos 20 afios ya demostraban que el tratamiento del HIV es sumamente efectivo para reducir
la transmision del HIV, ahora hay evidencias contundentes de que las personas que viven con el HIV
con una carga viral indetectable no pueden transmitir el HIV mediante el intercambio sexual.
(ONUSIDA, 2018) Entre 2007 y 2016 se llevaron a cabo tres amplios estudios sobre la transmisién
sexual del HIV entre miles de parejas en las que uno de los individuos vivia con el HIV y el otro no. En
dichos estudios no se produjo ni un solo caso de transmision sexual del HIV de una persona que
viviera con el HIV con supresién virica a su pareja seronegativa. No obstante, la campafia informativa
advierte de que la Unica forma de saber si se presenta supresion virica es mediante la realizacion de
una prueba de carga viral. (ONUSIDA, 2018)
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2) Perinatal

El principal modo de infeccién por HIV en nifios en todo el mundo es la transmision de madre a hijo. La

tasa de transmision perinatal sigue siendo alta en los paises de escasos recursos.

La transmision puede ocurrir de manera intrauterina durante las etapas temprana y tardia de la
gestacién, en donde la barrera placentaria puede verse afectada, lo que permite la entrada del HIV,
siendo esta la forma de transmision menos frecuente. Otra forma de transmision ocurre cuando el
neonato tiene contacto con el canal de parto en donde este se expone a la sangre infectada de la
madre y secreciones vaginales. Diversos factores influyen en la infeccion del neonato, tales como, la
carga viral, el uso de antirretrovirales, la etapa de la infeccion y los procesos obstétricos durante el
parto. Por su parte, la transmisién postparto ocurre durante la lactancia materna, en donde el virus
traspasa directamente la submucosa intestinal debido a algin defecto en el revestimiento de la

mucosa.

La importancia de un diagnostico temprano radica en prevenir el contagio postparto, por lo que, en
México, la deteccion del HIV durante el embarazo forma parte de los estudios de rutina que se deben
realizan durante el control prenatal (Hall, J., Hall, B., Conkerell, C., 2011)

3) Transmisién por drogas intravenosas

La transmision del HIV 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.
(Hall, J., Hall, B., Conkerell, C., 2011) Este habito es responsable de una muy importante proporcion
de casos de SIDA en el mundo occidental.

4) Transmisién por sangre, subproductos de la sangre y trasplantes de 6rganos o tejidos

La transmision del HIV a través de productos sanguineos contaminados es muy eficiente. Mas del 90%
de los receptores transfundidos con un componente sanguineo seropositivo al HIV se infectan. Se han
documentado casos de infecciones por HIV causados por transfusiones de glébulos rojos, sangre
completa, plasma fresco congelado, plaquetas y factores de coagulacion. Los pacientes que adquieren
la infeccién por HIV a partir de un producto sanguineo contaminado parecen tener una tasa similar de
progresion de la enfermedad del HIV en comparacion con aquellos que adquieren el HIV a través de

otra via de contagio. (Hall, J., Hall, B., Conkerell, C., 2011) A pesar de que los métodos de tamizaje
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han mejorado, las infecciones por transfusiones siguen ocurriendo. Esto se debe a que si la
recoleccion de sangre se da en una etapa aguda de la infeccion por HIV, ain no hay presencia de
anticuerpos y algunos métodos que detectan antigenos fallan. (Hall, J., Hall, B., Conkerell, C., 2011)

De igual manera se ha visto que el HIV se transmite por trasplantes de rifiones, higado, corazon,
pancreas, hueso y piel. No se han reportado casos de infeccién por trasplantes de érganos que no
contienen sangre o que estan poco vascularizados, tales como la cornea, hueso fresco congelado sin

médula, tenddn liofilizado o dura madre irradiada. (Hall, J., Hall, B., Conkerell, C., 2011)

5) Exposicién ocupacional

Los trabajadores de la salud, incluidos los de laboratorio, estan en riesgo de contraer el HIV cuando

estan en contacto con fluidos corporales infecciosos.

Existe un riesgo laboral pequefio entre los profesionales sanitarios, el personal de laboratorio y
posiblemente otras personas que manipulan muestras sanguineas o fluidos de personas con HIV.
Estudios realizados indican que el riesgo de transmisién después de una puncién cutdnea con una
aguja o0 un instrumento cortante contaminados con la sangre de una persona con HIV es de
aproximadamente 0.3%, pues otro factor determinante es la carga viral presente en la muestra; si es
baja, como en las etapas muy tempranas de la infeccion, el riesgo de que se establezca la infeccién
disminuye considerablemente. Algunas fuentes sefialan que se requiere una carga superior a 200
copias/mL de sangre para que se establezca la infeccion en el receptor. (Cohen, M., Chen, Y.,
McCauley, M., et al, 2011)

La exposicion laboral al HIV requiere una evaluacion médica urgente debido a la importancia que tiene
el inicio de la profilaxis post-exposicion (PPE) lo antes posible, de preferencia en las primeras dos
horas de la exposicion. Se debe realizar serologia completa para determinar su estado serolégico,
ademas del HIV, para virus de hepatitis B y C (AntiHBs, Anti-HBc, AgHBS), salvo que ya sea conocido
como portador de cualquiera de estas infecciones. Para identificar el HIV es recomendable realizar un

ELISA de cuarta generacion ya que incluye la deteccion de anticuerpos y antigeno p24. (IMSS, 2017)
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1.8 Historia natural de la infeccion por HIV

El HIV infecta a las células con receptor CD4, en especial a los linfocitos CD4 y monocitos-
macréfagos, lo que trae como consecuencia una disminucién lenta y progresiva a causa de la
replicacion viral dentro de ellos y una consecuente lisis. Una vez que ésta se inicia se inmortaliza en el
tiempo y aunque el organismo trata de reponer la mayoria de las células inmunoldgicas destruidas,
nunca logra recuperar la cantidad destruida. Por otra parte, las manifestaciones clinicas apareceran
cuando el equilibrio se incline a favor de la destruccién y no de la reposicion celular, de manera que
lleva al agotamiento del sistema inmunolégico. El hecho de inmortalizar la infeccién desempefia un rol
importante en los reservorios del virus como lo son: el cerebro, los ganglios linfaticos y células del
sistema reticuloendotelial.

Debido a los efectos de la inmunosupresion por la infeccién con el HIV se esta de acuerdo en que ésta
tiene una accién sistémica por los diferentes efectos que ocasiona sobre las distintas células, tejidos,

6rganos y sistemas, en forma directa e indirecta.

1.8.1 Manifestaciones clinicas y etapas de la infeccion por HIV

Etapa 1: Fase de infeccion aguda retroviral.

Se corresponde con la llegada del virus al paciente y se caracteriza desde el punto de vista clinico por
dos situaciones: puede ser asintomatica, como ocurre en la mayoria de los casos, 0 sintomatica,

donde el cuadro clinico presenta sintomas muy variados, entre los cuales figuran:

Generales: fiebre, faringitis, linfadenopatias -- cuadro parecido al de la mononucleosis infecciosa--,
artralgias, mialgias, anorexia y pérdida de peso.

e Dermatoldgicos: erupcién eritematosa maculopapular, urticaria difusa y alopecia.

¢ Gastrointestinales: nauseas, vomitos, diarrea y ulceraciones mucocutaneas.

e Neuroldgicos: cefalea, dolor retroorbitario, meningoencefalitis, neuropatia periférica, radiculitis y

sindrome de Guillain-Barré.

En su mayoria, al ser sintomas tan inespecificos, es frecuente que médicos y pacientes no les den
importancia y a su vez sea dificil determinar con exactitud la frecuencia de este cuadro agudo; no

obstante, en diferentes estudios realizados se describen entre los mas comunes: fiebre asociada a
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fatiga, erupcion eritematosa maculopapular y sindrome adénico, parecido al de la mononucleosis
infecciosa. De forma general, estos sintomas tienen un periodo de 6 a 8 semanas aproximadamente y
no requieren tratamiento especifico, solo sintomético. Durante esta fase existe el inconveniente de que

la serologia del HIV es negativa, aunque los antigenos virales sean positivos.

Etapa 2: Fase asintomética de la infeccion por HIV u oportunistas menores.

Después de la etapa 1, el paciente pasa a la fase mas larga de la enfermedad, la de portador
asintomatico, que puede tener una duracién promedio tan corta como de un afio o tan larga como de
8.5 afios, aunque los nuevos tratamientos la prolongan cada vez méas. En general, puede estar
asintomatico por completo o presentar un sindrome adénico con las siguientes caracteristicas: mas de
tres meses de evolucion, ganglios firmes pero no lefiosos, méviles, no dolorosos, sin cambios en la piel
que los recubre y ocupando dos o mas regiones contiguas. Se llama linfadenopatia generalizada
persistente, puede haber esplenomegalia 0 no y el diagnostico en esta fase es por medio de la
serologia HIV, por lo cual es importante estimular por todas las vias posibles que las personas se

interesen por saber su seroestatus.

Etapa 3: Fase sintomaética de la infeccion por HIV u oportunistas menores.

Segun pasan los afios y progresa la enfermedad, le sigue la fase sintomética de la infeccién por HIV, la
cual va a representar un periodo intermedio entre el portador asintomatico y el de caso SIDA o final.
Aparecen los primeros sintomas o se presentan enfermedades relacionadas con una
inmunodeficiencia subyacente, de modo que estos pacientes ya no estaran tan bien como en la fase
anterior, pero los problemas no seran tan graves como en la siguiente. Clinicamente, se caracteriza

por distintos sintomas:

e Generales: malestar general, astenia persistente, sindrome febril prolongado acompafiado de
sudoracion nocturna y pérdida de peso que puede llegar al 10%.

e Hematolégicos: anemia y trombocitopenia, con sindrome purpurico o sin él.

e Linfadenopéticos: pueden disminuir los ganglios linfaticos.

e Respiratorios: tos seca persistente.

e Digestivos: diarrea que puede durar mas de un mes; dermatologicos: candidiasis bucal, dermatitis
seborreica, herpes simple recidivante (anal o genital), herpes zoster y verrugas genitales.
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e Neurolbgicos: polineuropatia, sindrome ansioso depresivo y meningitis aséptica.

La duracion de esta fase depende de diferentes factores entre los cuales figuran: tipo de cepa viral
infectante y respuesta inmunolégica del huésped, entre otros.

Fase SIDA u oportunistas mayores.

Es el estadio final de la infeccién por HIV y se caracteriza por la aparicién de infecciones oportunistas y
tumores. Desde el punto de vista inmunolégico representa una inmunodepresion severa, con una
deplecién notable del numero de linfocitos CD4*, cuya funcién en la respuesta inmune es bien
conocida. Hay una alta replicacion viral, favorecida por la debilidad del sistema inmunol6gico. Desde el
punto de vista clinico, se considera que un paciente es un posible caso de SIDA cuando tiene varias
afecciones oportunistas mayores que asi lo indiquen. Actualmente, ademas de los indicadores de la
enfermedad de SIDA, también se ha incluido el término SIDA inmunolégico, el cual incluye a pacientes
con numero de células CD4* menor de 200 mm? y clinicamente asintomatico. De igual forma se ha
incluido en la préactica clinica el término SIDA “debut”’ para todos aquellos casos que tienen alguna
enfermedad oportunista definitoria de SIDA o CD4" por debajo de 200 células al momento de ser
detectados. Estos casos, al ser diagnosticados en esta fase tan avanzada de la infeccién, se asocian
con una alta mortalidad por poca respuesta a la terapia antirretroviral, reacciones adversas,
irreversibilidad de la infeccién oportunista que tenga en ese momento, asi como dificultad para lograr la

recuperacion del sistema inmunoldgico.

La consecuencia del progresivo descenso de los linfocitos CD4* en la fase asintomética de la
enfermedad, conlleva a la progresiva inmunodepresion y a la apariciéon de sintomas relacionados o
coinfecciones (Tabla 4). Aunque pueden aparecer relacionados con otras patologias, cuando aparecen
con la infeccién por HIV son mas frecuentes y mas severos. También constituyen una fuente de

nuevos diagnosticos de infeccidn por HIV. (Aguirrebengoa, 2004)

A medida que se va produciendo el descenso de CD4* y una elevacion de la carga viral, pueden ir

apareciendo las diferentes infecciones oportunistas, en relacion con el grado de inmunosupresion.
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TABLA 4. Coinfecciones mds comunes asociadas a la infeccién por HIV.

* Candidiasis orofaringea * Linfoma de Burkitt
* Herpes zéster * Histoplasmosis

* Tuberculosis * Cryptosporidiasis
* Neumonia recurrente * Carcinoma cérvix
* Sarcoma de Kaposi * Herpes simplex

* Enfermedad por Citomegalovirus * Vaginitis

* Toxoplasmosis * Pneumocystis

1.9 Epidemiologia del HIV/SIDA

A lo largo de la historia, el HIV/SIDA se ha extendido por todos los continentes, con grados de
afectacion muy variables. Sus efectos han sido devastadores por su capacidad de propagacion y
elevada letalidad. Con base en las estadisticas mundiales expuestas por ONUSIDA, a finales de 2016
se contabilizé un total de 36,7 millones de personas viviendo con el Virus de Inmunodeficiencia
Humana (HIV) alrededor del mundo y tan solo en ese afio se produjeron 1,8 millones de nuevas
infecciones. En respuesta a estas cifras y a fin de respaldar los esfuerzos nacionales y regionales para
establecer objetivos nuevos en materia de tratamiento del HIV, la Organizacién Mundial de la Salud
propone el “Proyecto de Estrategia Mundial del Sector de la Salud contra el HIV para 2016-2021”, con
el cual surge un impulso esperanzador para poner fin a una probleméatica de salud mundial: la
estrategia “90 — 90 — 90”, cuyo objetivo final buscaba en ese momento, acercarse a las metas 90-90-90

para el afio 2020 (OMS, 2005), las cuales contemplaban que:

e Para el 2020 el 90% de las personas que viven con el HIV conocieran su estado seroldgico

respecto al HIV.

e Que el 90% de las personas diagnosticadas con el HIV recibieran terapia antirretroviral de

manera continua.
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o Que el 90% de las personas que reciben terapia antirretroviral tuvieran supresion viral.

También se buscaba reducir las muertes mundiales por SIDA a menos de 500,000 para el 2020, y a
menos de 200,000 para el 2030. Reducir las nuevas infecciones por HIV en un 75%, en particular en
las poblaciones clave; que no haya ninguna nueva infeccion en lactantes y finalmente lograr que el
90% de las personas con HIV o afectadas por él, estén protegidas en sus comunidades y tengan un
acceso igualitario a los servicios de salud, empleo, educacion y sociales. (OMS, 2005)

Si consideramos que en “condiciones normales” los servicios de salud en algunos paises, sobre todo
del tercer mundo, el acceso a pruebas diagnosticas y medicamentos ya era de por si limitado y dificil
antes de la pandemia por SARS-CoV-2, al aparecer esta, impidi6 aun mas el lograr las metas antes
propuestas; aunque hubo un avance significativo, ya que la deteccién oportuna ha sido la pieza clave
para cumplir dichos objetivos; pero dada la emergencia sanitaria desatada por la COVID-19, los
recursos economicos, médicos y hospitalarios volcaron su atencion a la contencién de la nueva

pandemia, lo que retardd un poco mas el objetivo propuesto del 90-90-90. (Mapahla et al., 2021)

Al cierre del afio 2020, se estima que, 37.7 millones de personas vivian con el HIV en todo el mundo;
aproximadamente 1.5 millones de personas contrajeron la infeccién por el HIV y 680 mil personas
fallecieron a causa de enfermedades relacionadas con el SIDA. De acuerdo con las estimaciones, de
los 37.7 millones de personas infectadas por el HIV, el 73% tuvieron acceso al tratamiento, el 84%
conocen su estado seroldgico y Unicamente el 66% tienen niveles indetectables del virus. Desde el
pico alcanzado en 1997, las nuevas infecciones por el HIV se han reducido en un 52%. En 2020 se
produjeron 1.5 millones de nuevas infecciones por el HIV, en comparacion con los 3.0 millones en
1997.

Tomando en cuenta las cifras anteriores que van al alza y son alentadoras, considero que es posible
lograr los objetivos para el afio 2025, lo que permitiria tener controlada la epidemia en términos
aceptables, generando grandes beneficios econdémicos y sanitarios; pero imposible hablar de su
control total al 100% derivado esto de la naturaleza humana y de la inconciencia de vivir al limite

practicas de riesgo.

En lo que toca a México, los primeros casos de SIDA se empezaron a reportar en 1983. Desde este
afo hasta 2006 se habia observado un comportamiento al alza de personas con SIDA, sin embargo, a
partir de 2007 este comportamiento disminuy6 sustancialmente. Segun las estadisticas del Centro
Nacional para la Prevencion y el control del HIV y el SIDA (CENSIDA), desde 1983 hasta el tercer

trimestre del 2021, se han reportado un total de 327,260 personas con infeccion por HIV, de las cuales
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199,960 se encuentran vivas segun el estado de evolucién registrado. Al cierre del 2020, se reportaron
un total de 9,881 casos nuevos de HIV y 5,281 defunciones al corte del 2019 (Tabla 5). (Secretaria de
Salud, 2021)

TABLA 5. Informacion de Vigilancia Epidemiolégica del HIV/SIDA al cierre de 2020.

TOTAL

Casos de VIH notificados (1983-2021*) 327,260

VIH

Casos notificados de VIH que se encuentran vivos
segun estado de evolucién registrado 199,960
Casos nuevos diagnosticados de VIH notificados en 2020* 9,881
Casos nuevos diagnosticados de VIH notificados en 2021** 10,500
Proporcién de:::asos "u:'lH en hombres, 86.02
segun casos diagnosticados en 2021
Defunciones por VIH 2019** 5,281
Tasa de mortalidad 2019** por 100 mil habitantes 4.19

*Informacion al cierre de 2020.

** Infermacion sem 41_2021, de acuerdo a lo establecido en el Manual de Procedimientos Estandarizados para la Vigilancia Epidemioldgica
de VIH, actualizacién marzo 2020,

*** Informacion oficial INEGI.

A pesar de lo anterior, es importante destacar que en los Ultimos afios, si bien se ha logrado que
México sea considerado un pais en fase de “estabilizacion” de este sindrome, asi como de la
mortalidad que causa, para los Ultimos tres afios se ha registrado, seglin los datos del Instituto
Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), un incremento anual relevante, lo que debe ser tomado
como un signo de alerta, a fin de evitar que se entre en una nueva fase de incremento de la mortalidad

por esta causa.

Asi mismo, la tipologia de la epidemia de HIV-SIDA en la que México estd catalogado es la
denominada “concentrada”, pues la mayoria de los casos se registra en poblaciones especificas y bien
identificadas: hombres que tienen sexo con otros hombres (HSH), hombres trabajadores sexuales

(HTS), mujeres trans (MT), personas que se inyectan drogas (PID) y personas privadas de su libertad.

Una de las innovaciones mas destacadas en este tema es la Profilaxis Pre-exposicion del HIV (PrEP),
con lo que se busca disminuir la incidencia de nuevos contagios e incrementar la deteccidén oportuna

de ésta y otras enfermedades de transmision sexual, y que desde 2020 en los hospitales de segundo
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nivel del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) se prescribe como un método eficaz de
prevencion. Asi mismo existe una nueva opcion para atender a las personas con HIV que son los
inhibidores de intergrasa (clase de medicamento antirretroviral contra el HIV), con evidencia de mayor
seguridad, eficacia y menos efectos adversos.

Aungue ha disminuido la incidencia todavia falta un largo camino por recorrer. De cara a esto el
CENSIDA se dio a la tarea de implementar una serie de estrategias para evitar la transmision del virus;
como resultado, estimaciones del nUmero de pruebas para la deteccion del HIV y sifilis aplicadas por la
Secretaria de Salud, registran un aumento en el segundo trimestre del afio en curso comparado con
las pruebas aplicadas en el segundo trimestre del 2020. Asi mismo, esto permiti6 mantener, en
términos generales, la supresion virolégica por arriba del 90% (92.3%-95.02%) en comparaciéon con
otros paises (Global Fund, 2021). Estos resultados coinciden con el redoble de esfuerzos en todas las

entidades federativas, para tratar de contrarrestar los efectos negativos de la pandemia por COVID-19.

1.10 Diagnoéstico del HIV

El diagnéstico definitivo de la infeccidn por el HIV sélo puede establecerse por métodos de laboratorio,
ya que en ningun caso las manifestaciones clinicas son lo suficientemente especificas. (Pachon, J.,
Pujol, E., Rivero, A., 2003)

Diversos factores como lo es el tiempo que transcurre desde la infeccién, pueden interferir en la
deteccién del virus; ninguna prueba puede detectar al virus inmediatamente después de que la
infeccion ocurre (Figura 7). El tiempo entre el momento en que una persona pudo estar expuesta al
HIV y cuando una prueba puede determinar con certeza si tiene HIV, se conoce como periodo de
ventana. Este varia de persona a persona y depende del tipo de prueba utilizada para detectar al virus.
(CDC, 2018)

Durante la fase aguda de la infeccién, las pruebas tradicionales siempre daran negativo porque no
detectan directamente el HIV, sino a los anticuerpos producidos como respuesta por el sistema
inmune, lo que ocurre alrededor de la 12va semana después de la exposicion. En contraste, las
pruebas de carga viral, que contabilizan el nimero de copias del RNA del virus en la sangre, arrojaran

como resultado una elevada cantidad de copias del HIV durante la fase aguda de la infeccion.
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diferentes pruebas diagndsticas. Tomada y modificada de Fiebig E. W., y cols., 2003.

Las pruebas de laboratorio que se utilizan para diagnosticar la infeccién por HIV se clasifican en
directas e indirectas. Las pruebas directas facilitan el diagndstico precoz de la infeccion, pues permiten
detectar la presencia del virus o de sus constituyentes (proteinas y/o 4cidos nucleicos) aln antes de
desarrollarse la respuesta de anticuerpos, mientras que las indirectas demuestran la respuesta inmune
por parte del huésped, mediante el reconocimiento de anticuerpos especificos producidos por el
sistema inmunitario como respuesta a la infeccion virica.

La deteccién por métodos directos o indirectos del HIV ha permitido no solo reconocer a las personas
infectadas y establecer medidas preventivas adecuadas, sino que ademdas constituye una ayuda
esencial en el seguimiento de los pacientes para conocer el prondstico de la enfermedad y la eficacia

del tratamiento utilizado.
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1.10.1 Pruebas indirectas para el diagnoéstico del HIV

La deteccion de anticuerpos especificos anti-HIV es la forma habitual de diagnosticar una infeccién por
HIV. Los métodos se dividen en: a) pruebas presuntivas o de tamizaje, disefiadas con un maximo de
sensibilidad para detectar todas las muestras positivas y b) pruebas confirmatorias, caracterizadas por
su especificidad y que permiten asegurar la positividad de una muestra previamente reactiva en un test
de tamizaje. Ambos ensayos realizados de forma secuencial obtienen resultados excelentes en cuanto
a exactitud y reproducibilidad y tienen mas del 99% y 95% de sensibilidad y especificidad
respectivamente. (Beelaert G., et al, 2002)

a) Pruebas presuntivas o de tamizaje

Desde que se diagnosticé formalmente la primera infeccién por HIV en 1983, y con la finalidad de
hacer mas eficiente la deteccion del HIV, las pruebas serolégicas han ido evolucionando

constantemente y pueden clasificarse seguin su generacion.

En un principio, los ensayos de primera generacion se basaron en la utilizacién de lisados virales como
antigeno, pero se acompafiaban de una alta frecuencia de falsos positivos. Posteriormente, fueron
sustituidos por ensayos de segunda generacion, los cuales utilizaban antigenos mas especificos
obtenidos por recombinacion genética o mediante sintesis. Estas técnicas tenian una mejor
especificidad pero planteaban problemas de sensibilidad en el diagndstico de la infeccion aguda. Para
resolver esta cuestion, se han disefiado técnicas que detectan en una misma prueba anticuerpos de
distinta clase (IgG, IgM 6 IgA) mediante un disefio de tipo sandwich o de inmunocaptura, utilizando
como antigenos proteinas recombinantes o péptidos sintéticos especificos del HIV-1 (a veces
asociados con otros especificos del HIV-2). De este modo se consigue reducir el periodo ventana a
tres semanas (ensayos de tercera generacion). Los ensayos de cuarta generacion por su parte,
permiten la deteccidn simultdnea de antigeno y anticuerpos y complejos inmunes antigeno
p24/anticuerpo, por lo que tienen una alta sensibilidad y especificidad, y permiten reducir en una

semana el periodo de ventana, estableciéndolo en dos semanas desde el inicio de la infeccion.
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Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)

La técnica de ELISA por sus siglas en inglés (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) se basa en el

uso de antigenos o anticuerpos marcados con una enzima, de forma que los conjugados resultantes

tengan actividad tanto inmunoldgica como enziméatica. Al estar uno de los componentes (antigeno o

anticuerpo) marcado con una enzima e insolubilizado sobre un soporte (inmunoadsorbente) la reaccién

antigeno-anticuerpo quedara inmovilizada y, por tanto, sera facilmente revelada mediante la adicion de

un sustrato especifico, que, al actuar, la enzima producird un color observable a simple vista o

cuantificable mediante el uso de un espectrofotometro o un colorimetro (CENSIDA, 2018).

Se han desarrollado multiples variantes de la técnica de ELISA:

©)

ELISA indirecto: Es la variante mas utilizada. En esta, los antigenos inmovilizados capturan a
los anticuerpos presentes en la muestra. La reaccion se evidencia por el conjugado
antinmunoglobulina-enzima. La cantidad de enzima enlazada indica la cantidad de anticuerpos
en el suero y puede ser medida por la degradacion de su sustrato al revelar un color. (Ochoa,
R., 2012)

ELISA directo: Las placas se preparan recubriendo los pocillos con las soluciones en las que se
sospecha se encuentra el antigeno y se incuban con anticuerpos marcados. Indican la
presencia de antigeno en la solucion analizada mediante el desarrollo de color tras agregar el

sustrato. (Crespo, J., Fernandez, L., Sanchez, L., 2010)

ELISA competitivo: En este método, el anticuerpo de la muestra va a competir con el conjugado
por un nimero limitado de sitios de unién del antigeno inmovilizado en la fase sélida. Habra
ausencia de color en una muestra positiva debido a que el sustrato no encontrara a la enzima
porque el conjugado ha sido desplazado por el anticuerpo presente en la muestra. (Cruz, C.,
2001)

ELISA sandwich: Es un ensayo de captura de antigeno y deteccidbn mediante inmunocomplejos.
A un pocillo recubierto con un primer anticuerpo anti-antigeno se le aplica la muestra problema
en la que se encuentra el antigeno que sera retenido en el pocillo al ser reconocido por el
primer anticuerpo. Después del lavado que elimina el material no retenido, se aplica una
solucién con un segundo anticuerpo anti-antigeno marcado. Asi, cada molécula de antigeno
estara unida a un anticuerpo en la base que lo retiene y un segundo anticuerpo, al menos, que
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lo marca. Este ensayo tiene una gran especificidad y sensibilidad debido a la amplificacién de

sefal que permite el segundo anticuerpo.

Los fundamentos de las diferentes generaciones de ELISA, asi como sus caracteristicas, se resumen

en la Tabla 6.

TABLA 6. Caracteristicas y fundamentos de las diferentes generaciones de ELISA para el diagndstico de
infecciones por HIV-1/2.

Generaciones de Capacidad de deteccion

Antigeno usado en la prueba Observaciones
ELISAs g P IgG  IgM Agp24

Lisado de virus completo

. / v
Primera obtenido de CC
Segunda PR o PS v
PR/PS de VIH-1/2 + PS del Grupo
v
Tercera 0O de VIH-1
) Antigeno p24 y los Acs de VIH-
Cuarta P;{/F;!SI:E]-VIIZ e Pl; s Grup;40 v y/os y/os 1/2 no se diferencian
e R R e individualmente
Antigeno p24 y los Acs de VIH-
. PR/PS de VIH-1/2 + PS del Grupo O 1/2 se diferencian
Quinta de VIH-1 + Acs para detectar p24 v v v individualmente/ deteccién de

infecciones agudas

Ag= Antigeno; Acs= Anticuerpos; CC= Cultivo celular; Ig= Inmunoglobulina; PR= Proteina recombinante; PS= Péptido sintético

e Aglutinacion

Son pruebas que se basan en la unién de los anticuerpos del HIV presentes en el suero del paciente,
con pequefias particulas que contienen antigeno del virus en la superficie, bajo el principio tipo
sandwich de las pruebas de tercera generacion. Estas pruebas tienen una alta sensibilidad v,
relativamente, buena especificidad, por lo que son muy Utiles como pruebas de tamizaje en areas de

limitados recursos, ya que son rapidas, simples y no requieren equipos. (Ospina, S., et al, 2006)
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e Dot blot

Este es un tipo de inmunoensayo en fase sélida en el que los antigenos del HIV (formados por
proteinas recombinantes o péptidos sintéticos de uno o ambos virus), estdn inmovilizados en una
membrana porosa. La muestra y el reactivo pasan a través de la membrana y se absorben en la
almohadilla absorbente subyacente. A medida que la muestra pasa a través de la membrana, los
anticuerpos del HIV, si estan presentes, se unen a los antigenos inmovilizados. El conjugado se une a
la fraccion constante de los anticuerpos del HIV, lo que produce un punto de color distinto sobre un
fondo blanco. (CENSIDA, 2018)

e Inmunocromatografia

Inmunoensayo cualitativo que se basa en la migracién de una muestra a través de una membrana de
nitrocelulosa, sensibilizada con antigenos recombinantes para HIV-1/2. La muestra es afiadida en la
zona del conjugado, el cual esta formado por antigenos recombinantes. Durante la realizacién de la
prueba, la muestra (sangre total, suero o plasma) reacciona con las particulas cubiertas de antigeno.
La mezcla se desplaza sobre la membrana cromatograficamente por accién capilar y reacciona con el
antigeno recombinante de la membrana, para revelar la presencia / ausencia de anticuerpos contra
HIV unidos. Una reaccién positiva se visualiza por la aparicion de bandas coloreadas en sitios
especificos. (CENSIDA, 2018)

b) Pruebas confirmatorias

e Western Blot (WB)

Es la técnica mas ampliamente utilizada y consiste en que las proteinas constitutivas del HIV se
separan por electroforesis y, luego, se transfieren a un papel de nitrocelulosa. Estas proteinas fijadas
son expuestas al suero del paciente, en el cual los anticuerpos especificos se unen a las proteinas
presentes dando un patron de bandas, cuya interpretacion depende del criterio que se adopte en el

laboratorio de acuerdo con lo definido por organismos internacionales. (CENSIDA, 2018)
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e Otras pruebas

Como se mencion6 anteriormente, la prueba confirmatoria més utilizada de todas es la
inmunoelectrotransferencia (Western Blot), sin embargo, también la inmunofluorescencia directa (IFl),
el inmunoensayo lineal (LIA) y la radioinmunoprecipitacion (RIPA) se consideran como pruebas
confirmatorias, aunque estas no son usadas de manera rutinaria como métodos confirmatorios.
(Rodriguez, M., et al, 2002)

1.10.2 Pruebas directas para el diagnostico del HIV

Estan basadas en la deteccion del virus o alguno de sus componentes. Incluye el cultivo virico, la
determinacion de antigeno p24 en plasma o suero y la demostracion de genoma virico mediante

técnicas moleculares.

e Cultivo celular

Aunque es la técnica mas especifica para el diagnéstico de la infeccion su utilizacién suele reservarse
para estudios basicos de variabilidad genética, epidemiologia molecular, patogénesis virica o
resistencia a farmacos, debido a la complejidad y riesgo que supone su realizacion. El método consiste
en un co-cultivo de células mononucleares de sangre periférica del paciente junto a otras del mismo
tipo procedentes de donantes. El cultivo se considera positivo por la demostracion del efecto citopatico
o la deteccion de productos viricos como el antigeno p24 o la transcriptasa inversa. (Dewar, R., et al,
1992)

e Antigenemiade p24

El antigeno p24 de la capside del HIV (core), detectado en suero o plasma mediante una reaccién de
EIA, es un marcador precoz de infeccion aguda por HIV. A lo largo de la infeccion su deteccion es
variable debido al incremento de anticuerpos anti-p24 neutralizantes o a la escasa replicacion del virus.
La deteccion de antigeno p24 puede ser de utilidad en el tamizaje de donantes, combinado con la
deteccion de anticuerpos (ensayos de cuarta generacion), diagndstico de la infeccion aguda y del
recién nacido, monitorizacion de la terapia antirretroviral y como confirmacion del crecimiento del virus

en los cultivos celulares. (Pascual, A., et al, 2002)
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e Técnicas moleculares
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es la técnica mas comunmente empleada en biologia molecular (con sus variantes qPCR y
RT-PCR) para la amplificacion del DNA, en la cual se lleva a cabo una reaccion enzimética in vitro que
amplifica millones de veces una secuencia especifica de DNA durante varios ciclos repetidos en los
gue la secuencia blanco es copiada. Para ello, la reaccién aprovecha la actividad de la enzima DNA
polimerasa, la cual de manera natural sintetiza el DNA en las células. Puede ser util para el diagnéstico
en personas que se encuentren en el periodo de ventana, en la identificacion temprana de infectados
entre expuestos y en caso de WB indeterminado, asi como en el diagndéstico en menores de 18 meses.
En el caso de la PCR, aunque la cantidad de virus descienda, si hay infeccién por HIV en pacientes sin

tratamiento, por la sensibilidad de la prueba es detectable. (CENSIDA, 2018)

Analisis de amplificacién de acidos nucleicos (NAT)

También llamados analisis de amplificacion de acidos nucleicos (nucleic acid amplification
tests, NAAT) detectan el virus, ya que capturan porciones del RNA del HIV y las amplifican
para facilitar su deteccion. Pueden dar resultados positivos o negativos (cualitativa), o indicar
la cantidad exacta de virus presente en la sangre (cuantitativa). Por su elevado costo, no es
una prueba rutinaria, sin embargo, debe considerarse su uso en escenarios para identificar
infeccion reciente o aguda por HIV. (CENSIDA, 2018)

e Prueba de monitoreo

Carga Viral (molecular) y cuantificacion de linfocitos T CD4*/ CD8*

La viremia plasmatica o carga viral del HIV se define como el nimero de copias de RNA del virus que
se encuentran presentes en la sangre (copias/mL). La determinacion de la carga viral por RT-PCR,
junto con la cifra de linfocitos CD4* por citometria de flujo y la situacion clinica del paciente, se
emplean para establecer las decisiones terapéuticas y para la monitorizacion del tratamiento

antirretroviral. (Garcia, F., Alvarez, M., Bernal, C., 2011)
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Una carga viral de 10,000 copias/mL se consideraria baja, mientras que una de 100,000 copias/mL
seria alta. Todas las pruebas de carga viral tienen un valor de corte por debajo del cual no son
capaces de detectar el HIV, esto se llama limite de deteccion y los métodos que se utilizan
actualmente tienen un limite inferior de deteccion de 40 6 50 copias/mL. (Nolasco, 2019)

La Organizacién Mundial de la Salud y ONUSIDA recomiendan considerar 3 puntos para elegir el

algoritmo de diagndstico a utilizar, los cuales son:

1. Objetivo de la prueba
2. Sensibilidad y especificidad de las pruebas

3. Prevalencia del HIV en la poblacion

De acuerdo a la prevalencia de la infeccién por HIV de la poblacion en cuestion, en México se emplean

dos algoritmos:

¢ Alta prevalencia: En situaciones con una prevalencia de HIV superior al 5% en la poblacién
analizada, se debe emitir un diagnéstico presuntivo de HIV positivo a las personas con dos
pruebas de tamizaje reactivas, dirigiendo a las personas a atencion para el inicio de
tratamiento, por encima de la confirmacién diagnéstica. En los casos en los cuales se
obtengan resultados discordantes entre las pruebas, se informara como un resultado
inconcluso, sin embargo, si la primera prueba detecta anticuerpos y antigenos y es reactivo

solo a antigenos, debe ser confirmado mediante técnicas de biologia molecular (Figura 8).

e Baja prevalencia: En contextos donde exista una prevalencia menor al 5% de HIV en la
poblacion analizada, se debe emitir un diagnéstico de HIV positivo a las personas con tres

pruebas reactivas; dos de tamizaje y una confirmatoria (Figura 9). (CENSIDA, 2018)

Cuando se presenta una primera prueba reactiva y una segunda no reactiva, se recomienda repetir la
prueba, de ser posible, con la misma muestra. En poblacién con baja prevalencia, el valor diagnostico
de un resultado positivo, basado en los resultados de dos pruebas de tamizaje sigue siendo
demasiado bajo, por consiguiente, se requiere de una prueba confirmatoria con el fin de asegurar un
diagnostico correcto de HIV. (CENSIDA, 2018)
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1.10.3 Pruebas rapidas para el diagnostico de la infeccion por HIV

En los dltimos afos, los test rapidos han ganado importancia en el diagnéstico de la infeccion por HIV
y otras infecciones de transmision sexual. Estos intentan acortar el tiempo en la obtencién de los
resultados comparado con los test convencionales; sin embargo, la utilizacién de las pruebas de
diagnostico rapido no siempre se conjuga con las caracteristicas clinicas de las personas en las que se
practica, por lo que se hace necesario evaluar la efectividad de esas pruebas en el contexto real. Lo
mejor seria lograr que tanto la reproducibilidad como la validez fueran las mejores. Para caracterizar a
una prueba diagndstica, es necesario disponer de un "patron de referencia o criterio estandar" o "gold
standard", que mide inequivocamente una enfermedad. Esta circunstancia es a veces dificil; en
determinadas situaciones el patron de referencia no esta disponible o es imperfecto, pero nos permite
establecer cuatro categorias fundamentales: verdadero positivo, verdadero negativo, falso positivo y
falso negativo. Aunque la sensibilidad de los nuevos test es comparable a la de las técnicas de Ensayo
Inmunoenzimatico, la especificidad es algo menor. No obstante, existe la percepcidn entre los analistas
de que en la practica cotidiana la especificidad de las pruebas de deteccion rapida podria ser inferior a
la observada en el contexto de ensayos clinicos, publicaciones cientificas internacionales o de
informes de la OMS. Sin embargo, esta recomendado realizar evaluaciones comparativas analogas en
el ambito nacional o regional con antelacion a la definicion de los algoritmos nacionales. El laboratorio
nacional rector es el responsable de validar una cantidad seleccionada de opciones de las pruebas

que puedan ser utilizadas en los algoritmos nacionales.

1.10.3.1 Fundamento de las pruebas rapidas para el diagnostico del HIV

Las pruebas rapidas son métodos para la deteccion de anticuerpos contra el HIV, mediante un ensayo
inmunocromatografico "in vitro", de lectura visual, para la deteccién cualitativa de anticuerpos contra
los virus HIV-1 y HIV-2 en suero, plasma y sangre entera. La prueba consta de un cassette de plastico
gue contiene: una membrana de nitrocelulosa sensibilizada con antigenos recombinantes para HIV-1
(gp41) y HIV-2 (gp36) en la zona de prueba ("T"). Un parche impregnado con antigenos recombinantes
especificos para HIV-1 (gp4l) y HIV-2 (gp36) conjugados a oro coloidal. La muestra y el buffer se
agregan en el pocillo de muestra ("S") solubilizando y mezclandose con el conjugado de antigenos
recombinantes. Seguidamente, esta mezcla migra por capilaridad a través de la membrana de
nitrocelulosa. Si la muestra es reactiva, los anticuerpos anti HIV-1 y HIV-2 presentes, formardn un

complejo con los antigenos conjugados a oro coloidal. Este complejo se unird posteriormente a los
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antigenos inmovilizados en la zona de prueba "T" de la membrana de nitrocelulosa, formando asi una
linea de color rosa-rojo purpura. La ausencia de dicha linea indica un resultado negativo. Como control
de procedimiento, la prueba incluye una zona de control ("C") de color celeste que cambia a color rosa-
rojo purpura tras el paso de la muestra. La ausencia de esta linea invalida los resultados (Figura 10).

Existen diversos tipos de pruebas rapidas, las cuales varian dependiendo del método de deteccién de
anticuerpos que utilicen como lo son: aglutinacién, membranas de flujo, inmunocromatografia, entre
otros. Se caracterizan por tener un tiempo de respuesta rapido, generalmente de 15 a 30 minutos. La
puede realizar cualquier persona con capacitacién estandar (con un conjunto minimo de aptitudes
segun lo definido por el programa nacional) no necesariamente personal técnico o profesional del
laboratorio clinico. Aunque en el mercado existe una gran variedad de kits de diagndstico rapido, son
preferibles aquellas pruebas que permiten detectar anticuerpos frente al HIV-1 y HIV-2 de forma
separada. Su mayor inconveniente reside en la lectura, que siempre es subjetiva, lo que puede

generar dudas de interpretacion de la reactividad de ciertos sueros.
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Figura 10. Presentacion comercial de una prueba rapida para la deteccion de la infeccion por HIV-1/2. A) Contenido del
kit HEXAGON HIV-1/2. B) Casetes de prueba.
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Los ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) son menos sensibles respecto a las pruebas rapidas, debido
al corto tiempo de incubacion del antigeno/anticuerpo, pero su especificidad es mayor.

Durante una misma cita médica se puede realizar la prueba rapida y con el resultado dar el
asesoramiento clinico pertinente. Son ideales para el asesoramiento en sitios de atencion primaria de
salud (servicios comunitarios y centros de salud) y clinicas moviles. En comunidades con recursos
limitados, los algoritmos de prueba de HIV incluyen una combinacion de dos o tres pruebas répidas,
generalmente en un algoritmo en serie, dependiendo de la prevalencia del HIV; esto ha producido
sensibilidades y especificidades adecuadas y ha mejorado la precision de los resultados. Los paises
deciden sobre un algoritmo de prueba, ya sea en serie o paralelo, para aplicar a sus programas y usar
la combinacion correcta de pruebas rapidas de HIV para mejorar la precision de las pruebas. Para
reducir los costos, a menudo se adopta un algoritmo en serie y las muestras inicialmente reactivas
mediante la primera prueba se someten a una segunda prueba (una prueba rapida diferente) con

mayor especificidad.

Los primeros ensayos de pruebas rapidas de HIV que se desarrollaron fueron la prueba de
aglutinacion MicroGenesys y el sistema de diagnéstico de un solo uso de Abbott Murex. EI mayor
inconveniente de estos ensayos fue las tasas considerablemente altas de resultados falsos positivos y
resultados falsos negativos. El uso posterior de diferentes técnicas, como el flujo lateral (Determine
HIV-1/2, Unigold, StatPak y OraQuick HIV-1/2), cartuchos de flujo continuo (Insti HIV-1/2) y ensayos de
aglutinacion modificados (Serodia y Capillus VIH-1/2), simplific6 y mejoré el procedimiento de las

pruebas, con mayor sensibilidad y especificidad (Tabla 7).
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Prueba

Determine HIV-1/2 (ALERE)

Determine Combo HIV-1/2
(ALERE)
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TABLA 7. Continuacion.

Prueba

vikia HIV-1/2
(BIOMERIEUX)

5D Bioline HIV-1/2
[STANDARD DIAGNOSTICS
Inc)

SD Bioline Combo HIV-1/2
[STANDARD DIAGNOSTICS
Inc)

SD Bioline HIV/SYPHILIS
DUO (STANDARD
DIAGNOSTICS Inc)

Unigold HIV-1/2 (TRINITY
BIOTECH)

Genie™ 1l HIV 1/2

Genie Fast HIV 1-2

Insti VIH 1/2 (BioLytical™)

Advanced Quality™ Rapid
HIV [182) WB/S/P

AgfAc usado
HIV-1 HIV-2
gp4l gp36

gp4ly p24 gp36

Recomb Ags de env
gp4l gp36
gpl20y gp36
Ep4l
MNE ME
gpl20y gp36
Ep4l
Ep4l gp36
MNE ME

%

‘100
2100

2100

979

2100

975

99

2100

‘07 8

sD

%

Sensibilidad = Especificidad

'99.2
‘100

'98.7
08

100

‘100

“100

08

100

3D

Muestra
5 P
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +

Shy

Fundamento

ElA

IFIL

Temp. de
almacenaje

(<)

2-30

2-30

Presentacion

Casete

Casete

Casete

Casete

Casete

Casete

Casete

Membrana

Casete

Tiempo

para
resultado

30 min

10- 20 min

10-20 min

15 - 20 min

10 min

10 min

10 min

60 seg

15 min

Ag= Antigeno; Ac= Anticuerpo; Recomb= Recombinante; Env= Envoltura; Pepts= Péptidos; NE= No especificado; SD= Sin datos; SC= Sangre completa;

S= Suero; P= Plasma; Slv= Saliva; IC= Inmunocromatografia; EIA= Ensayo Inmunoenzimatico; IFIL= Inmunofiltracién.

INjouom Richard., et al. Evaluation of the performances of twelve rapid diagnostic tests for diagnosis of HIV infection in Yaounde, Cameroon; ELSEVIER/Journal of
Virology Methods , 243 (2017); 158-163.
2Dagnra A. Y., et al. Evaluation of 9 rapid diagnostic tests for screening HIV infection, in Lomé Togo; ELSEVIER MASSON/ Médecine et maladies infectiuses 44 (2014);

525-529.

3Salou M., et al. Evaluation de la perfomance de trois tests de diagnostic de I'infection a VIH a Lomé (Togo); Revue Bio-Africa- N°8 (2010); 7-12.

1.10.3.2 Precalificacion de una prueba rapida y vigilancia posterior a la
comercializacion

La precalificacion de diagnéstico in vitro de los kits de pruebas rapidas para la deteccion del HIV es un

paso de calidad importante para determinar el rendimiento de un kit de prueba en particular y si cumple

0 no con los estandares establecidos.
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Por lo general, lo realiza una institucion independiente y creible. Por ejemplo, la precalificacién de la
OMS de un kit de prueba rapida implica la evaluacién de la calidad de la prueba usando
procedimientos estandarizados, para asegurar que cumple con los requisitos de precalificacion. Este
procedimiento de precalificacion incluye:

e La presentacidon previa de un formulario por el fabricante del kit de prueba rapida para solicitar
la precalificacién de la OMS.

e La revision del expediente por parte de la OMS para comprender el producto.

e Inspeccion del sitio de fabricacion del kit de prueba para evaluar el cumplimiento de los
estandares de calidad.

e Evaluacién de laboratorio del kit de prueba para evaluar las caracteristicas operativas y de

rendimiento.

La OMS utiliza sus Centros de Excelencia Colaboradores o laboratorios independientes, incluidos los
Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades, para realizar evaluaciones de laboratorio.
Los programas de HIV que adquieren estos kits de prueba realizan evaluaciones en el pais propio,
para determinar la combinacion adecuada de pruebas rapidas a utilizar en los algoritmos de prueba

nacionales para el diagnéstico de infeccién por HIV.

Una vez que se han adquirido los kits de prueba, se debe implementar la vigilancia posterior a la
comercializacion (PMS) monitoreando su rendimiento después de que hayan sido enviados por el
fabricante. EI PMS debe hacerse una vez que los kits de prueba lleguen al pais. Esto debe realizarse
de manera rutinaria a medida que los kits de prueba se utilizan en el campo para garantizar que
funcionen segun lo previsto.

Hoy dia se cuenta con la posibilidad de un diagnosticador que permite conocer presuntivamente si la
persona tiene o no infeccion por HIV, perfeccionando asi el diagnostico y la atencidon a grupos
vulnerables, lo cual fortalece la vigilancia epidemioldégica en situaciones, lugares y grupos
poblacionales especificos. Es de facil aplicacion, alta sensibilidad y especificidad y su desempefio ha
sido probado con paneles bien caracterizados, pero esta tiene que ser confirmada con las técnicas

anteriormente descritas y seguir el algoritmo diagnostico establecido nacionalmente.
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2. Justificacion

La epidemia del Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV) sumado al mayor acceso a terapias
antirretrovirales (TAR) han llevado tanto a un aumento en el nimero de casos, como a una mayor
esperanza de vida de los pacientes que viven con esta infeccion. Si bien existe una cierta facilidad
para realizar el diagndstico de un paciente con infeccidn crénica por HIV, existe por otro lado una
relativa dificultad para realizar el diagnéstico de la infeccibn aguda en etapas tempranas de la
infeccién. Esta situacion es de mucha importancia desde el punto de vista de Salud Publica, ya que es
en la infeccién aguda cuando se producen las viremias mas elevadas, lo que hace mayor la facilidad

de que el sujeto sea infectante y disemine la infeccion viral.

Bajo esta premisa, nuestra investigacion presenta una primera aproximacion para el disefio de un kit
de diagndstico para HIV con eficiencia diagndéstica del 100%, la cual podria competir en el rango de las
mejores pruebas disponibles en el mercado, lo que permitiria el analisis rapido (1.5 hrs) de un gran
namero de muestras en areas endémicas con diferente prevalencia, asi como oportunidades para la
prevencion. Aunado a lo anterior, este kit ofrece: mas economia, resultados mas rapidos y confiables y
finalmente, el orgullo de ser una prueba mexicana y 100% UNAM, otorgandole la confianza que la

investigacion nacional necesita.

44



3. Objetivos

General. Comparar 2 pruebas rapidas comerciales para el diagnostico del HIV, con la prueba de

ELISA basado en el péptido de la transmembrana TM/gp41 viral (6357).
Particulares.

1. Evaluar en ciego para el diagnéstico de infeccion por HIV, sueros de referencia confirmados por
Western Blot (WB) como positivos, negativos e indeterminados a HIV, mediante el ELISA-péptido6357
y las 2 pruebas rapidas HEXAGON HIV y ADVANCED QUALITY™,

2. Elaborar la tabla de contingencia de 2x2 de cada prueba diagnéstica con los resultados de la
evaluacion de los sueros de referencia positivos y negativos a HIV y utilizando como estandar oro el
WB.

3. Determinar sensibilidad, especificidad y otros parametros de valoracién de las pruebas diagndsticas
ELISA-péptido6357, HEXAGON HIV y ADVANCED QUALITY™,

4. Realizar el analisis comparativo de las sensibilidades y especificidades obtenidas en el ELISA-
péptido6357, HEXAGON HIV y ADVANCED QUALITY™,

5. Analizar para cada prueba diagnostica la reactividad cruzada de los anticuerpos contra HIV

contenidos en los sueros de referencia confirmados por WB como indeterminados.

6. Realizar el diagnostico de la infeccion por HIV a los sueros de casos conocidos con, sin y
“sospechosos” a la infecciéon por HIV, mediante el ELISA-péptido6357, HEXAGON HIV y ADVANCED
QUALITY™,

7. Determinar la concordancia del diagnéstico para la infeccion por HIV, entre el ELISA-péptido6357 y
cada una de las pruebas rapidas utilizando los resultados de los sueros de casos conocidos con, sin 'y

“sospechosos” a la infeccion por HIV.
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4. Hipotesis

La sensibilidad y especificidad de las dos pruebas rapidas para el diagnéstico de HIV: HEXAGON HIV
y ADVANCED QUALITY™ seran menores al 100% en comparacion con el ELISA-péptido6357.
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5. Material y Métodos

5.1 Muestras.

En este estudio se utilizaron un total de 231 sueros procedentes de 2 paneles diferentes (A y B),

subdivididos en 3 grupos, los cuales fueron evaluados en ciego para evitar sesgos en la expectativa

del observador.

Panel A. Corresponde a los sueros de referencia a HIV (n=91) que fueron recolectados de Mayo a

Diciembre del 2015 en el Banco Central de Sangre del CMN Siglo XXI del IMSS. De estos se conocian
los resultados de las pruebas: ARCHITECT HIV Ag/Ab Combo ELISA 4a. Generacion, Procleix Ultrio®
Assay Nucleic Acid Testy NEW LAV BLOT 1 Western Blot, en las que se basaron para su diagnostico.

Luego de revelar el folio y los resultados de las pruebas anteriores, el panel fue subdividido de la

siguiente manera:

Panel Al. Constituido de 16 sueros de referencia confirmados por WB como POSITIVOS a la
infeccion por HIV.

Panel A2. Formado por 35 sueros de referencia confirmados por WB como NEGATIVOS a la

infeccion por HIV.

Panel A3. Compuesto por 40 sueros de referencia confirmados por WB como
INDETERMINADOS a la infeccion por HIV, que contenian anticuerpos contra una sola proteina
viral del gen gag o pol (p18, p24, p34, p40 y p68), contra dos del gen gag (p18/p24 y pl18/p55),
o contra dos de los genes gag/pol (p18/p68).

Panel B. Conformado por los sueros de casos conocidos con, sin y “sospechosos” a la infeccion por

HIV (n=140). Luego de revelar la procedencia y los resultados de las pruebas en las que se basaron

para su diagnostico, este panel se subdividié de la siguiente manera:

e Panel B1. Constituido por 20 sueros de casos documentados de pacientes CON INFECCION

por HIV donados por la Dra. Ericka Nelly Pompa Mera y recolectados durante el periodo de
Mayo a Noviembre del 2016. Fueron de pacientes en alguna de las 3 etapas de infeccion por
HIV (Clasificacion segun CDC) que acudian a la Clinica de SIDA del CMN “La Raza” del IMSS

y se encontraban recibiendo tratamiento antirretroviral (TAR).
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e Panel B2. Formado por 92 sueros de casos documentados de pacientes SIN INFECCION por
HIV recolectados de Mayo a Septiembre del 2017 en el Banco Central de Sangre del CMN
Siglo XXI del IMSS. Fueron de personas que acudieron a donar sangre, con resultado
NEGATIVO a la infeccién por HIV, cuyo diagndéstico fue basado en el resultado de las pruebas:
ARCHITECT HIV Ag/Ab Combo ELISA 4a. Generacion y Procleix Ultrio® Assay Nucleic Acid
Test.

e Panel B3. De 28 sueros de pacientes de casos “SOSPECHOS” a la infeccion por HIV
recolectados de Mayo a Septiembre del 2017. Fueron de pacientes que acudian a la Clinica de
SIDA del CMN Siglo XXI del IMSS y que voluntariamente donaron muestra para la realizacion

de este estudio.

NOTA: Antes de iniciar este trabajo, a los 231 sueros se les determiné la Carga Viral (CV) mediante la prueba
Cobas® TagMan® HIV-1 Test, por lo que en este estudio también aparecera ese resultado.

5.2 Pruebas seroldgicas para el diagndstico del HIV.

El diagnéstico de la infeccién por HIV en los 231 sueros de este estudio, se llevé a cabo utilizando 3
pruebas diagndésticas: kit ELISA-péptido6357 para HIV y las 2 pruebas rapidas Hexagon HIV 3rd
Generation Immunochromatographic Rapid Test y ADVANCED QUALITY™ Rapid HIV (1&2) WB/S/P.

a) Kit ELISA-péptido6357 para HIV

Es un ELISA que usa como antigeno al péptido 6357 (sintético), que previamente se habia
estandarizado y validado (con sensibilidad y especificidad del 100%) en el laboratorio de
Inmunovirologia de la UIMI del Hospital de Pediatria del CMN Siglo XXI del IMSS, que se basa en la

deteccion de anticuerpos contra la gp41 del HIV (Anexo 2).

El resultado de la prueba se considera POSITIVO cuando la muestra tiene una Densidad Optica neta
(D.O. neta) mayor a 0.142 y NEGATIVO si son valores menores a dicha D.O. neta. Resultados de la

tesis de licenciatura de Jesus Guillermo Hernandez Corral.
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b) HEXAGON HIV 1/2 TEST Rapid Screening Test

Hexagon HIV 3rd Generation Immunochromatographic Rapid Test for the Detection of Antibodies to
Human Immune Deficiency viruses 1 and 2. Human Gesellschaft fur Biochemica und Diagnostica mbH.
Wiesbaden-Germany (HEXAGON HIV), que se basa en la deteccién de anticuerpos de clase IgG-A-M
contra las proteinas virales gp41 y p24 del HIV-1y p36 para HIV-2.

El resultado se da como POSITIVO cuando aparece una linea de color rojo-violeta en el area indicada
por 1 y/o 2 ademés de la linea indicada por C y NEGATIVO si aparece solo una linea de color rojo-
violeta a nivel del &rea indicada por C, corresponde a un resultado negativo (Anexo l1a).

c) ADVANCED QUALITY™ Rapid HIV (1&2) WB/S/P

ADVANCED QUALITY™. Rapid HIV (1&2) WB/S/P. InTec Products Inc. Xiamen China (ADVANCED
QUALITY™), la cual detecta anticuerpos contra el Virus de la Inmunodeficiencia Humana utilizando

como antigeno una recombinante de HIV.

El resultado se da como POSITIVO cuando aparece una linea de color rojo-violeta en el area indicada
por T ademas de la linea indicada por C y NEGATIVO si aparece s6lo una linea de color rojo-violeta a

nivel del area indicada por C, corresponde a un resultado negativo (Anexo 1b).

NOTA: Todas las pruebas seroldgicas se realizaron siguiendo las instrucciones especificadas por cada fabricante.
E/ “kit de ELISA-péptido6357” se encuentra en proceso de patente por lo que se evité dar detalles técnicos. Las

dos pruebas rapidas fueron donadas por las casas comerciales.

5.3 Calculo de la Sensibilidad, Especificidad y otros parametros de valoracion de las pruebas

diagndsticas para HIV.

Se elaboraron tablas de contingencia 2x2 para correlacionar los resultados obtenidos en el estandar de
oro (WB) contra los obtenidos en el ELISA-péptido6357, HEXAGON HIV y ADVANCED QUALITY™,
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Con ayuda del programa bioinformatico EPIDAT 4.0 (programa de analisis epidemiolégico de datos) y
utilizando las frecuencias respectivas de las tablas de contingencia de 2x2, se determinaron los
porcentajes de sensibilidad y especificidad.

También se obtuvieron algunos parametros estadisticos de valoracién para cada prueba diagnéstica
que incluyeron los porcentajes del valor predictivo positivo (VPP) y negativo (VPN); falsos positivos y
negativos; razén de verosimilitud positiva (RVP) y negativa (RVN) e inclusive el de la certeza

diagnéstica.

5.4 Andlisis de las reacciones cruzadas causadas por los anticuerpos contenidos en los sueros

de referencia confirmados por WB como indeterminados a HIV.

Se prob6 que no se llevaran a cabo reacciones cruzadas en cada una de las 3 pruebas diagndsticas
usando sueros que contenian anticuerpos contra las otras proteinas virales diferentes a ENVgp160
Prec, ENVgp120 y/o ENVgp41l. Para lo que se usaron los resultados del diagnéstico seroloégico a HIV
de los sueros de los 40 sueros de referencia confirmados por WB como INDETERMINADOS a la

infeccién por HIV con indetectable nimero de copias de RNA para HIV/ml.

5.5 Concordancia de los resultados de tres diferentes poblaciones de sueros en las 2 pruebas
rapidas HEXAGON HIV y ADVANCED QUALITY™ para el diagnéstico de la infecciéon por
HIV.

Para evaluar la variabilidad entre los resultados de los sueros de pacientes con, sin y
“sospechosos” a la infeccion por HIV en las 2 pruebas diagnésticas, se determiné el porcentaje de
concordancia (indice Kappa “K”) tomando a la prueba diagnostica ELISA-péptido6357 como

“estandar de referencia o de oro” para este andlisis.
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e Metodologia empleada para la validacion del ELISA-péptido6357 y las pruebas rdpidas
ADVANCED QUALITY™ y HEXAGON HIV 1/2.

i—@ 91 sueros de referencia a HIV confirmados por WB

m (Panel A)

‘1, Evaluados en ciego para el Dx de HIV
ELISA péptido HIV

HEXAGON HIV 1/2 TEST Rapid Screening Test

Analisis de

ADVANCED QUALITYTN| RAPID HIV (1&2) WB/S/P

Se revelaron las caracteristicas de los
sueros de referencia:

16 Positivos en WB (110- 35 Negativos en WB 40 Indeterminados en WB
139,000 copias de RNA (INDETECTABLE RNA (INDETECTABLE RNA para
para HIV/ml) para HIV/ml) HIV/ml)

|

Sensibilidad y Especificidad

y

Analisis Comparativo entre las 3 pruebas para HIV

NOTA: Antes de determinar el valor de sensibilidad y especificidad, se revelaron los resultados del WB y la CV.
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e Metodologia empleada para la evaluacion de la Exactitud Diagndstica del ELISA-péptido6357 y
las pruebas répidas ADVANCED QUALITY™ y HEXAGON HIV 1/2.

‘1, Evaluados en ciego para el Dx de HIV

ELISA péptido HIV

Se revelaron las caracteristicas
de los sueros:

20 sueros de pacientes en
alguna de las 3 etapas de
infeccion por HIV en TAR




6. Resultados

Los sueros del panel A, subgrupos Al (n=16), A2 (n=35) y A3 (n=40), asi como los del panel B,
subgrupos B1 (n=20), B2 (n=92) y B3 (n= 28) fueron evaluados para la infeccion por HIV mediante el
ELISA-péptido6357 y 2 pruebas rapidas comerciales (HEXAGON HIV 1/2 TEST Rapid Screening
Test y ADVANCED QUALITY™ RAPID HIV (1&2) WB/S/P).

De los sueros de los 3 subgrupos del panel A y del subgrupo B2 procedentes del Banco Central de
Sangre del CMN Siglo XXI del IMSS, se conocian los datos de las pruebas en las que se basé su
diagnéstico para la infeccién por HIV (Tablas 8, 9; | y Ill del anexo). De los sueros del subgrupo B1 se
sabia la etapa de infeccion por HIV del paciente, que se encontraba en tratamiento antirretroviral y la
carga viral. De los sueros del subgrupo B3 solo se tenia la certeza de que eran pacientes de la Clinica
de SIDA del Hospital de Especialidades del CMN Siglo XXI del IMSS y no se contaba con ningun otro
dato.

> Reactividad en el ELISA-péptido6357 de los sueros de referencia confirmados por WB como

positivos v negativos a HIV.

En el ELISA-péptido6357, todos los sueros del subgrupo 1 panel A (n= 16) o sueros de referencia
confirmados por WB como positivos a HIV (con un rango de 110-139,000 copias de RNA para HIV/mI =
CV), MOSTRARON REACTIVIDAD, y NO MOSTRARON REACTIVIDAD todos los sueros del
subgrupo 2 panel A (n=36) o sueros de referencia confirmados por WB como negativos a HIV (con
indetectable niumero de copias de RNA para HIV/ml = CV). Datos que respectivamente se muestran en

las tablas 8 y 9.

TABLA 8. Resultados del ELISA-péptido6357, HEXAGON HIV y ADVANCED QUALITY™, de los 16 sueros
de referencia confirmados por WB como POSITIVOS a la infeccion por HIV (Panel Al).

FOLIO | ELISAHIV | DET.ACIDOS | RESULTADO | CVEN ELISA- HEXAGON HIV ADVANCED
DET. Agy/o | NUCLEICOS WB COPIAS/mL |  péptido6357 QUALITY™

Ac HIV D.0. NETA/

RESULTADO
499 | REACTIVO | REACTIVO | POSITIVO 8350 0.315/REACTIVO REACTIVO REACTIVO
698 | REACTIVO | REACTIVO | POSITIVO 34800 0.311/ REACTIVO REACTIVO REACTIVO
699 | REACTIVO | REACTIVO | POSITIVO 258 0.474/ REACTIVO REACTIVO REACTIVO
700 | REACTIVO | REACTIVO | POSITIVO 59000 0.253/ REACTIVO REACTIVO REACTIVO

DET= Deteccién; WB= Western Blot; CV= Carga Viral; D.O.= Densidad Optica; N.D= No Detectable.
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TABLA 8. Continuacion.

FOLIO | ELISAHIV | DET.ACIDOS | RESULTADO | CVEN ELISA- HEXAGON HIV ADVANCED
DET. Agy/o | NUCLEICOS WB COPIAS/mL |  péptido6357 QUALITY™

Ac HIV D.0. NETA/

RESULTADO

1053 | REACTIVO | REACTIVO | POSITIVO 139000 | 0.544/REACTIVO | NOREACTIVO | NO REACTIVO

1064 | REACTIVO | REACTIVO | POSITIVO 306 1.645/ REACTIVO REACTIVO REACTIVO
1083 | REACTIVO | REACTIVO | POSITIVO 13780 0.315/ REACTIVO REACTIVO REACTIVO
1101 | REACTIVO | REACTIVO | POSITIVO 310 0.301/ REACTIVO REACTIVO REACTIVO
1107 | REACTIVO | REACTIVO | POSITIVO 8300 0.225/ REACTIVO REACTIVO REACTIVO
1108 | REACTIVO | REACTIVO | POSITIVO 1320 0.379/ REACTIVO REACTIVO REACTIVO
1109 | REACTIVO | REACTIVO | POSITIVO 86900 0.251/ REACTIVO REACTIVO REACTIVO
1110 | REACTIVO | REACTIVO | POSITIVO 16980 0.627/ REACTIVO REACTIVO REACTIVO
1111 | REACTIVO | REACTIVO | POSITIVO 110 0.238/ REACTIVO REACTIVO REACTIVO
1112 | REACTIVO | REACTIVO | POSITIVO 80400 0.601/ REACTIVO REACTIVO REACTIVO
1113 | REACTIVO | REACTIVO | POSITIVO 7360 0.391/ REACTIVO REACTIVO REACTIVO
1114 | REACTIVO | REACTIVO | POSITIVO 31400 0.276/ REACTIVO REACTIVO REACTIVO

DET= Deteccién; WB= Western Blot; CV= Carga Viral; D.O.= Densidad Optica; N.D= No Detectable.

TABLA 9. Resultados del ELISA-péptido6357, HEXAGON HIV y ADVANCED QUALITY™, de los 35 sueros
de referencia confirmados por WB como NEGATIVOS a la infeccidn por HIV (Panel A2).

FOLIO | ELISA HIV DET. ACIDOS | RESULTADO CVEN ELISA-péptido6357 | HEXAGON HIV ADVANCED
DET. Agy/o NUCLEICOS WB COPIAS/mL D.O. NETA/ QUALITY™
Ac HIV RESULTADO

864 REACTIVO NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0.002/NO REACTIVO | NO REACTIVO NO REACTIVO
865 REACTIVO NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0.001/ NO REACTIVO | NO REACTIVO NO REACTIVO
867 REACTIVO NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0.011/ NO REACTIVO | NO REACTIVO NO REACTIVO
868 REACTIVO NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0.05/ NO REACTIVO | NO REACTIVO NO REACTIVO
869 REACTIVO NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0.011/ NO REACTIVO | NO REACTIVO NO REACTIVO
870 REACTIVO NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0.023/ NO REACTIVO | NO REACTIVO NO REACTIVO
871 REACTIVO NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0.009/ NO REACTIVO | NO REACTIVO NO REACTIVO
872 REACTIVO NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
876 REACTIVO NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0.007/ NO REACTIVO | NO REACTIVO NO REACTIVO
877 REACTIVO NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
879 REACTIVO NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0.009/NO REACTIVO | NO REACTIVO NO REACTIVO
880 REACTIVO NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0.007/ NO REACTIVO | NO REACTIVO NO REACTIVO
882 REACTIVO NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0.019/ NO REACTIVO | NO REACTIVO NO REACTIVO
883 REACTIVO NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0.011/ NO REACTIVO | NO REACTIVO NO REACTIVO
885 REACTIVO NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0.01/ NO REACTIVO | NO REACTIVO NO REACTIVO

DET= Deteccién; WB= Western Blot; CV= Carga Viral; D.O.= Densidad Optica; N.D= No Detectable.
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TABLA 9. Continuacion.

FOLIO | ELISAHIV | DET.ACIDOS | RESULTADO CVEN ELISA-péptido6357 HEXAGON HIV ADVANCED
DET. Ag NUCLEICOS WB COPIAS/mL D.O. NETA/ QUALITY™
y/o Ac HIV RESULTADO

886 REACTIVO | NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
887 REACTIVO | NOREACTIVO | NEGATIVO ND 0.008/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
891 REACTIVO | NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0.002/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
893 REACTIVO | NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0.017/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
894 REACTIVO | NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0.016/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
897 REACTIVO | NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0.001/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
900 REACTIVO | NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO

1054 | REACTIVO | NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0.013/ NO REACTIVO REACTIVO REACTIVO
1058 | REACTIVO | NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0.005/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1060 | REACTIVO | NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0.012/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1065 | REACTIVO | NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1072 | REACTIVO | NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1075 | REACTIVO | NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1080 | REACTIVO | NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1081 | REACTIVO | NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1082 | REACTIVO | NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1085 | REACTIVO | NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1087 | REACTIVO | NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1094 | REACTIVO | NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1096 | REACTIVO | NO REACTIVO | NEGATIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO

DET= Deteccion; WB= Western Blot; CV= Carga Viral; D.O.= Densidad Optica; N.D= No Detectable.

> Reactividad en la prueba HEXAGON HIV 1/2 TEST Rapid Screening

Test de los sueros de

referencia confirmados por WB como positivo y negativos a HIV.

En la prueba HEXAGON HIV 1/2 TEST Rapid Screening Test de los 16 sueros del panel A subgrupo
1 o sueros de referencia confirmados por WB como positivos a HIV (con un rango de 110-139,000
copias de RNA para HIV/ml = CV) solo 15 o el 93.8% de ellos manifestaron REACTIVIDAD, y NO
MOSTRARON REACTIVIDAD 34 de 35 o el 97.1% de los sueros del subgrupo 2 panel A (n=35) o

sueros de referencia confirmados por WB como negativos a HIV (con indetectable nimero de copias

de RNA para HIV/ml = CV). Datos que respectivamente se muestran en las tablas 8 y 9.

55




» Reactividad en la prueba ADVANCED QUALITY™ RAPID HIV (1&2) WBJ/S/P de los sueros de
referencia confirmados por WB como positivos y negativos.

La prueba ADVANCED QUALITY™ RAPID HIV (1&2) WB/S/P revel6 la misma reactividad que la
prueba HEXAGON HIV 1/2 TEST Rapid Screening Test. Es decir, que 15/16 (93.8%) de los sueros
de referencia confirmados por WB como positivos a HIV (con un rango de 110-139,000 copias de RNA
para HIV/Iml = CV) MOSTRARON REACTIVIDAD y 34/35 (97.1%) de los sueros de referencia
confirmados por WB como negativos a HIV (con indetectable nimero de copias de RNA para HIV/mI =
CV) NO MOSTRARON REACTIVIDAD. Datos que se muestran en las tablas 8 y 9.

> Tablas de contingencia de 2x2 del ELISA-péptido6357 v las 2 pruebas rapidas comerciales.

Se utiliz6 como estandar de oro a los resultados del WB de los sueros del subgrupo 1 panel A (n=16) o
sueros de referencia confirmados por WB como positivos a HIV (con un rango de 110-139,000 copias
de RNA para HIV/ml = CV) y del subgrupo 2 panel A (n=35) o sueros de referencia confirmados por
WB como negativos a HIV (con indetectable nUmero de copias de RNA para HIV/ml = CV), los cuales
fueron correlacionados con los resultados de reactividad obtenida en cada prueba para elaborar las
tablas de contingencia de 2x2. En los cuadros 1, 2 y 3 se muestran respectivamente la tabla de
contingencia del ELISA-péptido6357, HEXAGON HIV 1/2 TEST Rapid Screening Test y
ADVANCED QUALITY™ RAPID HIV (1&2) WB/S/P.

Cuadro 1.- Relacidn de los resultados del diagndstico a HIV entre Western Blot y el ELISA-péptido6357.

Western Blot
ELISA (estdndar de oro)
péptido6357 | Positive Negativo TOTAL
(n=16) (n=35)
Positivo 16 0 16
Negativo 0 35 35
TOTAL 16 35 51
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Cuadro 2.- Relacidn de los resultados del diagndstico a HIV entre Western Blot y HEXAGON HIV.

Western Blot
(estandar de oro)
HEXAGON
HIV Positivo Negativo TOTAL
(n=16) (n=35)

Positivo 15 1 16
Negativo 1 34 35
TOTAL 16 35 51

Cuadro 3.- Relacién de los resultados del diagndstico a HIV entre Western Blot y ADVANCED

QUALITY™,
Western Blot
(estdndar de oro)
ADVANCED
QUALITY™ Positivo Negativo TOTAL
(n=16) (n=35)
Positivo 15 1 16
Negativo 1 34 35
TOTAL 16 35 51

> Sensibilidad, especificidad y otros pardmetros de valoracion de las pruebas diagnésticas ELISA-
péptido6357, HEXAGON HIV 1/2 TEST Rapid Screening Test y ADVANCED QUALITY™ RAPID
HIV (1&2) WB/S/P.

Se determiné 100% de sensibilidad y especificidad para el ELISA-péptido6357. Un mismo valor de
93.8% de sensibilidad y 97.1% de especificidad fue determinado para ambas pruebas rapidas
HEXAGON HIV 1/2 TEST Rapid Screening Test y ADVANCED QUALITY™ RAPID HIV (1&2)
WB/S/P (Tabla 10).
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TABLA 10.- Porcentajes de algunos parametros de valoracidon de las 3 pruebas diagndsticas para la

infeccidn por HIV.

Prueba Sensibilidad | Especificidad Valor Valor Falsos Falsos Razén de Razén de Certeza
Predictivo | Predictivo Positivos Negativos | Verosimilitud Verosimilitud Diagnodstica
Positivo Negativo Positiva (RVP) | Negativa (RVN)
(VPP) (VPN)

ELISA-

péptido 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 0.00 0.00 0.00 100.00

6357

HEXAGON

HIV 1/2 93.75 97.14 93.75 97.14 2.85 6.25 6.66 2.94 96.08

TEST Rapid

Screening

Test

ADVANCED

QUALITY™ 93.75 97.14 93.75 97.14 2.85 6.25 6.66 2.94 96.08

RAPID HIV

(1&2)

WB/s/P)

Las pruebas diagndsticas determinaron una Prevalencia del 31.37% de infeccién por HIV en la poblacién estudiada.

También se encontraron para el ELISA-péptido6357 los valores predictivo positivo (VPP), negativo
(VPN) y de certeza diagnéstica del 100% sin falsos positivos ni negativos. Los mismos valores de
VPP= 93.8%, VPN= 97.1%, certeza diagnéstica del 96.0%, de falsos positivos 2.9% y falsos negativos
del 6.2% fueron encontrados para las pruebas HEXAGON HIV 1/2 TEST Rapid Screening Test y
ADVANCED QUALITY™ RAPID HIV (1&2) WB/S/P (Tabla 10).

> Andlisis de reactividad cruzada en el ELISA-péptido6357 v las dos pruebas rapidas comerciales.

En las 3 pruebas diagndsticas se encontr6 que no se llevaron a cabo reacciones cruzadas en los
sueros que contenian anticuerpos contra una o dos proteinas virales diferentes a ENVgpl160 y/o
ENVgp41l. Especificamente en los sueros que contenian anticuerpos contra p18 (n=13), p24 (n=14),
p34 (n=1), p40prec (n=1), p55 (n=1) o p68 (n=1) ni tampoco en los sueros que contenian anticuerpos
contra la p18 y p24 (n=2), p18 y p55 (n=1), p18 y p68 (n=2) 0 p24 y p55 (n= 3). Datos que se muestran
en las tablas 11, 12y 13.
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TABLA 11. Resultados de 18 de los 40 sueros Western Blot INDETERMINADO, en las 3 pruebas
diagnosticas.

Prueba Detecta Interpretacion 13 Sueros Suero Sueros
sueros 1089 y 1097 1092 1052 y 1074
*POSITIVO —» Bandas en:
2ENVEGAGEPOL
NEW LAV BLOT 1 Acs anti HIV-1 *NEGATIVO — Solo Banda CI Banda Bandas Bandas Bandas
(Western Blot) humanos *INDETERMINADO — GAGpI18 GAGp18y GAGp18y | GcAGpi8y
> | banda que no cumplen GAGp24 GAGpS55 POLpé8
criterios de Positive o Negativo
Cobas® TagMan® Cuantifica el Copias de HIV/ml > 20
HIV-1 Test RNA de HIV Infeccién en progreso INDETECTABLE

TABLA 12. Resultados de los 17 de 40 sueros Western Blot INDETERMINADO, en las 3 pruebas

diagnosticas.

Prueba Detecta Interpretacién 14 sueros 3 sueros
*POSITIVO —» Bandas en:
2ENVEGAGEPOL
NEW LAV BLOT 1 Acs anti HIV-1 *NEGATIVO — Solo Banda ClI Banda Bandas
(Western Blot) humanos *INDETERMINADO — GAGp24 GAGp24y
> 1 banda que no cumplen GAGp55

criterios de Positivo o Negativo

Cobas® TagMan® HIV- | Cuantifica el ARN Copias de HIV/ml > 20
1 Test de HIV Infeccién en progreso INDETECTABLE INDETECTABLE
ELISA-péptidoé357 | Acs anti ENVgp41 REACTIVO/ D.O.> 0.142 NO REACTIVOS NO REACTIVOS
NO REACTIVO/ D.O.< 0.142 (0.000 - 0.027) (0.000 - 0.005)

HEXAGON HIV 1/2TEST| Acs anti HIV-1 REACTIVO »BandasCy1,Cy2
Rapid Screening Test humanos oC,ly2 NO REACTIVOS NO REACTIVOS
NO REACTIVO —» Solo banda C

ADVANCED QUALITY™ Acs anti HIV-1 REACTIVO —» BandasCy T NO REACTIVOS NO REACTIVOS
RAPID HIV (1&2) WB/S/P humanos (T Intensa o Débil)
NO REACIVO —» Solo banda C
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TABLA 13. Resultados de 5 de los 40 sueros Western Blot INDETERMINADO, en las 3 pruebas
diagndsticas.

Prueba Detecta Inierprel'aciéh“ . Svero . Svero I Svero Sueros
1071 1063 1095 1052 y 1074

*POSITIVO —» Bandas en:
NEW LAV BLOT 1 Acs anti HIV-1 2ENVGAGHPOL Banda Banda Banda Banda
(Western Biotf) humanos *NEGATIVO — Solo Banda ClI POLp34 | GAGp40prec GAGp55 POLpé8
*INDETERMINADO —
= | banda que no cumplen criterios
de Positivo o Negativo

Cobas® TagMan® Cuantifica el Copias de HIV/mI > 20
HIV-1 Test ARN de HIV Infeccion en progreso INDETECTABLE
Acs anti REACTIVO/ D.O.> 0.142 NO REACTIVOS
ELISA-péptidoé357 ENVgp4l NO REACTIVO/ D.O.<0.142 0.000 0.01% 0.011 0.000
HEXAGON HIV 1/2 Acs anti HIV-1 | REACTIVO - BandasCy1,Cy2 o
TEST Rapid Screening humanos C ly2 NO REACTIVOS
Test NO REACTIVO —» Solo banda C
ADVANCED QUALITY™ | Acs anti HIV-1 REACTIVO —» BandasC y T
RAPID HIV (1&2) humanos (T Intensa o Débil) NO REACTIVOS
WB/S/P NO REACIVO — Solo banda C

> Reactividad en las 3 pruebas diagnosticas de los sueros de casos conocidos con, Sin y

“sospechosos” a la infeccidon por HIV.

Todos los sueros de pacientes con infeccion por HIV en etapa 1 (n=5), etapa 2 (n= 12) y etapa de
SIDA (n=3) que conforman el subgrupo Bl MOSTRARON REACTIVIDAD en el ELISA-
péptido6357, HEXAGON HIV 1/2 TEST Rapid Screening Test y ADVANCED QUALITY™ RAPID
HIV (1&2) WB/S/P cuando fueron evaluados para el diagnéstico de infeccion por HIV (Tabla 14 y
Anexo Tabla II).

También todos los sueros de donadores de sangre aptos sin infeccion por HIV que integran el
subgrupo B2 (n=92) NO MOSTRARON REACTIVIDAD en ninguna de las 3 pruebas diagnosticas
de este estudio mediante las que fueron evaluados para el diagndstico de infeccion por HIV (Tabla
14 y Anexo Tabla Il).

De los sueros de pacientes que son “sospechosos” a la infeccién por HIV que salian de la Clinica
de SIDA y forman el subgrupo B3 (n=28) en el ELISA-péptido6357 y también en la prueba rapida
HEXAGON HIV 1/2 TEST Rapid Screening Test, se encontré que 12/28 (42.8%) MOSTRARON
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REACTIVIDAD y 26/28 (57.2%) NO LA MOSTRARON. En contraste, en la prueba ADVANCED
QUALITY™ RAPID HIV (1&2) WB/S/P 24/28 (85.7%) manifestaron REACTIVIDAD y 4/28 NO
MOSTRARON REACTIVIDAD (Tablas 14 y 15).

TABLA 14. Reactividad de los 140 sueros del panel B, de casos con, sin y “sospechosos” a la

infeccion por HIV, en las 3 pruebas diagndsticas.

ELISA-péptidoé357 HEXAGON HIV ADVANCED
Paneles de sueros QUALITY™
Reactivo No Reactivo No Reactivo No
Reactivo Reactivo Reactivo
Bl. De pacientes con
infeccion cronica a HIV en 20 0 20 0 20 0
TAR (n=20)
B2. De donadores de sangre
sin infeccion a HIV (n= 92)

B3. De pacientes
sospechosos a la infeccion
por HIV" de CLINSIDA (n=28)

TABLA 15. Resultados de los 28 sueros de pacientes “sospechosos” a la infeccion por HIV de

CLINSIDA, en las pruebas ELISA-péptido6357, HEXAGON HIV y ADVANCED QUALITY™,

ID CVEN ELISA-péptido6357 HEXAGON HIV |  ApyANCED QUALITY™
COPIAS/mL | D.O.NETA/RESULTADO
CLINSIDA 64 | INDETECTABLE 0.026/NEGATIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
CLINSIDA 65 | INDETECTABLE 0.047/NEGATIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
CLINSIDA 68 | INDETECTABLE 0.063/NEGATIVO REACTIVO REACTIVO
CLINSIDA 69 | INDETECTABLE 0.130/NEGATIVO NO REACTIVO REACTIVO
CLINSIDA 70 | INDETECTABLE 0.027/NEGATIVO NO REACTIVO REACTIVO
CLINSIDA 72 | INDETECTABLE 0.067/NEGATIVO NO REACTIVO REACTIVO
CLINSIDA 73 | INDETECTABLE 0.073/NEGATIVO NO REACTIVO REACTIVO
CLINSIDA 74 | INDETECTABLE 0.040/NEGATIVO NO REACTIVO REACTIVO
CLINSIDA 77 | INDETECTABLE 0.038/NEGATIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
CLINSIDA 78 | INDETECTABLE 0.038/NEGATIVO NO REACTIVO REACTIVO
CLINSIDA80 | |NDETECTABLE 0.046/NEGATIVO NO REACTIVO NO REACTIVO

ID= Identificacion; C.V= Carga Viral; D.O.= Densidad Optica.
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TABLA 15. Continuacion.

ID CVEN ELISA-péptido6357 HEXAGON | ApyANCED QUALITY™
COPIAS/mL D. O. NETA/ RESULTADO HIV

CLINSIDA 81 | INDETECTABLE 0.059/NEGATIVO NO REACTIVO REACTIVO
CLINSIDA 83 | INDETECTABLE 0.038/NEGATIVO NO REACTIVO REACTIVO
CLINSIDA 92 | INDETECTABLE 0.073/NEGATIVO NO REACTIVO REACTIVO
CLINSIDA 94 | INDETECTABLE 0.108/NEGATIVO NO REACTIVO REACTIVO
CLINSIDA 99 | INDETECTABLE 0.119/NEGATIVO NO REACTIVO REACTIVO

CLINSIDA3 | INDETECTABLE 0.178/POSITIVO REACTIVO REACTIVO
CLINSIDA 46 | INDETECTABLE 0.427/POSITIVO REACTIVO REACTIVO
CLINSIDA55 | INDETECTABLE 0.387/POSITIVO REACTIVO REACTIVO
CLINSIDA 67 | INDETECTABLE 0.337/POSITIVO REACTIVO REACTIVO
CLINSIDA79 | INDETECTABLE 0.261/POSITIVO REACTIVO REACTIVO
CLINSIDA 93 | INDETECTABLE 0.584/POSITIVO REACTIVO REACTIVO
CLINSIDA 95 | INDETECTABLE 0.422/POSITIVO REACTIVO REACTIVO
CLINSIDA 96 | INDETECTABLE 0.970/POSITIVO REACTIVO REACTIVO
CLINSIDA 102 | INDETECTABLE 0.392/POSITIVO REACTIVO REACTIVO
CLINSIDA 103 | INDETECTABLE 0.816/POSITIVO REACTIVO REACTIVO
CLINSIDA 106 | INDETECTABLE 1.007/POSITIVO REACTIVO REACTIVO
CLINSIDA 108 | INDETECTABLE 1.314/POSITIVO NO REACTIVO REACTIVO

ID= Identificacion; C.V= Carga Viral; D.O.= Densidad Optica.

» Concordancia para el diagndstico de la infeccién por HIV entre el ELISA-péptido6357 vy las dos

pruebas rapidas comerciales.

Se determindé un 100% de concordancia (perfecta) en los resultados obtenidos por las 2 pruebas
diagnésticas rapidas cuando se evaluaron los sueros de pacientes con infeccién por HIV en etapa 1, 2

y de SIDA del subgrupo 1 panel B y los sueros de donadores de sangre aptos sin infeccién por HIV del

panel B subgrupo 2 (Anexo Tabla IV y V).

Solo se encontraron discordancias en los resultados obtenidos de los sueros de casos conocidos como
“sospechosos” a la infeccién por HIV por las dos pruebas rapidas. Por lo que se obtuvieron una
concordancia del 93% (buena) y del 57% (moderada) respectivamente para las pruebas HEXAGON
HIV 1/2 TEST Rapid Screening Test y ADVANCED QUALITY™ RAPID HIV (1&2) WB/S/P (Anexo
Tabla VI y VII).
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7. Discusion

Las pruebas para la deteccion de la infeccion por HIV han contribuido principalmente al diagnostico
clinico temprano de muchos individuos potenciales con riesgo de infectar a otros, asi como al
monitoreo de la infeccion en pacientes que estdn en Tratamiento Anti-Retroviral. De los métodos
actuales disponibles para el diagndstico de la infeccion por HIV; el ELISA o ensayo inmuno-adsorbente
ligado a enzimas, es la técnica mas comunmente utilizada, en particular cuando se procesa un gran

nimero de muestras.

Los ensayos de 12 y 22 generacion detectan anticuerpos IgG contra el HIV, con la Unica diferencia de
que la 22 utiliza antigenos recombinantes y/o péptidos inmunodominantes. La 32 generacion detecta
anticuerpos IgG/IgM contra el HIV; la 42 detecta a la p24 del virus y a los anticuerpos 1gG/IgM sin
diferenciarlos, finalmente la 5% generacién detecta a la proteina de capside/p24 del HIV y a los
anticuerpos IgG/IgM vy los diferencia.

Las técnicas de ELISA han evolucionado rapidamente hacia formatos de prueba mas rapidos y

precisos, siendo la quinta generacion la dltima que se ha desarrollado para el diagnéstico del HIV.

En este tipo de ensayos ha habido la preocupacién sobre cual de las regiones de la proteina del HIV
elegir para usarse en el diagnéstico. Nuestro grupo de investigacién ha desarrollado un ELISA de 22
generacién que usa como antigeno un polipéptido (6357) de la glicoproteina de Transmembrana

(gp41) del HIV, el cual elegimos de la literatura (Palacios, 2007).

El péptido 6357 de la glicoproteina de TM/gp41 del HIV, consta de una secuencia de 15 aminoé&cidos
que contiene el epitopo mas inmunodominante de 7 aminoacidos (CSGKLIC), los cuales forman un
bucle estabilizado por puentes disulfuro entre las dos cisteinas, y que se sabe es un participante clave
en la infeccién por HIV, ya que fue bio-seleccionado de grandes bibliotecas aleatorias con IgG de
pacientes infectados por el HIV-1 mediante tecnologia de visualizacion de fagos. Fue validado y
mediante el andlisis de la curva ROC se encontrd una sensibilidad y especificidad del 100%, ademas

se obtuvo una Densidad Optica igual a 0.142 como valor de corte (VC).

El diagnostico preciso de la infeccion por HIV es esencial para la atencion rapida y adecuada del
paciente. Como el ELISA no siempre da el resultado del estado de la infecciébn por HIV lo
suficientemente rapido, para resolver esta limitante, se han desarrollado estuches de pruebas rapidas

que pueden proporcionar los resultados en 20 minutos 0 menos.
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Las pruebas de diagnédstico rapido para HIV han permitido la implementacion generalizada de
programas de deteccion y control de las infecciones por HIV en entornos de recursos limitados. El
buen desempefio y la facilidad de uso de la prueba, asi como la rapida disponibilidad de resultados
hacen que este tipo de pruebas sean adicionadas a los algoritmos utilizados para el diagnéstico de
HIV.

El buen desempefio de las pruebas rapidas en una primera etapa es evaluado por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) junto con ONUSIDA. Luego de ser evaluadas periédicamente, solo las que
cumplen con una sensibilidad = 99% y especificidad = 98% son recomendadas como aceptables para
uso diagndstico. La OMS sugiere que, a nivel local, antes de que pueda usarse de forma rutinaria una
prueba rapida es necesario comparar el desempefio de éstas con el de las pruebas disponibles; ya
gue virus genéticamente diferentes a las cepas utilizadas por los fabricantes de estas pruebas,

impactaran en el desempenfo diagnéstico de las mismas, pudiendo dar resultados falsos negativos.

En este trabajo hemos evaluado el desempefio diagndstico para la deteccién de la infeccion por HIV
de dos pruebas rapidas HEXAGON HIV 1/2 TEST Rapid Screening Test y ADVANCED QUALITY™
RAPID HIV (1&2) WB/S/P y lo hemos comparado con el del ELISA-péptido6357 con el fin de saber

cual de ellas se puede usar de forma rutinaria.

Observamos que el ELISA-péptido6357 fue el que mostré el mejor desempefio diagndstico tanto por
sensibilidad como por especificidad. Los valores de sensibilidad y especificidad del 100% que
encontramos para el ELISA-péptido6357 fueron mayores en un 2% tanto en sensibilidad como en
especificidad que los reportados para el ELISA basado en el péptido CGGgp4l de 32 aminoéacidos
(CGG584-612) de la glicoproteina transmembranal (gp41) del HIV por Manocha y cols. (2003). Ambos
ensayos son comparables ya que la secuencia de 15 aminoacidos del péptido6357 se encuentra de la
mitad hacia el extremo carboxilo terminal en el péptido CGGgp41 con la excepcion del aminoacido que
se encuentra en la posicion 601. En la posicion 601 el péptido CGGgp41 tiene una Isoleucina (1) y el
péptido6357 tiene una Fenilalanina (F). EI cambio de aminoéacido en dicha posiciéon podria explicar la
diferencia encontrada del porcentaje de sensibilidad y especificidad entre los resultados de los ELISAs
de ambos péptidos. Ya que la fenilalanina (que tiene un grupo aromatico) en el péptido6357, es la que
le puede estar dando estabilidad a la unién antigeno-anticuerpo, lo que no puede hacer la Isoleucina

(que tiene una estructura mas simple) en el péptido CGGgp41.

En lo que respecta a las pruebas rpidas HEXAGON HIV 1/2 TEST Rapid Screening Test y
ADVANCED QUALITY™ RAPID HIV (1&2) WB/S/P hallamos menor sensibilidad y especificidad que
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en el ELISA-péptido6357. Encontramos que el ELISA-péptido6357 obtuvo un valor mayor del 6.2% de
sensibilidad y del 2.9% de especificidad que las dos pruebas répidas. Ambas no detectaron
correctamente al 100% de los sueros de referencia confirmados por WB como negativos y positivos a
la infeccion por HIV, ya que dieron un resultado falso positivo y uno negativo. Han mostrado una mayor
capacidad para detectar a los sueros de referencia confirmados como negativos que a los confirmados
como positivos a la infecciéon por HIV. Un mejor desempefio diagnéstico para el ELISA que para las
pruebas rapidas en la deteccién de la infeccién por HIV, también ha sido mostrado por otros autores
Shumani y cols (2020) y Orkuma y cols (2014).

Varios estudios han demostrado que las pruebas rapidas para HIV dan valores diferentes de
sensibilidad y especificidad, los cuales son inferiores a los recomendados por la OMS y a los
informados por el fabricante. (Shumani el al., 2020; Adetun;ji et al., 2018; Patel et al., 2012; Piwowar-
Manning et al., 2010; Wolpaw et al., 2010; Gray et al., 2007)

En particular para la prueba rapida HEXAGON HIV 1/2 TEST Rapid Screening Test, encontramos
que nuestro valor de especificidad del 97.1% fue mayor en un 9.9% y un 5.2% al reportado
respectivamente por Salou (2010) y Dagnra (2014) de los estudios realizados en Togo, Africa; pero fue
menor en un 2.9% al determinado por Njoum (2017), de su estudio realizado en Yaundé, Camerun;
Africa. Sin embargo, nuestro valor de sensibilidad del 93.8% fue menor al 100% obtenido en los
estudios de Salou (2010), Dagnra (2014) y Njouom (2017).

Estas diferencias encontradas en los valores de sensibilidad y especificidad pueden ser atribuidas
principalmente a la diversidad genética del HIV que se presenta en cada comunidad, la cual, es
esencialmente dinamica e influenciada por factores demograficos, coinfecciones y el acceso a
antirretrovirales durante los diferentes afios, asi como a las prevalencias de la infeccion por HIV en las

diferentes areas geograficas estudiadas. (Peteers, 2013)

Sabemos que México tiene una prevalencia de la infeccion por HIV de 1:500 (= 0.2%), que es menor
de 5 a 19 veces de la que tiene Lomé, Togo; Africa de 1:80 (= 1.25%) y de la de Yaundé, Camerun;
Africa, que es de 1:25 (= 4%). También sabemos que la poblacion viral en México es homogénea
genéticamente pues predomina el HIV-1 del Grupo M subtipo B, en contraste, en Lomé, Togo; Africa y
Yaundé, Camer(n; Africa. La poblacién de dichos virus es mas diversa genéticamente y puede haber
entrecruzamiento virolégico, ya que en Africa practicamente circulan todos los subtipos del Grupo M y
el menos prevalente es el subtipo B (ONUSIDA, 2019). Una posible explicacién al valor de

especificidad aumentado en nuestro estudio, es que nosotros usamos muestras de un area geografica
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con una poblacién de HIV homogénea genéticamente, por lo que segun Peteers (2013), no tuvimos
tantas interferencias que impactaran en el diagndstico. Por otro lado, en los estudios realizados en
Lomé, Togo; Africa y Yaundé, Camerun; Africa, con una poblacion viral mas diversa genéticamente, la
produccion de anticuerpos generada contra las diferentes cepas de virus en las muestras, pudo
interferir mucho més en el diagndstico, lo que impacté en la especificidad de las pruebas diagnésticas.
La explicacién razonable para los falsos positivos en nuestro estudio es la baja prevalencia, ya que
existen estudios que han mostrado que cuanto mas baja es la prevalencia, mayor es la proporcion de
falsos positivos. (Shodell, 2018).

Para la prueba rapida ADVACED QUALITY™ RAPID HIV (1&2) WB/S/P no se pudo hacer ninguna

comparativa. Ya que no encontramos datos de validacién de ella en alguna revista indexada.

Hemos demostrado que, en las 3 pruebas diagnosticas evaluadas en este estudio, no ocurrid
reactividad seroldgica cruzada ocasionada por anticuerpos contra alguna(s) proteina(s) diferentes a las
de envoltura del HIV, ya que dieron resultados negativos los sueros de referencia confirmados por WB
como indeterminados a la infecciébn por HIV que contenian anticuerpos contra la pl8, p24, p34,
p40Prec, p55 y p68, asi como contra pl18/p24, pl18/p55, pl18/p68 0 p24/p55.

De las 3 pruebas diagndsticas evaluadas, la mejor opcion para usarse de forma rutinaria es el ELISA-
péptido6357 por el desempefio diagndstico mostrado para detectar las infecciones por HIV, y porque
cumple con los parametros de sensibilidad y especificidad estipulados por la OMS. Las pruebas
rapidas HEXAGON HIV 1/2 TEST Rapid Screening Test y ADVANCED QUALITY™ RAPID HIV
(1&2) WB/S/P aunque estuvieron cerca, no cumplen con lo estipulado por la OMS Y ONUSIDA (una
sensibilidad =2 99% y especificidad = 98%) por lo que no serian aceptadas para uso de diagnéstico
rutinario. Por el valor de especificidad obtenido, que es menor en casi una unidad del estipulado,
podriamos sugerir su uso para evaluar poblaciones de baja incidencia y en poblaciones de alta

incidencia complementar el diagnéstico de laboratorio con una prueba basada en antigeno.

Encontramos una clara y definida correlacion entre la clinica y el resultado de la prueba, en el panel de
sueros de casos documentados de pacientes con infeccion por HIV en etapas 1, 2 0 3 y en
Tratamiento Anti-Retroviral (Panel B1) y en el de casos documentados de pacientes sin infeccién por
HIV o donadores de sangre aptos (Panel B2), pero no asi en los resultados de los pacientes cuyo
diagnostico, por diferentes motivos, no fue precisado por lo que fueron considerados como

“sospechosos” a la infeccion por HIV.
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Hubo concordancia en el 100% de los resultados de las 3 pruebas diagnosticas para HIV de este
estudio, ya que fueron positivos para los sueros de los pacientes de casos conocidos con infeccién por
HIV en diferentes estadios (panel B1) y fueron negativos para los sueros de los casos conocidos sin
infeccién de personas aptas para donacién de sangre (panel B2).

Las pruebas rapidas HEXAGON HIV-1/2 TEST Rapid Screening Test y ADVANCED QUALITY™
RAPID HIV (1&2) WB/S/P al evaluar los sueros de pacientes de casos “sospechosos” a la infeccion
por HIV (panel B3), mostraron discordancias en los resultados del 47% y 7% respectivamente, usando
al ELISA-péptido6357 como prueba de referencia. Resultados a los que no podemos dar una
explicacion razonable ya que este grupo no es homogéneo, no se tiene el resultado del WB como
estandar de oro y nos falta informacion de su expediente clinico.

Nuestros hallazgos muestran que: (a). EI ELISA-péptido6357 tiene un buen desempefio diagndstico
ya que detecta correctamente y sin reactividad falsa a los sueros de referencia confirmados por WB
como positivos y negativos a HIV. (b). El ELISA-péptido6357 por haber obtenido 100% de sensibilidad
y especificidad, fue usado como prueba de referencia para comparar los resultados de los sueros de
pacientes de casos “sospechosos” a la infeccion por HIV en las pruebas rapidas, ya que de estos
sueros no se contaba con el resultado de WB (estandar de oro) ni con informacion del expediente
clinico. (c). Las pruebas rapidas HEXAGON HIV 1/2 TEST Rapid Screening Test y ADVACED
QUALITY™ RAPID HIV (1&2) WB/S/P tienen la misma capacidad que el ELISA-péptido6357 para
detectar la infeccion por HIV en los sueros de referencia confirmados por WB como positivos y
negativos a HIV, pero tienen una capacidad menor que el ELISA-péptido6357 para detectar a los

sueros de pacientes de casos “sospechosos” a la infeccion por HIV.

Sugerimos que se lleven a cabo estudios que permitan evaluar el desempefio diagnéstico de las
pruebas rapidas en individuos con infeccién temprana por HIV, ya que al ser estos un riesgo potencial
de infeccion, se les debe de poner mas atencién y estudiar mas a fondo hasta cuando se llega a la

seroconversion.
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8. Conclusiones

El ELISA-péptido6357 mostrd el mejor desempefio diagndstico, al identificar correctamente a
los sueros de referencia confirmados por WB como positivos y negativos a HIV sin falsos
negativos ni positivos. Obtuvo una sensibilidad y especificidad del 100% y segun lo estipulado

por la OMS y ONUSIDA cumpliria con los requisitos para su uso en el diagnéstico rutinario.

Las pruebas para el diagndstico rapido de la infeccion por HIV, HEXAGON HIV-1/2 y
ADVANCED QUALITY™ alcanzaron una sensibilidad del 93.8% y especificidad del 97.1%,
valores inferiores a los recomendados por la OMS y a los informados por el fabricante.

El ELISA-péptido6357 y las dos pruebas rapidas HEXAGON HIV-1/2 y ADVANCED
QUALITY™ mostraron un buen desempefio diagnéstico al evaluar los sueros de pacientes con
infeccion por HIV en etapas 1, 2 0 3 en TAR y los sueros de donadores de sangre aptos o sin
infeccion por HIV, ya que los resultados obtenidos correlacionaron al 100% con los datos

clinicos.

Las dos pruebas rapidas no tuvieron un buen desempefio diagnostico al evaluar los sueros de
casos de pacientes “sospechosos” a la infeccion por HIV. La prueba HEXAGON HIV-1/2 y
ADVANCED QUALITY™ mostraron discordancias en los resultados del 7% y 47%
respectivamente, usando al ELISA-péptido6357 como prueba de referencia. La prueba rapida
HEXAGON HIV-1/2 es la que lleva a cabo el diagnostico mas parecido al del ELISA-
péptido6357.

Nuestros resultados son de particular importancia en el contexto del uso creciente de pruebas

rapidas en entornos de “laboratorio externo”.
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9. Anexo
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AAWMB QUALITY™

RAPID HIV [152) WB/s/P

[S09001, GMP Certified

SOLO PARA DIAGKESTICO MW WITRO

Us0 CORRECTO

L& PRIUEBA ADVANCED CUALITY™ RAPID HIV [1£3) WE/S/P ES UNA PRUEBA INMUNOCROMATICA
RAPIDA ¥ MEMRADA COM ORD COLOIDAL PARA L& DETECCION CUALTATIVA DE ANTICUERPOS
CONTRA EL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMAMNA [VIH) EN LA SANGRE ENTERA, EL SUERD O
EL PLASMA HUMANO. ESTA ES SOLO UMA PRUEBA DE ESCRUTINIO ¥ ES NECESARIO CONFIRMAR
TODOS LOS RESULTADOS POSITIVOS CON UN METODO ALTERNG COMO EL WESTERN BLOT. ESTA
PRUEBA LA DEBERAN APLICAR GNICAMENTE PROFESIOMALES DE LA SALUD.

RESUMEN

El wirus de |a inmunodeficiencia humana (VIH) es el sgemte gue causs el sindrome de
inmunodeficiencia sdquirida [SIDA). E| metodo general pars detectar s infeccion por VIH es ohsenar
|a presenda de snticuerpos contra &l vines utilizando un metodo EIA s=puido por la confirmacion con
Western Blot. La Prueba Advanced Quality™ RAPID HIV [152) WEB/S/P es una prueba de detecdon
cualitativa gue detecta anticuerpos en |3 ssngre entera, el suero o el plasma humano. La prueba ==
basza en |z inmunocromatografia y puede dar un resultado en un termine de 1 2 15 minutos.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

La prueba se comienza colocando una muestra en el orificio de prueba. El conjugado de antigeno de
¥IH recombinamte con ono coloidal incrustado en la almohadilla de muestra reacdona con la
presencia del VIH en |a sangre entera, & suerc o & plasma formando un complejo de
conjug=do/anticuerpo VIH. A medida que |a mezcla avanza s bo largo de | tire de pruebas, == captura
el complejo de conjugsdeo,/anticuerpo VIH con el antigeno WIH recombinado inmovilizado en una
membrana, lo que forma una lines de color en la region de prusba. Una muestrs negative no
produce la linea de prusbs debido 3 la aussnda del complejo de  conjugsdo de oro coloidsl
anticuerpo VIH. Los antigenas utilizades &n |z prusba de conjugado son proteines recombinantes gue
comesponden a regiones sittamente inmunoresctivas de VIHL y WVIHZ. Sin importar cudl sea =l
resultade de la prueba, aparecerd una lines de color en la region de control al final del
procedimients de prusba.  Esta linea de control es el resultado del conjuzado de oro coloidal
winculado con el anticuerpo anti-VIH inmaosilizado en la membrana. La linea de control indica que =
conjug=do de oro ooloidal es funcional.

REACTIVOS ¥ MATERIALES QUIE SE INCLUYEN
* Casetes de prueba /f tira de prueba en bolss de aluminio individual con desecante.
* Diluyente de muestra.
* Instrucciones de uso.
* Goteros de plastics para la dispersion de la muestra con cada bolss de prueba. [solo para casete]

MATERIALES QUE SE NECESITAN PERD NO SE INCLUYEN.
1. Controles positivos y negativos.

ALMACENADO ¥ ESTABILIDAD
El paquete debe guardarse & temperatura ambiente 2 — 30° C.

ADVERTEMNCIAS ¥ PRECAUCIONES
1. TODOS los resultados positivos deben confirmarse con un metodo stterno.

2 Trate todas las muestras como potencialmentes infecciosss. Utilice guantes y westimenta de proteccion
siempre que esté en contacto con |as muestras.

3. Los dispositivos que se utilicen con las pruebas deberin someterse 3 sutodave antes de su desecha.

4. Mo wutilice los materizles de paquetes después de su fecha de vendmiento.

5. Mo intercamibie reactivos de lotes diferentes.

TOMA DE MUESTRA

Sangre entera

1 Tome una muestra de sangre enters siguiendo los procedimientos nomales de laborstorio dinico.

2. Deben utilizarse tubos capilsres heparinizados para la toma de muestra de sangre enters. Mo utilice
muestras de sangre hemolizadas.

3. Lss muestras de sangre entera deben utilizarse de inmediato despuss de |s toma de |2 misma.

Suero o plasma

1 Tome |z muestras de suero o plasma siguiendo los procedimientos de laborstorio dinico regulares.

2 Almacenaje: Mantenga las muestras refrisersdas en cso de que no las utilice & mismo dia gue s=
tomen. En cso de que tome una muestra y no la vaya a utilizar por un térming de mas de tres dias, es
mecesario que |2 congele.  Evite congelar y descongelar las muestras mas de 2-3 veces antes de utilizarlzs.
Puede agregarse un 0L1% de azida de sodio & la muestra come presensative sin afectar los resultados de la
prusba.

PROCEDIMIENTOS PARA LA PRUEBA
Mo sibra la bolsa hasta que esté listo para hacer |s prueba.

Pars casetes de prusba:
1 Coloque todos bos reactivos y las muestras 2 temperatura ambiente.
2 Saque el casete de prueba de |s bolsa de aluminio y coldguels &n una superfide s=ca y limpia.
3. Identifigue el casete de pruebs para cada muestra o control.
4. LKilizando & gotero de plastico que s incluye, cologue 30p] (1 gots) de |a muestrs o &l control en el
orificio de prueba del casete. Después, coloque 30yl (1 gots) del diluyente de muestra,
5. Deje pasar 15 minutos y lea los resultades.
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30p! {1 gota) de ka muestra =y
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Para tirns de prueha:

1 Coloque todos bos reactivos y las muestras 2 temperatura ambiente.

2 Sague |z tira de prueba de |3 bolsa de aluminio y cologueta en una superficie seca y limpiz.

3. Identifigue Ia tira de prueba para cada muestra o control.

4. Cologue 30pl (1zota) de la muestrs en |z almohadilla que estd despues de Iz manca (i) que s=
encuentra &n |3 parte inferior de |z tira de prueba. Posteriormente., cologue 50l {1 pots) del diluyente
de muestra.

5. Deje pasar 15 minutos y lea los resultades.
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Precaucion: Ltilice una pipeta o una punta limpia pars cada muestra con el fin de evitar que s=
contaminen ks muestras.

6 Puede interpretarse un resltzdo positivo antes de tiempo, sin embargo, solo s= debera
considerar un resultado negative despues de que hayan pasado los 15 minutos, para asegurar
que este resultado sea o correcto ¥ no wna baja concentracion de anticuerpos anti-VIH
Descarte los resultzdos despues de que hayan pasado 20 minutos.

Se recomienda hooer ung p con contnol positive ¥ obg con control negotive con af fin de
msegurar la precision de o prusha.

Motas:

1 Un resultado positive puesde aparecer al minuto =n el aso de una muesira oon alto niveles de
anticuerpos VIH.

2. Descarte los resultados después de que hayan pasado 20 minutos.
LECTURA DE RESULTADOS DE LA PRUEBA

1. Positive: Aparece una linea roja/pirpura en el Area de prueba y una linea roja/parpura en el area
de control del 2 membrana. Entre mas bajo sea o nivel de concentracion de anticuerpas, mas debil
sera la linea de prueha.

2. Negotivo: Solo aparece una lines roja plrpura en el dres de control de |z membrana. Ls ausenda
de linez en el area de prueba indica un resultzdo negativo.

3. Invifido: Siempre debe aparecer una linea roja plrpura en el drea de control, sin impartar cwal sea
el resultado de |z prueba. En caso de que no aparezca |a Enea de control, el resultado debe
considerarse imalido. Imtente de nuevo con una nueva prueha.

Nota: Es normal que oponezca ung lineg da control ligerarmente dibil con muestras pasitivas fuartes
siampre y cuendo ko mismo seo visibla.

CARACTERISTICAS DE OPERACKIN
1 Especificidad

En un estudio de hboratorio o= evaluaron 63 muestras, que s= habia confirmado debizn dar un
resultado negativo, fusron evaluadas con k2 Prueba Advanced Ouality™ RAPID HIV [152) WE/S/P. Se
utilizaron E& y Western Blot como pruebas de referencia. El estudio reflejo un 100% de especficidad
para la prueba.

2 Sensibilidzd

En el mstudio artes mendonado, se evaluo [z Proeba Advanced Opality™ RAMD HIV (122} WB/S/P con 32
muestras de sangre entera confirmadas como positivas. Se encontrd que |3 sensibilidad de la Prueba
Advanced Quality™ RAPID HIV [152) WE/S/P fue de un 1007 relativa 2l consenso con resultados de EM y
respaidada por la prueba Western Bloz.

LIMITACIONES

1 Solo pueden utilizarse muestras que no esten hemolizadas ¥ que contengan una buena fluidez.

2. Es mejor utilizar una muestra fresca, sin embango también es posible utilizar muestras refrigeradas. No
se pueden utilizar muestras congeladas.

3. Mo agite la muestra. Inserte una pipeta justo bajo | superfice de |2 muestra para tomar un poco de la
muestra.
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2. Metodologia de la prueba de ELISA-péptido6357.

El procedimiento se llevé a cabo siguiendo las instrucciones descritas por Andrés et. al., 2013. Con
algunas modificaciones: la concentracion del conjugado (Proteina G peroxidada) fue de 0.1 ug/ml y el
tiempo de incubacion con el ABTS de 20 min. Para diluir el suero y ajustar la concentracion del
conjugado se us6 solucion para diluir anticuerpos (caseina 1.25%-PBS/T) y las incubaciones de ambos
fueron a 37°C por 1h y luego se hicieron 5 lavados. Se obtuvo la Densidad Optica (D.O.) neta a
405nm, mediante la diferencia entre la D.O. del pozo sin antigeno y la D.O. del pozo con antigeno. Se

reportaron como positivas aquellas que tenian una D.O.neta 2 0.156.
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3. Resultados de los paneles A3,

TABLA I. Resultados de

B2, B1y B3 en las tres pruebas diagndsticas evaluadas.

los 40 sueros indeterminados en el WB con inmunoreactividad diferente a

gpl120/envy gp41l.
FOLIO | ELISAHIV | DET.ACIDOS | INMUNOREACTIVIDAD | CVEN ELISA-péptido6357 HEXAGON HIV ADVANCED
DET.Agy/o | NUCLEICOS EN WB/GEN COPIAS/ml D.O. NETA/ QUALITY™
Ac HIV RESULTADO
866 | REACTIVO | NOREACTIVO p18/gag ND 0/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
873 | REACTIVO | NOREACTIVO p18/gag ND 0.041/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
874 | REACTIVO | NOREACTIVO p18/gag ND 0/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
875 | REACTIVO | NOREACTIVO p18/gag ND 0.008/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
881 | REACTIVO | NOREACTIVO p18/gag ND 0.011/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
889 | REACTIVO | NOREACTIVO p18/gag ND 0/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
890 | REACTIVO | NOREACTIVO p18/gag ND 0.03/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
899 | REACTIVO | NOREACTIVO p18/gag ND 0/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1059 | REACTIVO | NO REACTIVO p18/gag ND 0.004/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1062 | REACTIVO | NO REACTIVO p18/gag ND 0.029/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1093 | REACTIVO | NOREACTIVO p18/gag ND 0.003/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1086 | REACTIVO | NO REACTIVO p18/gag ND 0/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1088 | REACTIVO | NOREACTIVO P18/gag ND 0/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
878 | REACTIVO | NOREACTIVO p24/gag ND 0/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
888 | REACTIVO | NOREACTIVO p24/gag ND 0/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
895 | REACTIVO | NOREACTIVO p24/gag ND 0.001/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
898 | REACTIVO | NOREACTIVO p24/gag ND 0.003/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1051 | REACTIVO | NO REACTIVO p24/gag ND 0.009/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1055 | REACTIVO | NO REACTIVO p24/gag ND 0/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1056 | REACTIVO | NO REACTIVO p24/gag ND 0.016/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1066 | REACTIVO | NO REACTIVO p24/gag ND 0/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1067 | REACTIVO | NO REACTIVO p24/gag ND 0/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1068 | REACTIVO | NO REACTIVO p24/gag ND 0/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1069 | REACTIVO | NO REACTIVO p24/gag ND 0/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1073 | REACTIVO | NO REACTIVO p24/gag ND 0/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1076 | REACTIVO | NO REACTIVO p24/gag ND 0.007/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1099 | REACTIVO | NO REACTIVO p24/gag ND 0.027/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1071 | REACTIVO | NO REACTIVO p34/pol ND 0/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1063 | REACTIVO | NO REACTIVO p40/ gag ND 0.019/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1095 | REACTIVO | NO REACTIVO p55/gag ND 0.011/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1079 | REACTIVO | NO REACTIVO p68/pol ND 0/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1089 | REACTIVO | NOREACTIVO | pi18/gagy p24/gag ND 0/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1097 | REACTIVO | NOREACTIVO | pi18/gagy p24/gag ND 0/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1092 [ REACTIVO | NOREACTIVO | pi18/gagy p55/gag ND 0.009/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO

DET. Ag y/o Ac= Determinacion de Antigeno y/o Anticuerpo; WB= Western Blot; D.O.= Densidad Optica.
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TABLA I. Continuacion.

FOLIO ELISA HIV DET. ACIDOS | INMUNOREACTIVIDAD CVEN ELISA-péptido6357 HEXAGON HIV ADVANCED
DET. Agy/o NUCLEICOS EN WB/GEN COPIAS/ml D.O. NETA/ QUALITY™
HIV RESULTADO

892 REACTIVO NO REACTIVO p18/gagy p68/pol ND 0.02/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1052 REACTIVO NO REACTIVO p18/gagy p68/pol ND 0.046/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1074 REACTIVO NO REACTIVO p18/gagy p68/pol ND 0/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1090 REACTIVO NO REACTIVO p24/gagy p55/gag ND 0/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
1091 REACTIVO NO REACTIVO p24/gagy p55/gag ND 0.005/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
896 REACTIVO NO REACTIVO p24/gagy p55/gag ND 0.003/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO

DET. Ag y/o Ac= Determinacion de Antigeno y/o Anticuerpo; WB= Western Blot; D.O.= Densidad Optica.

TABLA II. Resultados del diagndstico de 20 sueros de pacientes en diferentes estadios de la infeccion
por HIV en tratamiento antirretroviral, en el ELISApéptido6357, HEXAGON HIV y ADVANCED

QUALITY™,
FOLIO CVEN CUENTA | ETAPA DE ELISA-péptido6357 HEXAGON ADVANCED
COPIAS/mL | TCD4+ | INFECCION | D.O NETA/RESULTADO HIV QUALITY™
cDC

145 | INDETECTABLE | 834 1 1.650 / REACTIVO REACTIVO REACTIVO
172 | INDETECTABLE | 534 1 0.382 / REACTIVO REACTIVO REACTIVO
173 | INDETECTABLE | 691 1 1.174 / REACTIVO REACTIVO REACTIVO
175 | INDETECTABLE | 676 1 0.863 / REACTIVO REACTIVO REACTIVO
179 | INDETECTABLE | 997 1 0.314 / REACTIVO REACTIVO REACTIVO
144 | INDETECTABLE | 423 2 1.189 / REACTIVO REACTIVO REACTIVO
148 | INDETECTABLE | 459 2 0.353 / REACTIVO REACTIVO REACTIVO
150 s/d 262 2 2.033 / REACTIVO REACTIVO REACTIVO
160 | INDETECTABLE | 292 2 1.253 / REACTIVO REACTIVO REACTIVO
169 | INDETECTABLE | 303 2 0.612 / REACTIVO REACTIVO REACTIVO
170 | INDETECTABLE | 346 2 1.931/ REACTIVO REACTIVO REACTIVO
171 | INDETECATBLE | 270 2 0.863 / REACTIVO REACTIVO REACTIVO
176 | INDETECTABLE | 364 2 1.170 / REACTIVO REACTIVO REACTIVO
177 2000 473 2 0.170 / REACTIVO REACTIVO REACTIVO
183 s/d 450 2 0.261 / REACTIVO REACTIVO REACTIVO
184 | INDETECATBLE | 377 2 0.947 / REACTIVO REACTIVO REACTIVO
190 49 395 2 0.469 / REACTIVO REACTIVO REACTIVO
146 24,100 64 3 1.130 / REACTIVO REACTIVO REACTIVO
181 s/d 122 3 0.851 / REACTIVO REACTIVO REACTIVO
188 | INDETECTABLE | 98 3 0.829 / REACTIVO REACTIVO REACTIVO

C.V= Carga Viral; D.O.= Densidad Optica; s/d= sin datos.
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TABLA lll. Resultados de los 92 sueros de donadores de sangre aptos sin infeccion, en las pruebas

ELISA-péptido6357, HEXAGON HIV y ADVANCED QUALITY™,

ELISAHIV DET.

DET. ACIDOS

CVEN

ELISA-péptido6357

FoLIo Ag y/o Ac NUCLEICOS HIV | COPIAS/ml | D.O.NETA/ RESULTADO HEXAGON HIV GRKARCERlab N
420 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.013/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
421 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
422 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.02/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
423 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.001/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
424 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.024/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
425 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.022/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
426 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.006/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
427 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.007/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
428 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.044/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
429 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.011/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
430 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.003/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
431 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.001/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
432 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.008/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
433 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.031/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
434 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.016/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
435 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
436 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
437 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
438 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.008/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
439 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.01/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
440 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
441 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.015/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
442 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.013 / NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
443 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.008/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
444 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
445 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.039/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
446 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.033/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
447 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.027/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
448 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.006/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
449 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
450 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
451 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.023/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
452 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.027/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
453 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.013/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
454 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.006/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
455 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.009/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
456 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
457 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.019/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO

DET. Ag y/o Ac= Determinacion de Antigeno y/o Anticuerpo; D.O.= Densidad Optica.
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TABLA Ill. Continuacion.

ELISAHIV DET.

DET. ACIDOS

CVEN

ELISA-péptido6357

FOLIO Agy/o Ac NUCLEICOS HIV | COPIAS/ml D.O. NETA/ RESULTADO HEXAGON HIV ADVANCED QUALITY™
458 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.007/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
459 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.013/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
460 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0/NEGATIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
461 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.005/NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
462 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
463 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.012/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
464 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.004/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
465 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.01/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
466 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.006/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
467 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.02/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
468 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.005/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
469 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.012/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
470 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.044/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
471 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.003/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
472 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.01/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
473 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.009/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
474 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.013/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
475 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.006/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
476 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.008/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
477 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.009/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
478 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.005/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
479 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.037/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
480 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.007/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
481 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
482 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
483 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
484 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.004/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
485 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.038/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
486 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
487 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
488 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
489 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.005/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
490 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
491 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
492 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
493 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.051/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
494 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.003/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
495 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
496 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.001/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO

DET. Ag y/o Ac= Determinacion de Antigeno y/o Anticuerpo; D.O.= Densidad Optica.
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TABLA Ill. Continuacion.

ELISA HIV DET. ACIDOS CVEN D.O NETA/RESULTADO
FOLO | et Agy/oAc | NUCLEICOSHIV | COPIAS/mI ELISA-péptido6357 HEXAGON HIV ADVANCED QUALITY™
497 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
498 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
501 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
502 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.006/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
503 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.003/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
504 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.002/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
505 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
506 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.001/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
507 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.002/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
508 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.002/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
509 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
510 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.021/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
511 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
512 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0.005/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO
513 NO REACTIVO NO REACTIVO ND 0/ NO REACTIVO NO REACTIVO NO REACTIVO

DET. Ag y/o Ac= Determinacion de Antigeno y/o Anticuerpo; D.O.= Densidad Optica.

TABLA V. Concordancia de los resultados entre la prueba HEXAGON HIV y el ELISA-péptido6357 de

sueros de casos conocidos como positivos y negativos a la infeccion por HIV.

HEXAGON HIV
1/2 TEST Rapid

ELISA-péptidoé357

(evaluacion propia como estandar de oro)

Screening Test Positivo Negativo TOTAL
(n=20) (n=92)
Positivo 20 0 20
Negativo 0 92 92
TOTAL 20 92 112

Indice Kappa (K)= 1.000
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TABLA V. Concordancia de los resultados entre la prueba ADVANCED QUALITY™ y el ELISA-péptido6357
de sueros de casos conocidos como positivos y negativos a la infeccion por HIV.

ADVANCED ELISA-péptido6357
QUALITY™ RAPID (evaluacion propia como estdndar de oro)
HIV (1&2) WB/S/P | Positivo Negativo TOTAL

(n=20) (n=92)
Positivo 20 0 20
Negativo 0 92 92
TOTAL 20 92 112

indice Kappa (K)= 1.000

TABLA VI. Concordancia de los resultados entre la prueba HEXAGON HIV y el ELISA-péptido6357 de

Concordancia perfecta del 100%

sueros de casos “sospechosos” a la infeccion por HIV.

HEXAGON HIV
1/2 TEST Rapid

FLISA-péptido6357

(evaluacion propia como estdndar de oro)

Screening Test Positivo Negativo TOTAL
(n=12) (n=16)
Positivo 11 | 12
Negativo 1 15 16
TOTAL 12 16 28

Indice Kappa (K)= 0.928

Concordancia buena del 93%
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TABLA VII. Concordancia de los resultados entre la prueba ADVANCED QUALITY™ y el ELISA-
péptido6357 de sueros “sospechosos” a la infeccion por HIV.

ELISA-péptido6357

(evaluacion propia como estandar de oro)

Positivo Negativo TOTAL
(n=12) (n=16)
12 12 24
0 4 4
12 16 28
indice Kappa (K)= 0.571 Concordancia moderada del 57%
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