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I. RESUMEN

Antecedentes: La infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) ha sido
considerada una pandemia, por lo que es importante diagnosticarla oportunamente. En la
actualidad existen marcadores séricos que permiten una mejor caracterizacion de la
infeccion por VIH, uno de ellos constituye una de las proteinas estructurales del core de
VIH-1, denominada proteina p24 o antigeno p24. En muchas ocasiones existe la posibilidad
de obtener tanto falsos positivos como negativos en las pruebas de escrutinio, y aln en la
confirmatoria (Western blot), por lo que es necesario probar la eficacia de nuevos
marcadores como el antigeno p24, el cual nos muestra la presencia del virus en el
organismo a diferencia de las pruebas de deteccion de anticuerpos, con muestras clinicas
limitrofes.

Obijetivo: El proposito del estudio fue determinar la confiabilidad diagnéstica de la prueba
de escrutinio (Architec) a través del antigeno p24 por el método de ELISA para el
diagnostico del VIH.

Métodos: Se llevd a cabo un estudio de tipo observacional, transversal, prolectivo y
comparativo, en el que se estudiaron muestras de pacientes referidas del laboratorio
Carpermor del mes de agosto del 2012 a febrero del 2013, con resultados discordantes entre
la prueba de escrutinio (Architec) y la prueba confirmatoria (Western blot). Todas las
muestras se analizaron por los métodos: quimioluminiscencia, Western blot vy
determinacion del antigeno p24 por el método de ELISA. Los datos obtenidos se analizaron
con mediante un programa estadistico SPSS V.20.

Resultados: Se analizaron 141 muestras, de las cuales 136 tuvieron resultados discordantes.
De estas, 11 (8%) fueron positivas 125 (92%) fueron negativas al antigeno p24. Hay una
coincidencia de resultados negativos del 97% y de positivos del 24%, con un 76% de falsos
positivos y 3% de falsos negativos. La confiabilidad diagnéstica de la prueba de escrutinio
(Architec) fue: sensibilidad de 72% y especificidad del 79%.

Conclusiones: Se encontré6 11 (8%) de muestras positivas y 125 (92%) de muestras
negativas al antigeno p24 en muestras discordantes y una coincidencia de resultados
negativos del 97% y positivos del 24% entre el método de quimioluminiscencia (Architec)
y el ELISA para antigeno p24. El método que utiliza el equipo Architec tiene una
sensibilidad del 72% y una especificidad del 79%.



I1. INTRODUCCION

En 1981 el descubrimiento del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y lo que
posteriormente constituiria el llamado Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA),
abre las puertas para su diagnéstico a través de diversas pruebas. Durante este tiempo, los
laboratorios han tenido que hacer una gran labor y esfuerzo para adaptarse a las demandas
clinicas requeridas por los pacientes.

La infeccién por VIH y su consecuencia el SIDA se han podido conocer, seguir, y, en
algunos casos, controlar, gracias a la disponibilidad de pruebas diagnosticas. Una prueba
diagndstica en un individuo infectado asintomatico puede significar muchos afios de vida
ganados y con buena calidad de vida, al mismo tiempo que permite evitar nuevas
infecciones. El diagnostico de la infeccion por el VIH se establece por medio de pruebas,
como por ejemplo el aislamiento del virus en cultivo, mediante la deteccion del antigeno
p24, medir la respuesta de anticuerpos por métodos como quimioluminiscencia o western
blot, detectar el &cido nucleico del virus, entre otros. La titulacion de los niveles de
anticuerpos anti p24 y del antigeno p24 se ha usado como marcador de la progresion de la
infeccion por VIH, como se ha reportado en la literatura.

Las pruebas habituales para la deteccion del VIH han experimentado un considerable
desarrollo y mejoras desde la aparicion del VIH tipo 1 (VIH-1) y VIH tipo 2 (VIH-2).
Basicamente, las mejoras han sido dirigidas a los antigenos utilizados en los ensayos y al
principio técnico en las que se fundamentan dichas reacciones. En los
enzimoinmunoanalisis (EIA) de primera generacion se utilizaban lisados virales para el
VIH-1, en la actualidad los EIA de cuarta generacion utilizan péptidos recombinantes-
sintéticos de VIH-1 y VIH-2 y anticuerpos para detectar el antigeno p24. La evolucion de
estos antigenos ha permitido, por una parte, incrementar la sensibilidad y la especificidad, y
por otra, ha hecho posible la deteccion de anticuerpos frente a tipos y subtipos del VIH, los
cuales no era posible detectar con las técnicas de diagnostico habituales. A pesar de las
mejoras introducidas en los equipos actuales, debe tenerse en cuenta la posibilidad de
encontrar sueros de pacientes infectados por subtipos inusuales, sobre todo en pacientes de
Africa o en personas con estancias prolongadas en este continente.

Por ello la importancia de evaluar la sensibilidad de la prueba de escrutinio (Architec) ya
que es muy importante que los reactivos empleados en el laboratorio sean evaluados para
garantizar que los resultados de los pacientes son confiables. Respecto a la prueba de
confirmacidn actualmente se sigue usando el Western blot que es considerada la prueba de
oro para la confirmacion de anticuerpos frente al VIH, existen distintos criterios de
positividad emitidos o recomendados por organismos o sociedades involucrados en el
diagndstico del VIH, entre ellos, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).



111. MARCO TEORICO
3.1 Antecedentes

En 1981 los Centros para el Control de Enfermedades (CCE) y el Center For Disease
Control (CDC) publicaron los casos de cinco varones homosexuales en California que
habian adquirido neumonia por Pneumocystis carinii (NPC). En Nueva York se public6 un
informe adicional de 26 casos de NPC y sarcoma de Kaposi en varones homosexuales;
todos estos enfermos tenian un deterioro notable de la respuesta inmunoldgica
celular.'Fueron estas publicaciones las primeras descripciones de una pandemia que ha
ganado importancia nivel mundial y de la que lamentablemente ain no se ha podido
encontrar la cura.

El Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), es la consecuencia de la infeccion
por el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) que se origina con el paso del tiempo.
Este virus fue aislado por primera vez en 1983 en el Instituto Pasteur de Paris. Al inicio de
su descubrimiento recibid diferentes designaciones como Virus asociado a linfodenopatias
(LAV), Virus linfotropico T Humano 1 (HTLV-III) y Virus asociado al SIDA (ARV).

Durante los primeros afios de su aparicion, el SIDA era considerado como una enfermedad
que arrasaba fundamentalmente con homosexuales y drogadictos, pero su velocidad de
extension era muy rapida alcanzando incluso una tasa de duplicacion cada 10 meses,
desatandose una angustia y calificando a esta enfermedad como la “peste del Siglo XX”.

Se sabe que el SIDA afecta sin distincion a todo tipo de personas sin discriminacion de
raza, pais o condicion social, por lo tanto la cooperacion internacional es esencial para el
control de este cuadro clinico.

En la estimacion mundial la Organizacién de las Naciones Unidas del SIDA (ONUSIDA)
estima que hay 39.5 millones de personas que actualmente viven con VIH, la mitad de las
infecciones estan ocurriendo en mujeres y que cerca del 40% de los casos se da en
adolescentes y adultos jovenes.”®

En contraste, México es un pais que registra una prevalencia baja del (0.3%), sobre todo si
se compara con paises que registran cifras mas elevadas, como Belice (2.1%), Guatemala
(0.8%) y Estados Unidos (0.6%).*

La infeccién-enfermedad por VIH/SIDA es una afeccién cronica transmisible de tipo
progresivo, en la cual se establece una relacibn muy diversa entre huésped y virus, que
finalmente condiciona la aparicion de procesos oportunistas, tumores, 0 ambos.



3.2 Descripcion del virus

El VIH, es un virus que pertenece a la familia de los retrovirus, la cual esta dividida en
subfamilias, entre ellas los lentoviridae, causantes de la inmunodeficiencia y destruccion de
las células que infectan lentamente pero de forma progresiva. En este subgrupo figuran los
que provocan la enfermedad en los seres humanos: el VIH tipo 1 (VIH-1) descubierto en
1981 y el VIH tipo 2 (VIH-2) en 1983. La secuencia de aparicion de los retrovirus se
muestra en el cuadro 3.1.>%7

Cuadro 3.1. Secuencia del descubrimiento de los retrovirus.

Ao Retrovirus

1980 HTVL - |

1981 VIH-1

1983 VIH-2

1987 HTVL -V

1990 Particula retroviral humana tipo A
(Sindrome de Sjogren)

1990 Espumaviridae

Fuente: Lamotte.JA.2002.

El VIH-1 y el VIH-2 son dos virus diferentes que comparten ciertas caracteristicas
biologicas en comun, tales como: igual modo de transmision, mecanismos similares de
replicacion, produccién de estados de inmunodeficiencia, etc. La caracteristica mas
importante de estos virus es la riqueza de genes y proteinas reguladoras, que van a
condicionar la complejidad de la infeccion virus-célula y, de ahi, la patogenia de la
enfermedad.

3.2.1 Serotipos del VIH-1

El VIH-1 se clasifica en dos grandes grupos: el M (main) y el O (outlier), el primero
causante de la gran mayoria de las infecciones existentes hoy en dia y del cual se conocen
los siguientes serotipos: A, B, C, D, E, F, G, y H; el segundo localizado en cierta parte de
Africa.®

3.2.2 Serotipos del VIH-2

El VIH-2 por ser de menor circulacion mundial, tiene pocos serotipos: A, B, Cy E. En
general, la familia de los retrovirus se asocia cada vez mas con distintos procesos
patologicos, tales como enfermedades autoinmunes (Sindrome de Sjogren), afecciones
neurolégicas y otras.®

El VIH infecta las células con receptor CD4, en especial a los linfocitos CD4 y los
monocitos- macrofagos, lo cual trae como consecuencia una deplecién lenta y progresiva
de dichos linfocitos, a causa de la replicacion viral dentro de ellos. El virus se replica
constantemente: una fase es mas alta que en la otra; se calcula que se produce entre 100 y
1000 billones de virus por dia.



3.3 Estructura del VIH-1

Morfolégicamente, los viriones del VIH-1 son esféricos y de aproximadamente 110 nm de
didmetro. Estan rodeados por una envoltura lipidica de origen celular que rodea la capside
icosaédrica viral. Dicha capside o core contiene a su vez una nucleocépside helicoidal que
alberga el material genético del virion, 2 hebras de ARN de polaridad positiva (figura 3.1).°

La envoltura viral estd formada por una bicapa lipidica en la que se insertan las
glicoproteinas gp120 y gp40. A continuacion, se encuentra la matriz formada por la
proteina p17 (MA o de la matriz), seguida de la capside viral formada por la proteina p24
(CA o de la cépside) y estabilizada por la proteina p6. El material genético del virus se
localiza dentro de la cépside viral en interaccién con la proteina p7 (NC o de la
nucleocépside). Ademas, las enzimas virales transcriptasa inversa (RT) e integrasa (IN) asi
como las proteinas reguladoras Vif, Vpr y Nef se encuentran en el interior de la capside. La
proteasa (PR) viral se encuentra entre la capside y la matriz. °

Bicapa lipidica

Proteina de Superficie
(gp120) env.

ARN monocatenario Proteina transmembranall

(gp4l) env.

Matriz (pl7)
gag.

Retrotranscriptasa (p66).

pol. Cipside (p24 + p6),
gag.
Integrasa (p31)
pol. Nucleocapside (p7)
gag.

Proteasa (pl0)

pol. Proteinas reguladoras

Vif,Vpry Nef

Figura 3.1. Estructura del virion del VIH-1.

El genoma del VIH-1 consiste en una hebra de ARN de aproximadamente 9719 nucle6tidos
de longitud, lineal, no segmentada, de cadena sencilla y polaridad positiva. En cada
particula virica hay dos copias idénticas de esta molécula de ARN gendmico, cuyos
extremos 5” estan unidos entre si por puentes de hidrdgeno, lo que hace de la familia de los
retrovirus los Unicos virus animales cuyo genoma es diploide. Estructuralmente, el genoma
del VIH-1 esta formado por tres genes principales: gag, env y pol (figura 3.2). Gag y env
codifican para las proteinas estructurales, mientras que pol codifica las enzimas virales
esenciales para el ciclo replicativo. Adicionalmente, alrededor de la region de env, se sitdan
en diferentes marcos de lectura las regiones codificantes de las proteinas reguladoras Tat,
Rev, Nef, Vif, Vpr y Vpu. El genoma del VIH-1 se encuentra flanqueado en ambos extremos



3’y 5" por las regiones LTR (Long Terminal Repeat), que desempefian un papel crucial en
la replicacion del genoma viral asi como en su integracion al genoma de la célula
hospedadora.®®

vif vpu env nef
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Figura 3.2. Estructura del genoma del VIH-1.

En el cuadro 3.2 se muestra los diferentes genes que codifican para las distintas proteinas
del virus, asi como su funcion.

El gen pol codifica para una proteina de 99 aminoacidos (aa) que para poder funcionar debe
de unirse a otra molécula igual de 99 aminoéacidos y formar la proteasa propiamente dicha,
es decir, es una molécula homodimérica la cual participa en la sintesis del ADN y su
integracion en el genoma celular. Esta actla durante las etapas tardias o avanzadas de la
replicacion \{ilral, cuando la nueva particula viral esta saliendo de las células o poco después
de su salida.

El gen gag es una poliproteina estructural primaria del VIH, la cual es necesaria para la
formacién de particulas del virus, se compone de cuatro dominios estructurales: la matriz
(MA), cépside (CA), nucleocapside (NC) y el pol. Entre las principales funciones del gag,
es la de construir la mayor parte de estructura del virién participando en la sintesis de ADN
y su integracion, ademas de contribuir al ensamblaje de las particulas viricas y su salida de
la célula. ***

El gen env codifica las glicoproteinas de envoltura, que seran sintetizadas como un gran
precursor que luego es cribado dejando una proteina transmembranal (gp 41). En esta
molécula en su parte externa posee el sitio de unién para la molécula CD 4 (gp 120). Esta
proteina posee otros sitios para la infectividad del virus, el mas conocido V3 loop o bucle,
principal epitope neutralizante y sitio que promueve la unién al receptor CD4. 2

El genoma del VIH contiene otros genes tat, rev, vif, nef, vpr y vpu, encargados de la
regulacion de la sintesis y de la organizacion de las particulas virales infecciosas. ™2



Cuadro 3.2. Genes del VIH-1, proteinas y funcion bioldgica.

Gen Proteina Funcion
p24 (CA) Proteina estructural que forma la cépside viral.
Gag pl7 (MA) Proteina estructural que forma la matriz.
p7 (NC) Nucleoproteina asociada a las moléculas de ARN gendmico.
p6 Proteina implicada en la liberacién del virién.
Pol pl0 (PR) Proteasa viral. Interviene en el procesamiento post-traduccional
de gag y gag-pol.
p66(RT) Transcriptasa inversa. Con actividad polimerasa y RNAsa.
cataliza la copia del ARN viral gendmico monohebra a ADN
bicatenario.
p31(IN) Integrasa viral. Encargada de integrar el ADN proviral en el
genoma de la célula huésped.
gp120 (SU) Proteina de superficie de la envoltura. Interacciona con la
Env molécula CD4 y los receptores de quimiocinas CCR5 o
CXCRA4.
gp 41 (TM) Proteina transmembranal de la envoltura. Implicada en el
anclaje de gpl120 y en la fusion de las membranas viral y
celular.
Tat Tat Factor de transactivacion. Critica para el inicio y elongacion de
la transcripcion.
Rev Rev Regulador del transporte y procesamiento del ARNm viral.
Nef Nef Regulador negativo de CD4 y MHC-1 en la membrana celular.
Vif Vif Factor de infectividad viral que inhibe la accién de las proteinas
antivirales celulares.
Vpr Vpr Implicada en la integracion del genoma viral, la transactivacion
de genes del hospedador y en la parada del ciclo celular.
Vpu Vpu Implicada en el bloqueo de CD4 en el reticulo endoplasmico

para evitar la interaccion prematura con gpl20 de nueva
sintesis.




La gpl20 (glicoproteina de superficie) es una glicoproteina que forma parte de la
membrana externa del virus, que es un componente esencial en la entrada de maltiples
virus. Se presentan como picos de la membrana viral que consiste en tres moléculas de gp
120 unidos entre si y anclados en la membrana de la proteina gp41. La proteina gp120 es
esencial para la infeccion viral, ya que facilita la entrada del VIH en la célula huésped. **?

La gp41 es una proteina transmembranal de la cubierta del virus de VIH que es codificada
por el gen env. Contiene residuos muy hidrofébicos en un segmento corto de la parte N
terminal. Esta region es importante porque permite que la membrana del virién se funda
con la membrana celular y permita la entrada del virus a la célula. Ademas de la region de
fusién, hay un segundo dominio hidrofébico en la mitad de la gp4l, el cual sirve para
anclar las proteinas a la doble capa de lipidos de la envoltura viral.** *2

La p24 es una proteina nuclear principal del VIH codificada por el gen gag del VIH. La
cual se encarga de formar la cépside del virus. * *2

La pl7 constituye la matriz del VIH-1 situado bajo la envoltura, a la que estabiliza. Es una
proteina estructural que puede actuar en el medio extracelular para regular varias funciones
de las células inmunes a traves de su extremo amino con un receptor de superficie celular,
esta se genera a lo largo del ciclo viral y juega un papel critico en la replicacion al ser
liberada por las células infectadas en el espacio extracelular.**

Las proteinas p6 y p7 forman la nucleocapside. La region de la p55 corresponde al péptido
6 es responsable de la incorporacion de la primera proteina accesoria vpr al viron en
formacidon y de la interaccion con la membrana de la célula que hace posible la gemacion.
La p7 es responsable del reconocimiento y la incorporacion del ARN al virion y ademas
interviene facilitando la transcripcion inversa.**™2

3.4 Ciclo replicativo del VIH-1
El ciclo replicativo del VIH-1 se puede dividir en:

e Entrada del virus en la célula diana. EI VIH-1 inicia su ciclo replicativo mediante
la union entre la glicoproteina viral gp120 y el receptor celular CD4. Seguidamente,
el complejo CD4-gp120 interacciona con CCR5 o CXCR4, provocando un cambio
conformacional en la glicoproteina gp4l que promueve la fusion entre las
membranas viral y celular, liberandose la capside viral en el interior celular.

e Decapsidacién. Consiste en la degradacién de la capside viral en el citosol, lo que
provoca la liberacion de su material genético.

e Transcripcion reversa. Constituye el procesamiento del genoma viral desde ARN
monohebra a ADN bicatenario, también llamado proviral. Esta etapa esta catalizada
por la enzima viral retrotranscriptasa (RT), siendo también importantes las acciones
de la proteina viral Vif, que aumenta la eficacia de la retrotranscripcién, y Nef, que
inhibe la actuacién de la proteina celular.

e Integracion. El complejo de preintegracion del nicleo se forma en el citosol a partir
del ADN viral bicatenario, la integrasa, la RT, la matriz, Vpr y la proteina celular
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HMG-1. Este complejo migra al nucleo, donde la integrasa inserta el material
genético viral en el celular. Tras su integracion, el VIH puede permanecer latente, o
bien iniciar su replicacion masiva con el consiguiente efecto citopético.

e Transcripcion y procesamiento del ARN mensajero. Algunos transcritos del
ADN proviral integrado son procesados y transportados al exterior del nucleo,
donde dan lugar a las proteinas tempranas Tat, Rev y Nef. Alcanzados ciertos
niveles de dichas proteinas, Rev facilita el transporte del resto de transcritos al
citosol, donde se traducen de forma masiva.

e Sintesis, circulacion y procesamiento de las proteinas. En el reticulo
endoplasmico, se sintetiza la proteina viral env (gpl60), que oligomeriza en
trimeros y es glicosilada. Tras su rotura proteolitica en el aparato de Golgi, env
produce un complejo trimérico de dos glicoproteinas asociadas no covalentemente
(TM-SU)3. Estos trimeros TM-SU (gp41-gp120) son transportados a la membrana
plasmatica celular, donde se integran. Su endocitosis es responsable de la escasa
incorporacion de env en las particulas virales, lo que contribuye a la eficiente
evasion de la respuesta inmune del hospedador, asi como a reducir la
citopatogenicidad. Durante esta fase, Nef secuestra las moléculas CD4 y MHC-1 de
la membrana celular, evitando la presentacion de antigenos virales en la superficie
celular. Otros ARNm dan lugar a la poliproteina gag y, por cambio de marco de
lectura y en menor proporcion (5% de los casos), a gag-pol. Ambas poliproteinas se
asocian a la membrana celular a través de la interaccion con la cola citoplasmica de
TM (gp41l).

e Ensamblaje. Fase en la que las proteinas y moléculas de ARN virales se aproximan
a la membrana celular para la formacién del virion.

e Gemacion. Una extension de la membrana celular que contiene los componentes
virales agrupados en la fase anterior se separa del resto de la célula dando lugar al
nuevo virion.

e Maduracion. Liberado el virion de la célula infectada se activa la proteasa viral que
procesa las poliproteinas gag y gag-pol, dando lugar a las proteinas estructurales
MA, CA, NC y p6, cuyo reordenamiento formara la particula viral madura.*?

3.5 Entrada del VIH-1 en la célula

La entrada del VIH-1 en la célula diana es un proceso que consta fundamentalmente de tres
etapas como se observa en la figura 3.3.

I. Union de la glicoproteina de la envuelta gp120 al receptor celular CD4. El contacto
inicial entre el virus y la célula ocurre por interacciones electromagnéticas inespecificas
entre gpl20, cargada positivamente, y proteoglicanos de la membrana celular, cargados
negativamente. Ademas ciertas lectinas de la superficie celular como DC-SIGN interactian
especificamente con el virus, aumentando la eficiencia de infeccién. Producida la
aproximacién entre virus y célula, tiene lugar la interaccion entre la glicoproteina viral
gpl120 y el receptor celular CD4, receptor celular primario del VIH-1 que se expresa en
monocitos, macréfagos, células dendriticas y en varios subgrupos de células T. Dicha
interaccién produce un cambio conformacional en la estructura de gp120. En primer lugar,
2 grupos de laminas B virales que estaba separadas en el espacio, se agrupan formando un
dominio denominado bridgingsheet.™



En segundo lugar, las regiones V1, V2 y V3 se desplazan quedando més accesibles para su
posterior interaccion con la célula. En tercer lugar, la orientacion de gp120 varia, de modo
que el bridgingsheet y la region V3 se orientan hacia la membrana celular, mediando la
sucesiva interaccion con el receptor secundario o correceptor.

Unidén a Unidn al
CD4 correceptor

Envuelta
viral

Fusion

CCR5/CXCR4
Figura 3.3. Proceso de entrada viral del VIH-1

I1. Interaccion del complejo CD4-gp120 con los receptores CCR5 o CXCR4. Los
principales correceptores o receptores secundarios utilizados por el VIH-1 para la entrada
viral in vivo son los receptores de quimiocinas CCR5 y CXCR4, ambos miembros de la
familia de receptores acoplados a proteinas CXCR4 son proteinas integrales de membrana
con 7 hélices transmembrana, un dominio N-terminal extracelular y 3 lazos extracelulares
(extracelular loop; ECL) que forman un pequefio bolsillo. La interaccion entre gp120 vy el
correceptor celular CCR5 ocurre a 2 niveles: entre el domino N-terminal del correceptor
que interacciona con el bridgingsheet y la base del lazo V3 viral, y también entre el
segundo lazo extracelular (ECL2) del correceptor que interacciona con la corona del lazo
V3 viral. La afinidad y dependencia relativa del virus hacia el ECL2 o la zona N-terminal
de CCRS5 varia en los diferentes virus que interaccionan con CCR5, tambiéen llamados
R5-trépicos.**

La unién de gp120 con CXCR4 parece ocurrir de un modo muy similar, a pesar de que el
dominio V3 de los virus que interaccionan con CXCR4 (X4-trdpicos) tienda a estar mas
cargado positivamente, especialmente en los aminoacidos 11, 24 y 25.

[11. Fusion de las membranas viral y celular. La union de gp120 con el correceptor celular
CCR5 o0 CXCR4 provoca nuevos cambios conformacionales en el heterotrimero viral,
particularmente en la glicoproteina gp41. Dicha proteina expone su regién N-terminal o
péptido de fusion, el cual se inserta en la membrana celular de la célula huésped. Tras dicha
insercion, los dominios HR1 (heptadrepeat 1) y HR2 (heptadrepeat 2) de gp41 sufren un
reordenamiento energéticamente muy favorable en el que uno se pliega sobre el otro,
acortando las distancias entre las membranas viral y celular.

En un heterotrimero viral funcional esto provoca la formacion de un complejo de 6 hélices
(six hélix bundle) donde los 3 dominios HR1 forman una hélice central alrededor de las
cuales se enrollan los dominios HR2 en direccion antiparalela.
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Este reordenamiento estructural produce un acercamiento entre la region de la gp41, que
estd insertada en la envuelta viral, y el péptido de fusion, que esté insertado en la membrana
celular. Dicha yuxtaposicién conduce a la formacion del poro de fusion, lo que permite que
la capside viral se introduzca en el interior celular.™

3.6 Primoinfeccién VIH

Una vez que el VIH penetra en el organismo humano, por los mecanismos de transmisién
actualmente reconocidos, inicia una replicacion activa a consecuencia de la cual se
desarrolla el cuadro clinico de la primoinfeccion, que suele ser asintomatica o bien su
sintomatologia es tan leve que suele pasar desapercibida. Puede manifestarse como un
sindrome mononucledsico asociado 0 no a una meningitis, meningoencefalitis aguda o
subaguda de tipo linfocitario, neuropatia central o periférica, depresion transitoria de la
inmunidad celular. Las técnicas de PCR cualitativa pueden detectar en esta fase al VIH. Su
cuantificacion durante este momento de la infeccion permite valorar la evolucion posterior
de la misma. Durante esta fase y no antes de las 3-6 semanas después del contagio "periodo
ventana"” (Figura 3.4), la infeccion puede ponerse de manifiesto serolégicamente mediante
la deteccion de los antigenos del virus, concretamente del antigeno p24 libre, por técnicas
de EIA. La aparicion de anticuerpos suele acontecer alrededor de los 2-4 meses después de
la exposicion al virus, y salvo en raras ocasiones, persistiran durante toda la vida. A medida
que aumenta el titulo de anticuerpos especificos frente a las proteinas de envoltura y de
core, se produce una disminucion paulatina de la concentracion sérica de antigeno p24 libre
hasta su total negativizacion en las técnicas de EIA, pero con frecuencia en los nifios y
ocasionalmente en los adultos coexisten titulos altos de antigeno y de anticuerpo.**

Fase 1 Fase 2 3 4
i 1

!

T Adenopatias cronicas l;.fu.ncién inmune subclinice|Leie : Deficiencia

Infecciéon ‘ en la inn\une
aguda piel y las Sistémica
o -1 mucosas

2

-

4 5 6
semanas

Tiempo

—— Virus Recuento de células Ty CD4  Anticuerpos anti-VIH

Figura 3.4. Comportamiento seroldgico del virus.
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3.7 Pruebas diagndsticas para el VIH

Las pruebas de diagndstico en medicina se emplean para identificar a aquellos pacientes
con una enfermedad y a aquellos que no la tienen. Existen dos tipos de pruebas que se
utilizan en la practica clinica diaria para diagnosticar enfermedades, unas son las
evaluaciones completas, que como su nombre lo dice, tienen el objetivo de hacer una
investigacion exhaustiva del paciente, para establecer un correcto diagnostico; se
caracterizan principalmente por ser muy especificas, pero desafortunadamente requieren de
mucha inversién de tiempo asi como de recursos materiales y econémicos. Por otra parte
estan las pruebas de tamizaje son menos especificas, teniendo una gran ventaja de ser en su
mayoria pruebas estandarizadas que se caracterizan por ser rapidas, con un costo minimo y
facilmente reproducibles.™

Existen pruebas de tamizaje de anticuerpos anti-VIH, las denominadas pruebas rapidas, han
experimentado un desarrollo importante, los anticuerpos que emplean son similares a los
que utilizan los enzimoinmunoanalisis, combinados con otras técnicas de detencion de
anticuerpos constituyendo una estrategia que mejora la especificidad de los resultados.™

Cuando se analizan los resultados de la prueba de tamizaje, debe tenerse en cuenta la
posibilidad de falsos positivos por otros trastornos, la posibilidad de falsos negativos en la
fases iniciales o finales por la falsa produccion de anticuerpos, infecciones silenciosas que
cursan con la replicacion viral pero sin desarrollo de anticuerpos, las limitantes de la
prueba para detectar variantes como grupo 0 o para detectar VIH-2.

El desarrollo de los métodos de laboratorio necesarios para el diagnostico definitivo de la
infeccién por VIH ha sido un gran paso de avance pues las manifestaciones clinicas,
aungue sugestivas, no son especificas en ningun estadio de la enfermedad.

Las pruebas de laboratorio empleadas para diagnosticar la infeccion por retrovirus
humanos, se clasifican en directas e indirectas®*’(Cuadro 3.3).

Cuadro 3.3 Clasificacion de los métodos diagnosticos para el VIH

Meétodos Directos Métodos Indirectos
Antigenemia p24 Deteccidn de anticuerpos especificos
Cultivo viral Deteccion de &cidos nucleicos: PCR etc.

Pruebas de escrutinio: serologia VIH, ELISA,
aglutinacion etc.

Pruebas de confirmacion: WB, IFI, RIPA etc.
Investigacion de la inmunidad celular especifica.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa, WB: Western blot, IFI: Ensayo por
Inmunofluorescencia Indirecta, RIPA: Ensayo por Radio Inmunoprecipitacion.

12



3.8 Métodos directos

Facilitan el diagnostico precoz de la infeccidn, permiten detectar la presencia del virus o
sus constituyentes (proteinas y &cido nucleico), aun antes de desarrollarse la respuesta de
anticuerpos contra ellos, siendo muy costosos, entre estas pruebas se tienen:

e La deteccion o el aislamiento del virus entero, mediante cultivo de linfocitos
infectados; la técnica es muy laboriosa ademas de lenta.

e La presencia en sangre de antigenos del virus (antigeno p24) es temprana tras la
primo infeccion, para desaparecer progresivamente con la presencia de los
anticuerpos y volver a resurgir con la evolucion de la enfermedad.

3.8.1 Determinacion de Ag por ELISA

El modelo de Sandwich es el método mas frecuente para la determinacion de Ag, el Ac
especifico para el Ag de interés, se encuentra adsorbido en un soporte sélido (placa), sobre
el que se afiaden las muestras. En el caso de que las muestras presenten el Ag, quedara
capturado en la placa y sera puesto en evidencia tras la adicion del otro Ac especifico
conjugado en la enzima, por ultimo se afiade el substrato incoloro que, por accion de la
enzima, dara un producto coloreado el cual se mide espectrofotométricamente (Figura 3.5).

ELISA “"SANDWICH"™
DIRECTO St s
Conjugacdo color
Anticuerpo NMuestra (Ac) (Suero +)

=

INCUEBAR Y LAVAR

Figura 3.5. Técnica sandwich por ELISA directa.
3.8.2 Marcadores séricos especificos de la infeccion VIH

En la actualidad existen marcadores séricos que permiten una mejor caracterizacion de la
infeccién VIH, uno de ellos lo constituye una de las proteinas estructurales del core de
VIH-1, denominada proteina p24 o Ag p24. Esta proteina aparece como consecuencia de la
replicacion del VIH en el organismo y puede detectarse en distintos momentos de la
infeccidn, constituyendo asi otra importante ayuda diagndstica. Asi mismo, en el curso de
la infeccion por VIH se producen anticuerpos especificos contra dicha proteina que sufren
variaciones a lo largo del tiempo, ambos marcadores séricos son especificos de la infeccién
por VIH y su manejo conjunto puede facilitar el mejor seguimiento de los individuos
infectados.'®*"'8
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3.8.3 Antigeno p24

El antigeno p24 es la proteina de 24kd del ndcleo viral y se produce de la division
proteolitica, por accidn de la proteasa viral, de la proteina precursora de 55 kd codificada
por el gen gag. La respuesta de anticuerpos contra este antigeno (Ac anti-p24) se demostrd
por primera vez mediante RIPA, al ser la proteina de 24kd el antigeno inmunodominante
del aisl?gmiento viral reportado en el primer articulo cientifico que describe la infeccion por
VIH-1.

Es importante identificar marcadores de laboratorio que tengan capacidad para predecir la
progresion clinica de la infeccién durante el estadio asintomatico y puedan usarse
independientemente de la clinica como marcadores sustitutivos, uno de estos es la
deteccion del antigeno p24 (Ag p 24). Un estudio longitudinal prospectivo ha demostrado
que la presencia de antigenemia p24 esta asociada con la progresion de la infeccion por
VIH y SIDA 'y es un indicador de prondstico desfavorable. El antigeno p24 no es detectable
en el suero de la mayoria de los individuos seropositivos en el periodo de latencia clinica,
por lo que su aparicién en individuos que comenzaron a recibir terapéutica antirretroviral
cuando se encontraban asintomaticos y sin antigenemia detectable, indica que la terapéutica
antirretroviral ha fallado. Los sistemas de ELISA para la deteccion del Ag p24 se han usado
repetidamente en el monitoreo de la terapéutica antirretroviral.

La importancia del nivel plasmatico del antigeno p24 ha tenido una vida azarosa; en un
principio se valord exclusivamente su positividad, pero dejaba mucho que desear;
posteriormente se puso en duda su sensibilidad ya que su determinacion se veia afectada en
presencia de exceso de anticuerpos anti p 24 con los que se formaban complejos inmunes.
Posteriormente surgio una técnica que determinaba el RNA (o DNA), la cual vencié a la
prueba de la determinacién del antigeno p 24; sin embargo aun existen articulos que
defienden la determinacion del antigeno p 24 ya que este puede ayudar al pronostico de
supervivencia y de progresion a SIDA o muerte en enfermos infectados por VIH-1 y su
validez se prolonga por lo menos 4 afios como lo hace mencidn el estudio que se realizo
sobre la supervivencia y progresion de la enfermedad en pacientes con VIH-1 que se
publicé en el 2001.29%°

En el suero o plasma de los individuos infectados pueden detectarse concentraciones de Ag
p24 medidas en picogramos (pg) mediante sistemas comerciales de ELISA. La sensibilidad
de estos sistemas para la deteccion el antigeno depende de la afinidad de los anticuerpos
fijados en la fase sélida para la deteccion y captura de los antigenos p 24 presentes en el
suero de los individuos infectados, con los que forma complejos antigeno anticuerpo.?’

Las variaciones de los niveles de antigenemia, expresada como concentracion del antigeno
en pg/mL constituyen también un marcador de la replicacion del VIH.?
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3.8.4 Reacciones Antigeno - Anticuerpo p24/anti p24.

Existen diversas técnicas comerciales que utilizan el principio de EIA en triple "sandwich"
para la deteccion de Ag p24. Las muestras clinicas en las que puede realizarse la deteccion
son: suero, plasma y Liquido Cefalorraquideo (LCR).

La aparicion de Ag circulante libre y su persistencia es marcador de mal prondéstico y de
progresion de la infeccion, y suele correlacionar bien con otros marcadores no especificos
como el cociente de linfocitos CD4/CD8, la elevacién de beta-2-microglobulina y
neoproteina y los linfocitos totales. Los niveles elevados de antigenemia p24 se asocian con
distinta frecuencia a la desaparicion de Ac p55 y Ac p24 también de mal prondstico. Por
otra parte, la presencia de p24 puede demostrarse en LCR en diferentes estadios de la
infeccion, como expresidn de la multiplicacion neuroldgica del virus.

La deteccion de Ag p24 para diagnostico en el periodo ventana (figura 3.4) es de menor
utilidad y deberia reservarse sélo ante signos clinicos compatibles con la primoinfeccion en
caso de exposicion conocida o sospechada. Aunque existen referencias sobre deteccion de
p24 antes de la sero-conversion, tanto en asintomatico expuestos al virus, como en
enfermos en el estadio I, en la mayoria de los casos la antigenemia primaria dura 1 0 3
semanas durante el periodo ventana. Los test del antigeno del VIH se puede utilizar para
detectar la presencia de antigenos viricos y por lo tanto, para diagnostico de infeccion por
VIH. En el momento de la seroconversion, los anticuerpos especificos del virus forman
complejos inmunes con los antigenos circulantes, de tal manera que tiene lugar una fuerte
caida del indice de antigenos libres en la sangre y, eventualmente, la desaparicion completa
de estos antigenos. La antigenemia puede repararse mas tarde en el curso de la progresion
de la enfermedad.

En los casos tratados con quimioterapia antivirica especifica para VIH la deteccion y
cuantificacion del antigeno p24 sirve para controlar la eficacia terapéutica del farmaco
empleado y como marcador adicional para la monitorizacion del paciente. La deteccion de
Ac p24 se realiza habitualmente mediante técnicas de EIA, la mayoria de estas utilizan
péptidos recombinantes o sintéticos de p24.%%+%

3.8.5 Cultivo Viral

El aislamiento del VIH sigue siendo hoy en dia una técnica de referencia, en el cultivo del
virus a partir de muestras clinicas que contengan virus libres o células infectadas se utilizan
linfocitos de sangre periférica separados mediante centrifugacion en gradiente de Ficoll.
Los linfocitos del paciente se cultivan a 37°C en atmosfera de 5% de CO: en medios
ordinarios (RPMI 1640 y 20% de suero de ternera fetal) adicionados de interleucina-2 junto
con linfocitos de donante sano previamente estimulados con un mitdégeno
(fitohemaglutinina). En un determinado tiempo se afiaden linfocitos estimulados de
donante, manteniendo estas condiciones de cultivo durante 4 semanas. La deteccion del
crecimiento virico se puede realizar midiendo la actividad retrotranscriptasa en los
sobrenadantes, por deteccion de antigenos especificos del virus (p24 principalmente) o bien
mediante la demostracion del efecto citopatico en forma de sincitios o células gigantes
formadas por la fusion de células infectadas, que tienen glicoproteinas de la envoltura del
VIH en su superficie, con otras células contiguas.
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3.9 Métodos indirectos

Revelan la respuesta inmune por parte del huésped y estan basadas en pruebas seroldgicas
para la deteccidn de anticuerpos en el suero. La presencia de anticuerpos anti VIH, lejos de
reflejar una exposicion y erradicacion inmune del virus en el pasado, significa el estado de
portador actual.

De forma indirecta se demuestra la respuesta del organismo frente a la infeccién por el
VIH, es decir, la presencia de anticuerpos especificos contra el VIH. Estos métodos
denominados seroldgicos son los mas empleados en la préactica médica para la deteccion de
la infeccidn.

3.9.1 Pruebas para la deteccion de anticuerpos especificos

La produccién de anticuerpos contra VIH ocurre después de un periodo inicial de intensa
replicacion viral, con altos niveles de RNA y antigeno p 24; se asume que como en todas
las infecciones virales, primero aparece la inmunoglobulina My, luego la G.

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

Las pruebas para la deteccion de anticuerpos pueden clasificarse de la siguiente manera,
segun su generacion: pruebas de primera generacion, que usan lisados virales como
antigeno y que se acompafan de alta frecuencia de falsos positivos; pruebas de segunda
generacion, que usan proteinas recombinantes del VIH, péptidos sintéticos o ambos como
antigenos; pruebas de tercera generacion, que usan péptido/proteina recombinantes; y
pruebas de cuarta generacion, que se basan en la deteccion simultanea de anticuerpos y
complejos inmunes antigeno/anticuerpo y tienen una alta sensibilidad y especificidad.?®

El tiempo de positividad para las pruebas de anticuerpos de la tercera generacion es de 20
dias (IC 95%); las pruebas de cuarta generacion disminuyen el tiempo de deteccién de 3a 5
dias. Con las de tercera y cuarta generacion, el 50% de los infectados pueden detectarse en
las primeras tres semanas en la infeccion, un 45% de los restantes en los primeros dos
meses y el otro 5% en seis meses o mas. 2%

Las muestras que se utilizan para la deteccion de anticuerpos son suero o plasma, aunque

se dispone de pruebas que utilizan hisopado de mucosa gingival o yugal (saliva), orina o
secreciones vaginales.
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3.9.2 Pruebas rapidas para deteccion de anticuerpos

Son muy Uutiles en situaciones de emergencia, como al momento del parto (cabe mencionar
que lo ideal seria que durante el embarazo se monitoree desde el inicio para saber si hay
infeccion y no al momento del parto) o en caso de accidentes con riesgo biol6gico. Debe
tenerse en cuenta que son pruebas de tamizaje y que tiene las mismas limitaciones de
deteccion en el periodo de ventana y que toda prueba reactiva debe confirmarse ya que su
resultado es del tipo cualitativo.

3.9.3 Prueba de aglutinacion de particulas para la deteccion de Ac

Se basan en la union de los anticuerpos del VIH presentes en el suero del paciente con
pequefas particulas que contiene antigeno del virus en la superficie, bajo el principio de
reaccion “tipo sandwich” de las pruebas de tercera generacion, sabiendo que estas pruebas
tiene un alta sensibilidad y, buena especificidad, por lo que son muy Gtiles como pruebas de
tamizaje en areas de limitados recursos, ya que son rapidas, simples y no requieren de
equipos adicionales para su realizacion. >

3.9.4 Pruebas seroldgicas para la deteccion de antigeno

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

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

La estrategia diagndstica ante la sospecha de primoinfeccion por VIH incluird
necesariamente la deteccion de anticuerpos totales y antigeno p24 libre en sangre con las
siguientes consideraciones:

1) Un resultado negativo frente a los dos marcadores citados de infeccion VIH puede ser
debido a:

a) La ausencia de infeccidn.

b) El paciente esta en el "periodo ventana”. En ambas situaciones se procedera a la
realizacion de determinaciones seriadas de anticuerpos y de antigeno a las 2 y 4
semanas y a los 3 y 6 meses para confirmar la ausencia o presencia de infeccion
VIH.

17



2) Un resultado de anticuerpos negativo con presencia de antigeno p24 libre en sangre, es
indicativo de infeccion reciente, probablemente durante las 8 semanas anteriores. Se
procederd a realizar determinaciones seriadas de anticuerpos y antigeno siguiendo la pauta
indicada en el punto anterior.

3) Un resultado de anticuerpo positivo con ausencia de antigeno libre circulante, es
diagnostico de infeccion VIH completamente establecida.

3.9.5 Quimioluminiscencia (Architec)

Es wuna técnica empleada para la determinacion de anticuerpos VIH es la
quimioluminiscencia, donde se obtiene energia luminosa a partir de una reaccion quimica,
la reaccion se lleva a cabo entre un trazador y el sustrato, que son sustancias organicas con
caracteristicas luminiscentes que cuando se encuentran en un estado excitado, producen
una emision de luz estable hasta 30 minutos, por lo que favorece la toma de varias lecturas
para obtener resultados mas confiables y se aplica a un amplio rango de analitos.

En esta investigacion se utiliza un equipo llamado Architec i2000 que es un analizador
modular de inmunoensayos completamente automatizado que permite el acceso continuo y
aleatorio asi como procesos de reanalisis y de urgencia. (Figura 3.6).%

Figura 3.6. Modelo ARCHITEC i2000

Architec tiene un sistema que esta constituido por tres componentes principales: centro y
control del sistema, mddulo de muestras y modulo de proceso; puede procesar hasta 200
pruebas por hora, entre las pruebas que puede determinar son las hormonas, perfil de
TORCH, perfil de hepatitis, VIH, etc.
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3.9.5.1 Fundamento

Se basa en el inmunoensayo que usa complejos de anticuerpo y antigeno como medio para
generar un resultado perceptible. Un complejo anticuerpo: antigeno también es conocido
como inmuno-complejo. Los inmunoensayos utilizan un anticuerpo selecto o mas para
detectar analitos de interés. Todos los inmunoensayos requieren el uso de material marcado
para medir la concentracion de antigeno o anticuerpo presente. Una marca es una molécula
que reacciona como parte del ensayo, por lo tanto un cambio en la sefial puede medirse en
la sangre — reactivo. Las marcas incluyen un compuesto radioactivo, una enzima que hace
que cambie el color de una solucién, o una sustancia que produzca luz. La tecnologia de
ARCHITEC utiliza diferentes formatos para distinguir el complejo antigeno-anticuerpo.?

3.9.5.2 Prueba del VIH por el sistema Architec Ag/Ac combo

Es un inmunoanalisis quimioluminiscente de microparticulas para la deteccion cualitativa
simultanea del antigeno p 24 del VIH y de los anticuerpos frente VIH-1/VIH-2 en suero o
plasma. El ensayo de la infecciones por el VIH-1/ VIH-2 y para el cribado de muestras de
donantes de sangre y plasma. Un resultado reactivo del ensayo Architec VIH Ag/Ab
Combo no distingue entre la deteccion del antigeno p 24 del VIH, el anticuerpo anti VIH-1
0 el anticuerpo VIH-2.

Es un inmunoanalisis de dos pasos que utiliza la tecnologia de inmunoanalisis
quimioluminiscente de microparticulas con protocolos flexibles, denominados Chemiflex,
para determinar la presencia del antigeno p24 de VIH. El primer paso, se combinan la
muestra, el tampdén de lavado Architec i, el diluyente de ensayo y las microparticulas
paramagnéticas.

El antigeno p 24 del VIH y los anticuerpos anti VIH-1 / VIH-2 presentes en la muestra se
unen a las microparticulas recubiertas de antigeno del VIH-1 / VIH-2 y el anticuerpo anti
p24 del VIH.

Después del lavado, el antigeno p24 del VIH vy los anti - VIH-1 / VIH-2 se unen al
conjugado de antigenos (recombinantes) del VIH-1 / VIH-2 marcados con acridinio,
péptidos sintéticos del VIH-1 / VIH-2 marcados con acridinio y anticuerpos anti p24 del
VIH marcado con acridinio. Las soluciones preactivadoras y activadoras se afiaden a la
mezcla de reaccion después de otro ciclo de lavado. La reaccion quimioluminiscencia
resultante se mide en unidades relativas de luz (URL).?

Existe una relacion directamente proporcional entre el antigeno del VIH y los anticuerpos
anti VIH presentes en la muestra y las URL detectadas por el sistema Architec. La
presencia 0 ausencia de antigeno p 24 del VIH o anticuerpos anti VIH-1 / VIH-2 en una
muestra se determina comparando la sefial quimioluminiscencia de la reaccion con el valor
del punto de corte determinado por la calibracién del ensayo ARCHITEC VIH Ag/Ab
Combo. Las muestras con valores para la sefial respecto al punto de corte (S/CO) iguales o
superiores a 1.0 se consideran reactivas para el antigeno p 24 del VIH o los antigenos anti
VIH-1/VIH-2.
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Las muestras con valores S/CO inferiores a 1.0 se consideran no reactivas para el antigeno
p24 del VIH o a los anticuerpos anti VIH-1/ VIH-2.

Las muestras que son inicialmente reactivas con el ensayo Architec VIH Ag/Ab Combo se
deben analizar de nuevo por duplicado después de ultracentrifugar a 3500 rpm durante 10
minutos. La reactividad repetida es un indicio importante de la presencia del antigeno p 24
del VIH y de anticuerpos VIH-1 / VIH-2. Sin embargo, el ensayo Architec VIH Ag/Ab
Combo puede producir reacciones inespecificas debidas a otras causas, especialmente
cuando se analizan muestras de poblaciones con prevalencia baja. *°

3.9.10 Otras pruebas indirectas utilizadas para el diagndstico del VIH

Los analisis inmunoenzimaticos son los métodos més utilizados, con los que se buscan la
deteccion de anticuerpos frente al VIH en una muestra de sangre.

La técnica de radioinmunoandlisis (RIA) permite cuantificar la presencia de pequefias
cantidades de un determinado Ag o Ac en una muestra bioldgica. Es una técnica
sumamente sensible, en la actualidad ha sido reemplazada por otras técnicas que no utilicen
radioisotopos. La técnica a se basa en la inhibicidn competitiva de la union de un Ag
marcado radioactivamente con su Ac especifico por pares de Ags idénticos no marcados
presentes en la muestra a analizar (Figura 3.7). 2%’

Radicinmunoanalisis (RIA)

Ag Ag
Ag-Ac Ag Ag Ag Ag-Ac Ag Ag Ag
Ag-Ac N Ag Ag Ag-Ac Ag Ag
.‘—
Ag-Ac Ag Ag-Ac Ag

Ag: antigeno caliente. Ac: anticuerpo especifico. Ag: antigeno frio.

Figura 3.7.Técnica de radioinmunoanalisis.

3.10.1 ELISA (Enzyme Linked Immunoadsorbent Assay) indirecta

La técnica de ELISA utiliza Ac marcados con una enzima (generalmente la peroxidasa)
para poder visualizar la reaccion Ag —Ac. La técnica se utiliza para la determinacion de Ag
como de Ac. Para la determinacion de anticuerpos especificos para un determinado
antigeno se utiliza normalmente la modalidad de ELISA indirecta en donde el Ag de interés
se encuentra adsorbido en la placa. Se pueden utilizar como antigenos, proteinas virales o
bacterianas e incluso virus completos, es una de las técnicas de eleccion para buscar Acs
contra proteinas del virus VIH en sueros (Figura 3.8).%%
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ELISA
INDIRECTO

Sustrato

Suero Conjugado color
Antigeno problema (Ac) (Suero +)

INCUEBAR Y LAVAR
Figura 3.8. Técnica por ELISA indirecta.

3.10.2 Pruebas confirmatorias para la infeccion por el VIH

Como su nombre lo indica esta prueba es utilizada para confirmar la presencia de la
infeccion por el VIH en un paciente con una prueba presuntiva doblemente reactiva, por lo
que tiene una alta especificidad.

3.10.3 Western Blot

Es una técnica muy sensible que permite la identificacion de anticuerpos, esta técnica se
basa en la separacion electroforética de proteinas en geles de poliacrilamida, la
transferencia (bloting) de dichas proteinas a un soporte solido (membranas de nitrocelulosa
0 nylon) y la posterior deteccion de una o mas bandas identificadas por anticuerpos
especificos. La migracion de las proteinas se realiza en presencia de detergentes (Dodecil
Sulfato de Sodio, SDS) a fin de que su migracion dependa fundamentalmente de peso
molecular de los péptidos.

La técnica de Western blot para la determinar la especificidad de los anticuerpos contra el
antigeno del virus del VIH es la prueba confirmatoria de eleccion.?

El procedimiento comprende los siguientes pasos:

Rehidratacion de la tira.

Incubacion de las muestras a confirmar y sueros control.

Lavar e incubar los anticuerpos anti-lg G humana marcados con fosfatasa alcalina.

Adicionar del conjugado donde se une a los anticuerpos anti VIH-1 capturados en la

fase solida.

e Lavar y retirar el exceso de conjugado, adicionar la solucién de revelado del color
que permite demostrar la actividad enzimatica de los complejos unidos a la
nitrocelulosa.

e El aspecto de las bandas coloreadas permite demostrar la presencia de anticuerpos

anti VIH-1 en la muestra.
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Para esta investigacion de igual forma que se utiliz6 el equipo Architec para la prueba de
escrutinio en los casos para la prueba de confirmacion se utiliz6 un equipo llamado
Autoblot 3000.

3.10.3.1 Autoblot 3000

Es un equipo automatizado para la prueba de Western blot, después de afiadir las muestras
manuales, el Autoblot incuba, lava y realiza las adiciones de los reactivos (Figura 3.9).

Figura 3.9. Modelo Autoblot 3000.

El reactivo New Lav-blot 1 esta disefiado para la deteccion de anticuerpos humanos anti
VIH-1 en el suero o en el plasma mediante inmunotransferencia para confirmar una
respuesta positiva anti VIH-1 y determinar su especificidad antigénica dentro del ambito
del diagnéstico del SIDA.?®

La prueba se basa en una técnica de ELISA indirecta sobre una tira de nitrocelulosa que
contiene todas las proteinas constituyentes del VIH-1 y un control interno anti 1g-G. Las
proteinas del VIH-1 inactivas se separan de acuerdo con sus pesos moleculares mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida en medio disociativo y reductor, posteriormente se
transfieren eléctricamente a una hoja de membrana de nitrocelulosa.

3.11 Confiabilidad de las pruebas diagnosticas

Las pruebas diagnosticas son de gran utilidad para la deteccion de nuevos casos, para
confirmar o descartar un diagnostico, o bien para medir o determinar el efecto de un
tratamiento. El principio fundamental de las pruebas diagnosticas reside en la creencia de
que los individuos que tienen una enfermedad son distintos de los que no la tienen y que las
pruebas diagndsticas permiten distinguir a los dos grupos. Las pruebas diagndsticas, para
ser perfectas, requieren que: 1) todos los individuos sin la enfermedad en estudio tuvieran
un valor uniforme en la prueba; que todos los individuos con la enfermedad tuvieran n
valor uniforme pero distinto en la prueba; 2) que todos los resultados de las pruebas fueran
consistentes con los resultados del grupo de los enfermos y del de los sanos.

Hablar de pruebas diagnosticas implica determinaciones de laboratorio o examenes de
imagen, pero el término puede aplicarse también al valor diagnostico de los signos y
sintomas o la eficacia de instrumentos de aplicacion, herramientas de gran utilidad en la
investigacion epidemioldgica. %
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Es por eso, que el punto de partida en una investigacion es la seguridad de que las pruebas
diagndsticas a utilizar son validas. La validacién de las pruebas diagnosticas tiene dos
aspectos importantes: la confiabilidad o precision y la exactitud. Ambos aspectos pueden
ser determinados por pruebas estadisticas muy sencillas que sélo requieren de una
cuidadosa recoleccion de los datos y es responsabilidad de los laboratorios de andlisis
clinicos determinar estos parametros para garantizar que el resultado obtenido es correcto o
confiable.

3.11.1 Confiabilidad o precision

La confiabilidad o la precision es el grado de estabilidad que se presenta cuando una
medicion es repetida bajo condiciones idénticas, lo que viene siendo la reproducibilidad, y
es fundamental para reflejar la cantidad de error aleatorio, inherente a una medicion. Que
un procedimiento sea confiable no es una garantia de validez, pues podemos estar
cometiendo el mismo error sistematicamente, por lo que el resultado es reproducible, pero
lejano de la realidad. La falta de confiabilidad puede producirse por diferencias entre los
observadores, los instrumentos de medicion o la inestabilidad de los atributos a medir, es
por ello que se deben realizar mediciones independientes para ser comparadas. %

Un punto clave en este tipo de pruebas es el nivel o punto de corte para diferenciar a los
sanos de los enfermos, haciendo a la prueba valida y confiable.

3.11.2 Pruebas de validez para variables cualitativas

Para determinar la validez, utilidad o eficacia, tanto de pruebas de tamizaje como de las
diagnosticas, se utilizan cuatro indices: sensibilidad (S), especificidad (E) y los valores
predictivos positivo y negativo (VPP y VPN), parametros que nos indican la utilidad o
eficacia diagndstica del procedimiento o instrumento a utilizar. La sensibilidad y
especificidad de una prueba de diagndstico sefialan la eficacia de esta para establecer o
descartar un diagnéstico determinado. %

La utilidad de una prueba diagndstica se basa en la comparacién con una prueba o criterio
que define inequivocamente una enfermedad, esta es conocida como prueba “estandar de
oro”. El uso del criterio de oro es con el fin de identificar definitivamente a los que tienen
la enfermedad de los que no la tienen. Es un requisito para examinar la utilidad diagndstica
de cualquier prueba nueva o no evaluada.

La sensibilidad es la capacidad de la prueba para identificar correctamente la presencia de
la enfermedad, es decir, es la probabilidad de que la prueba resulte positiva cuando el
individuo realmente tiene la enfermedad, por lo que también se denomina tasa o fraccion de
verdaderos positivos. La especificidad es la capacidad de la prueba para identificar
correctamente la ausencia de la misma, es decir, la probabilidad de que la prueba resulte
negativa cuando el individuo en realidad no presenta el padecimiento, si esta fraccién se
resta 1 se obtendré la tasa o fraccién de falsos negativos.
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De acuerdo con el investigador Jecicek menciona que no existe un nivel magico de
sensibilidad y especificidad que determine que una prueba sea aceptable, aunque algunos
autores consideran que si los indices tienen un valor mayor a 80% son adecuados, sin
justificacion alguna. En general se busca una sensibilidad alta cuando la enfermedad es de
mal prondstico y no debe pasar inadvertida, y una alta especificidad cuando la enfermedad
es de mal pronéstico e incurable.”®

3.11.3 Valor predictivo de las pruebas

La sensibilidad y la especificidad son los parametros mas importantes para valorar una
prueba y, en el caso de la ampliacion clinica de las determinaciones del VVIH, son cruciales
los valores predictivos positivo (VPP) y negativo (VPN). La sensibilidad de los equipos
actuales se aproxima al 100%, sin embargo, es bien conocido que el crecimiento de la
sensibilidad lleva aparejando de un descenso de la especificidad (falsos positivos). Por otro
lado, es conveniente sefalar las dificultades de alcanzar una sensibilidad real del 100% en
una infeccion en la que la seroconversion ocurre en un lapso de tiempo de 2 a 4 semanas en
la mayoria de los casos y, a veces, puede alargarse hasta varios meses (periodo ventana).
Sin embargo, los antigenos incluidos en las pruebas de deteccion de anticuerpos han ido
variando a lo largo de los afios y con ellos las técnicas han evolucionado incrementando la
sensibilidad sin mermar de la especificidad.*

En el siguiente cuadro se muestra la sensibilidad y especificidad analitica de los reactivos
utilizados en nuestra investigacion para el diagnostico de VIH.

Cuadro 3.4. Sensibilidad y especificidad analitica de las diferentes pruebas.

Prueba Sensibilidad Especificidad  Concentracion
min.

Quimioluminiscencia 100% 99.5% <50pg/mL

(Architec)

Antigeno p24 95% 99.9% 8pg/mL
Positivo 96% 0%

Western blot Indeterminado 4% 13% NA
Negativo 0% 87%

La OMS determind las estrategias diagndsticas a seguir en funcién de que se realicen
distintas pruebas basadas en principios técnicos diferentes que utilizadas en combinacion
garanticen el resultado.*

Esta norma tiene por objetivo establecer y actualizar los métodos, principios y criterios de
operacién de los componentes del Sistema Nacional de Salud, respecto de las actividades
relacionadas con la prevencion y control, que abarcan la deteccion, el diagndstico oportuno,
la atencién y tratamiento médico de la infeccion por el VIH.*
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3.12 Causas de resultados indeterminados, falsos positivos y negativos
3.12.1 Falsos positivos con las pruebas de confirmacion

En la prueba WB se han descrito resultados indeterminados (Cuadro 3.5) y con el fin de
reducir al minimo los resultados indeterminados se han desarrollado las técnicas LIA,
inmunoblots con péptidos recombinantes. La principal ventaja de esta técnica es la lectura
mas estructurada que puede hacerse mediante densitometria en algunos casos, con lo cual
se obvian la subjetividad del WB. Su desventaja es que, al no poseer el LIA trazas de
impurezas celulares y de otras proteinas que acompafian a los extractos purificados del
VIH del WB, se pierde la posibilidad de observar bandas de reactividad que pudieran
explicar reacciones aparecidas en las pruebas de tamizaje.

El empleo de dos técnicas de tamizaje de anticuerpos, de distinto principio técnico, permite
descartar razonablemente un falso positivo, si a estas pruebas afiadimos la realizacion de
un WB puede eliminar la posibilidad de falsos positivos casi en su totalidad, como ya se ha
comentado, un falso positivo genera muchos mas problemas, pues obliga a realizar
confirmaciones con una mayor frecuencia, de aqui la importancia de determinar también el
antigeno p24.%

Cuadro 3.5. Causas de reacciones indeterminadas en la prueba de WB.

Una glicoproteina aislada (gp160, gp120 o gp41l)
Posible causa
e Inicio de la seroconversion
e Infeccion por otros tipos de VIH
e Hijos de madres infectadas
p 24 aislada
Posible causa

e Frecuente en indeterminados de mujeres embarazadas
e Multitrasfundidos
e Pacientes africanos

P17 aislada
e Causa desconocida no es necesario seguimiento

Otras bandas del core aisladas o bandas no viricas
Posible causa

e Multitrasfundidos

e Enfermedades autoinmunes
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3.12.2 Falsos resultados en el diagndstico seroldgico de la infeccién por VIH

Los problemas que se presentan en el diagndstico de la infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana adquieren una mayor importancia por las posibles
consecuencias Y la trascendencia clinica de la infeccion.®**3

Es necesario alertar sobre la posibilidad de los falsos negativos en el diagndstico y
determinacion de anticuerpos anti — VIH. La frecuencia de falsos negativos es menor que la
de falsos positivos, los resultados falsos negativos no son reconfirmados si no existe una
indicacion clinica precisa. Las causas de la negatividad en esta determinacién son también
variadas. Los falsos negativos pueden constituir s6lo una rareza o excepcion entre los
infectados por el VIH seronegativos, debido a causas organicas derivadas de una respuesta
anormal a la infeccion o bien por el intenso deterioro inmunitario.

Determinadas circunstancias inherentes a la evolucién seroldgica de la infeccion pueden
condicionar la aparicion de resultados erroneos. Este es el caso de los estadios iniciales y
finales de la infeccion. Estos ultimos pueden desaparecer los anticuerpos contra algunas de
las proteinas estructurales internas del virus (p24, p17, p55, etc.). En el otro extremo, tras la
primoinfeccion, se sucede un lapso de tiempo conocido como periodo de ventana de dos a
cuatro semanas de duracion, caracterizado serologicamente por la ausencia de anticuerpos y
la presencia de antigeno p24, proteina mayoritaria del core del VIH. De ahi la importancia
de desarrollar protocolos que permitan el diagnostico en el momento de la infeccion aguda,
ya que este periodo se relaciona con la maxima infectividad. Es muy apropiada la adopcién
de técnicas EIA para deteccion simultdnea de anticuerpos y antigeno p24 con una alta
probabilidad de detectar seroconversiones. 3%

Cuadro 3.6. Causas de falsos negativos en la determinacion de anticuerpos anti VIH.

Fallos en el principio técnico

Fallos en el proceso de fabricacion del equipo de diagnostico
Infeccion por tipos de VIH no detectables

Inmunosupresion

Periodo de ventana

Respuestas anormales ante la infeccion VIH

Terapia inmunosupresora prolongada

Trasplante de médula 6sea

Disfunciones en los linfocitos B

Neoplasias

En el laboratorio tienden a preocupar resultados falsos positivos, tanto en las pruebas de
escrutinio como en las de confirmacion (menos frecuente), sobre todo cuando éstos se
producen en personas sin ningun factor de riesgo. Las causas de falsos positivos son
variadas y dependen basicamente de dos elementos: las condiciones derivadas del paciente
y la técnica (antigenos y principio técnico empleado) (Cuadros 3.5 y 3.6).%
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Cuadro 3.7. Causas de falsos positivos en las pruebas de deteccion de anticuerpos VIH
relativas al suero.

Errores de extraccion e identificacion

Aspecto lipidico o turbio del suero
Contaminacion microbiana
Almacenamiento a temperatura Suboptima
Sueros tratados con calor (>60°C)
Congelaciones y descongelaciones repetidas.

Cuadro 3.8. Causas de falsos positivos en la determinacion de anticuerpos VIH relativas a
los auto anticuerpos.

Personas con anticuerpos anti HLA- DR4

Enfermedades reumatoides
Polimiositis

Lupus eritematoso
Multitrasfundidos
Trasplantes renales
Multiparas

Dada la existencia de falsos positivos y falsos negativos debera confirmarse mediante una
reaccion de bloqueo con anti p24 y debido a que existen varios casos en los que se tienen
resultados de Western blot indeterminados con una prueba de escrutinio negativa o bien en
la prueba de escrutinio positiva y la prueba de Western blot negativa, se vuelve muy
importante determinar la sensibilidad de la prueba de escrutinio a través de la prueba del
antigeno p24, para asi asegurar que los resultados falsos negativos o falsos positivos
realmente corresponden a un paciente no infectado o infectado respectivamente.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México, al igual que en el resto de los paises del mundo, el VIH se ha convertido en un
problema prioritario de salud pdblica muy complejo, con mdltiples repercusiones
psicoldgicas, sociales, éticas, econdmicas y politicas que rebasan el &mbito de la salud.

A finales del 2012 ONUSIDA estimé que a nivel mundial existen 39.5 millones de
personas que viven con el VIH, del cual la region mas afectada es Africa. A pesar de que
América Latina tiene una epidemia mas reciente, el nimero de infectados por VIH alcanz6
la cifra de 2.5 millones de personas infectadas. Al cierre del 2012, la direccion general de
epidemiologia (DGE) reporté en México 4 mil 598 nuevos casos de SIDA y 4 mil 926
nuevas infecciones por VIH, lo cual habla de un diagndstico temprano. ONUSIDA estima
que en Meéxico viven actualmente 183 mil personas con VIH de las cuales el 48%
desconocen su estatus serolégico, por lo cual hay que fortalecer la deteccion del VIH.?

Debido a que la infeccion por el VIH es cada vez mas comdn y en los ultimos afos esta
infeccion ha sido considerada una pandemia, es importante diagnosticarla oportunamente;
por ello en la actualidad existen marcadores séricos que permiten una mejor caracterizacion
de la infeccion por VIH, uno de ellos constituye una de las proteinas estructurales del core
de VIH-1, denominada proteina p24 o antigeno p24. Esta proteina aparece como
consecuencia de la replicacion del VIH en el organismo y puede detectarse en distintos
momentos de la infeccion, constituyendo asi otra importante ayuda diagnostica y facilita
también el seguimiento de los individuos infectados por VIH.

Dada la existencia de falsos positivos y negativos en los resultados de las pruebas de
escrutinio, debera confirmarse mediante una reaccion de bloqueo las muestras con suero
anti p24, con el fin de identificar resultados falsos, de ahi surge la necesidad de llevar a
cabo la préactica experimental con muestras de pacientes con resultados indeterminados
(WB) y muestras con resultados cercanos al punto de corte por el método de
quimioluminiscencia (Architec) para probar la eficacia del antigeno p24, el cual es un
marcador directo que nos muestra la presencia del virus en el organismo a diferencia de las
pruebas de deteccion de anticuerpos, de ahi surge la siguiente pregunta de investigacion:

¢Tendra la prueba directa de antigeno p24 una sensibilidad superior al 80% comparandolo
con la prueba de escrutinio por quimioluminiscencia (Architec) y el Western blot?
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V. OBJETIVOS

e Determinar la presencia del antigeno p24 en muestras de pacientes con resultados
discordantes entre la prueba de escrutinio y la prueba confirmatoria.

e Corroborar la concordancia entre los resultados de la prueba de escrutinio y el
resultado del antigeno p24.

e Dar a conocer la utilidad de la determinacion del antigeno p24 en la identificacion
de pacientes no seroconvertidos.

e Determinar la sensibilidad y especificidad de la prueba de escrutinio a través de la
presencia del antigeno p24.

VI. HIPOTESIS

Debido a las discrepancias existentes entre los resultados del Western blot y las pruebas de
escrutinio durante el periodo de ventana de la infeccion de VIH, y siendo el antigeno p24
un marcador de infeccion reciente, suponemos que la determinacion del antigeno p24
tendra una sensibilidad diagndstica superior al 80% con respecto al reactivo Architec
Combo Ag-Ac para VIH.
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VII. METODOLOGIA

7.1 Disefio de investigacion

El disefio fue observacional, transversal, prolectivo y comparativo.

7.2 Pablacion

Se estudiaron muestras de pacientes referidas del laboratorio Carpermor del mes de agosto
del 2012 a febrero del 2013 que tuvieron resultados indeterminados o negativos en la
prueba de Western blot y un resultado reactivo en la prueba de escrutinio, asi como también
resultados indeterminado en Western blot y no reactivo en escrutinio. A estas muestras se
les procesd la determinacion del antigeno p24 por el método de ELISA para el diagndstico
de infeccion por VIH.

7.3 Criterios

e Inclusion: Todos aquellos pacientes con estudios en la prueba de escrutinio y la
prueba confirmatoria que sus resultados fueron discordantes.

e Exclusion: Todos aquellos pacientes que cumplieron con la prueba de escrutinio y la
confirmatoria congruente (verdaderos positivos y negativos).

7.4 Variables

e \Western blot. Resultado positivo o negativo de una muestra seérica para el
diagnostico de VIH.

e Antigeno p24. Resultado positivo 0 negativo de una muestra sérica para el
diagnostico de VIH.

e Prueba de escrutinio. Resultado positivo 0 negativo de una muestra sérica para el
diagnostico de VIH.
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7.5 Método

Se determind la concordancia entre los resultados obtenidos de la prueba de
escrutinio y la prueba de Western blot, seleccionando las muestras con resultados no
concordantes.

Se hicieron alicuotas de las muestras con resultados no concordantes (estas se
mantuvieron en congelacién a -70 °C, hasta el momento de su proceso).

Se determind el antigeno p24 a 141 muestras obtenidas del periodo del mes de
agosto del 2012 a febrero del 2013 mediante la técnica de ELISA con el reactivo de
BIO —RAD.

Se realizaron los célculos necesarios para conocer la positividad o negatividad
respectivamente de las muestras al antigeno p24.

Se calcul6 la sensibilidad de la prueba de escrutinio y se evaluo la presencia de
falsos positivos y negativos, a traves del antigeno p24 por el método de ELISA
utilizando resultados de la prueba de escrutinio y de Western blot.

7.6 Procedimiento de la prueba de Western blot

=

Se llevé a cabo en el equipo Autoblot.

Antes de usar los reactivos fue necesario esperar 30 minutos para que estos se
estabilizaran a temperatura ambiente.

Se colocaron tiras de nitrocelulosa cuidadosamente en la placa de soporte con
pinzas de plastico.

Se rehidrataron las tiras evitando que estas se secaran mas de 10 minutos durante la
prueba, se colocaron los controles en paralelo con las muestras.

Se afadié 2 mL de la solucion de lavado/diluyente a cada celdilla, se incubo
durante 5 minutos a temperatura ambiente bajo agitacion.

Se afiadi6 20puL de cada suero de muestra o control a la celdilla correspondiente, se
incubd durante 2 horas a temperatura ambiente bajo agitacion.

Se vacio completamente el contenido de cada celdilla usando una bomba de vacio
con un colector que contenga un desinfectante, se lavo cada tira con 2 mL de
solucién de lavado/diluyente reconstituida (lavado total 3 veces). Retirando la
solucion de lavado en él ultimo lavado.

Se dispensaron 2 mL de conjugado a cada celdilla, la solucién conjugada se
estabiliz6 previamente a temperatura ambiente, incubacion de 1 hora bajo agitacion.
Se lavé con un total 3 veces (paso numero 7).

. Se dispensd 2 mL de solucién de revelado a cada celdilla, se incubd durante 5

minutos bajo agitacion y se vigild el aspecto de la coloracion. Se observd a todas
las bandas (azul parpura) correspondientes a las proteinas viricas del suero control
positivo.
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11. Se detuvo la reaccién retirando la solucién de revelado y enjuagando las tiras 3

veces con agua destilada.

12. Se secaron las tiras entre 2 hojas de papel absorbente a temperatura ambiente.

13. Finalmente se interpretaron los resultados (figura 7.1).
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1 . Conitréle Positif R4 / Positive Control R+ .
2. Controle Négatif R3 / Negative Control R3 . — ~
3 . Sérum Positif Dilué / Diluted Positive Serum . B l o 'RA.D |
Figura 7.1. Bandas en tira reactiva de Western blot.

7.6.1 Validacion de la lectura e interpretacion de resultados

Para la validacion se observo: 1) la banda de control interno anti Ig G que debe estar
presente con un color fuerte, 2) el control positivo: estan presentes todas las bandas
correspondientes a las proteinas virales junto con la banda control y 3) el control negativo:
no deben aparecer ninguna banda viral y Unicamente esta presente la banda control. Se

interpretaron los resultados de acuerdo a lo descrito (Cuadro 7.1).

Cuadro 7.1. Interpretacion de resultados.

Interpretacion

*Criterios de la OMS

Positivo
Indeterminado

Negativo

2 ENV + GAG + POL
1 ENV + GAG + POL
GAG + POL
GAG
POL
Sin bandas
Bandas no clasificadas

*Criterios OMS: Organizacion Mundial de la Salud
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7.7 Determinacion del antigeno p24 por ELISA

La realizacion del test comprende las siguientes etapas:

1.

2.

Antes de usar los reactivos fue necesario esperar 30 minutos para que estos se
estabilizaran a temperatura ambiente.

Las muestras, asi como los sueros control, se distribuyeron en sus pocillos
respectivamente, a los cuales se les afiadid con anterioridad el diluyente de las
muestras (en el caso que existan antigenos VIH-1 en la muestra sometida a este test,
estos se fijan a los anticuerpos que estan en los pocillos), el depdsito de las muestras
queda confirmado por un cambio de color del disolvente de las muestras, que pasa
de un color verde azul.*

Figura 7.2. Placas con los po‘cillos en contacto con la muestra.

Se lavo la placa con ayuda de un lavador automatico Tecan; como este es un paso
critico se asegurd que el pH de la solucion de lavado (Tris NaCl Buffer 20x) fuera el
correcto (pH 7.0) y asegurando también de que los lavados se hicieran
correctamente, no dejando solucion de lavado en los pocillos.

Figura 7.3. Lavador Tecan.

Posteriormente se afiadié el conjugado enzimatico 1 (conjugado Sheep anti-p24,
0.005% Sulfato de Gentamicina) a cada pocillo y se sometid después a una
incubacion. Este paso permitio a los anticuerpos de carnero anti p24 presentes en el
conjugado 1 se fijen a los antigenos- anticuerpos VIH-1 fijos en los pocillos.
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Figura 7.4. Dispensacion del primer conjugado.

5. Segundo lavado.

Figura 7.5. Lavador Tecan.

6. Se afadio el conjugado 2 (conjugado de Avidina, 0.005% Sulfato de Gentamicina) a
cada pocillo y se somete a incubacién. La avidina del conjugado 2 se liga de forma
especifica a los complejos antigeno-anticuerpo VIH-1 fijos a los pocillos. El
excedente del conjugado se elimina mediante en siguiente lavado.

Figura 7.6. Dispensacion del segundo conjugado y el segundo lavado.

7. Se afadi6 la solucion de trabajo TMB (Tetramétil bencidina) y se procedio después
a incubacion. Se observd una coloracion azul o verde azulada, directamente
proporcional a la cantidad de antigeno VIH-1 presente en la muestra.

Figura 7.7. Dispensacion del sustrato.
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8. Se detuvo la reaccion colorimétrica afiadiendo la solucion Stop (1IN H,SO,), que
detiene a la enzima ocurriendo una reaccion colorimétrica que se pone en evidencia
con el cambio de coloracion, de azul verdoso a amarillo.
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Figura 7.8. Dispensacion del Stop.

9. La densidad optica (OD) de las muestras y de los controles se determina por
espectrofotometria a una longitud de onda de 450/620 — 700 nm.>*

7.7.1 Validacion e interpretacion de los resultados

Un test es valido si se cumplen los criterios establecidos por el fabricante o en el inserto los
cuales son:
o Los valores de absorbancia individuales de los controles negativos deben ser
superiores a 0.00 <0.1 UA.
e Las absorbancias medias de los controles positivos deben ser >0.5 UA.

Caélculo del valor umbral (UA).

Se obtiene sumando un factor constante (0.07) al valor de absorbancia media de los
controles negativos. (UA=0.07 + D.O del Control Negativo)

Interpretacion de resultados.
La presencia o la ausencia del antigeno p24 VIH-1 que se determina comparando para cada
muestra la absorbancia registrada con la del valor umbral calculado. Las muestras cuyos

valores de absorbancia sean 0.00 <0.1 UA no reactiva y las >0.5 UA son consideradas
como reactivas. **
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7.8 Aspectos de control de calidad

La fiabilidad de los resultados depende del seguimiento correcto de las siguientes Buenas
Précticas de Laboratorio®:

No usar el reactivo caduco.

No mezclar reactivos de distintos lotes dentro de una misma validacion.

Antes de usar los reactivos es necesario esperar 30 minutos para que se estabilicen a
temperatura ambiente.

Reconstituir los reactivos evitando contaminacion.

Usar material nuevo y desechable.

Usar las puntas de dispensacion para cada muestra.

Comprobar la exactitud y precision de las pipetas y verificar que el instrumento este
trabajando correctamente.

No cambiar el procedimiento.

Utilizar los sueros control en paralelo de las muestras.

No manipular con las manos desnudas, el uso de guantes es obligatorio.

No pipetear con la boca.

Evitar derramar las muestras y los controles

Usar los reactivos de forma correcta ya que algunos contienen azida sodica, azida de
cobre o plomo, como por ejemplo el diluyente para las muestras y este reactivo es
muy toxico.

7.9 Analisis estadistico

Se obtuvieron los porcentajes de resultados positivos y negativos por cada método y se
compararon con la prueba . Se calculé la sensibilidad, especificidad e indice de falsos
positivos y negativos para la prueba de escrutinio, con sus respectivos intervalos de
confianza al 95%. El analisis estadistico se llevo a cabo con el programa SPSS V 20.0.
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VIIl. RESULTADOS.

Se analizaron 141 muestras de pacientes con probable infeccion por VIH a los cuales se les
realizaron tres pruebas diferentes:

1) Prueba de escrutinio a través de quimioluminiscencia.

2) Prueba confirmatoria por Western blot.

3) Determinacion del antigeno p 24 por el método de ELISA.
Se encontraron 5 pacientes con resultados positivos en las tres pruebas, las cuales se
utilizaron como controles positivos junto con los controles propios de cada prueba.

En los resultados para la prueba de escrutinio Architec para el diagnostico de VIH se
obtuvo un 28% de muestras reactivas como se muestra en la figura 18.

Quimioluminiscencia (Architec)

M Reactivos

B No reactivos

Figura 8.1. Porcentaje de muestras no reactivas y reactivas procesadas por el equipo
Architec
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Se observa en la figura 19 la distribucion de los resultados de las muestras analizadas por
Western blot.

Western blot

4%

B INDETERMINAOS
B NEGATIVOS
Hm POSITIVOS

Figura 8.2. Resultados del Western blot.

Al analizar los resultados anteriores se determind que 136 muestras eran discordantes entre
la prueba de escrutinio (Architec) y el Western blot; por lo que a estas muestras se les
realiz6 la determinacion del antigeno p24 por el método de ELISA, encontrando que 11
(8%) muestras fueron positivas al antigeno p24 figura 20.

Antigeno p24

B Positivo

B Negativo

Figura 8.3. Resultados de la determinacion del antigeno p24 por el método de
ELISA.
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Se realiz6 una comparacion entre los resultados obtenidos por el método de
quimioluminiscencia (Architec) y la determinacion del antigeno p24 por ELISA y los
resultados se muestran en el cuadro 10.

Cuadro 8.1. Quimioluminiscencia vs Antigeno p24

Antigeno p24

Quimioluminiscencia Negativo Positivo Total
Reactivo 76% 24%* 28%
No reactivo 97% 3% 72%
Total 92% 8% 100%

*Prueba 2, p< 0.0001.

Con los datos anteriores se calculo la confiabilidad diagnostica para la prueba de escrutinio
(Architec), con sus respectivos intervalos de confianza al 95%. Observandose asi en el
cuadro 11.

Cuadro 8.2. Sensibilidad y especificidad de la prueba de escrutinio Architec respecto a la
determinacion del antigeno p24.

Prueba diagnostica Architec Resultado 1C95%
Sensibilidad 72% 63-81%
Especificidad 79% 71-87%
VPP 24% 9-39%
VPN 97% 94-100%
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IX. DISCUSION

En la actualidad hay mas de 39.5 millones de personas en el mundo que viven con VIH o
SIDA y cerca de un millon y medio son menores de edad, a falta de una solucién para
combatir este virus existe la prevencion y, por supuesto, la deteccion temprana del virus
siendo indispensable para garantizar la calidad de vida, evitando asi la propagacion de la
infeccion.

El SIDA es la pandemia mas importante de nuestro siglo por su crecimiento exponencial,
las consecuencias familiares, sociales o laborales, y su desenlace mortal en todos los casos;
constituyendo asi una amenaza para los programas internacionales de seguridad (Seguridad
Transfusional en México), por lo que la politica de algunos paises en este sentido esta
encaminada a la deteccidn de la infeccion en etapas tempranas; cabe mencionar que desde
el afio 2003 es la Comision Federal para la Proteccion contra los Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS) la encargada de realizar la vigilancia sanitaria.*®

La infeccion por el VIH tiene un perfil seroldgico caracteristico que permite detectar dos
etapas de antigemia: una al inicio de la infeccion y antes de la seroconversion, a la que se
le ha llamado “periodo de ventana” y otra que aparece cuando se establece el compromiso
inmunologico y la evolucion a SIDA.

Hasta la fecha, el diagnostico se realiza mediante pesquisaje serologico de anticuerpos y
mediante ensayos complementarios y la confirmacion con el Western blot. A pesar de que
ha aumentado notablemente la sensibilidad de los ensayos basados en anticuerpos. Por este
motivo, cada dia cobra mayor importancia la introduccion de ensayos para la deteccion del
antigeno p24.

Expertos de la Food and Drug Administration (FDA) determinaron que aungue las pruebas
genéticas seran capaces de detectar el VIH antes de la seroconversion, no era factible su
utilizacion en el pesquisaje masivo por lo costoso de las pruebas. Como alternativa, se
valoré37I3z318 prueba de deteccidon de antigeno p24 para reducir el riesgo de transmision del
VIH. °"

Desafortunadamente no se ha logrado que todas las personas que viven con el VIH o SIDA
se detecten a tiempo, lo que limita que reciban el tratamiento antirretroviral a tiempo para
mejorar la calidad de vida; por ello se insiste en hacer conciencia en que se realice la
prueba como medida de prevencién asi como lo establece la NOM-010-SSA2-1993,394°

Mas del 50% de las personas se detectan en etapas tardias o0 a menos de un afio de
desarrollar la sintomatologia, debido entre otros factores a que las personas no regresan por
sus resultados, por la ubicacion de centros de la salud que puedan asesorar donde, como y
cuando realizarse el estudio o por estigma a la discriminacion, lo que ocasiona pérdida de
oportunidades diagndsticas. Por lo que cabe mencionar que es de suma importancia que las
personas sean responsables y conozcan su condicién al VIH especialmente si ha tenido
practicas de riesgo.*
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En este sentido, la relacion cronoldgica del diagndstico del VIH en un hospital de
referencia tuvo un 51% de 474 pacientes llegando en la primera consulta con un estadio
avanzado, con un deterioro importante de inmunidad celular; haciendo un hallazgo
importante y mencionando la imperiosa necesidad de mejorar un programa de deteccion de
personas infectadas por VIH a fin de no perder el tiempo, que es indispensable para el
tratamiento de la infeccion.*?

En este estudio se recolectaron muestras del periodo del mes de agosto del 2012 al mes de
febrero del 2013 donde se analizaron 141 muestras de pacientes con probable infeccion por
VIH, con resultados no concordantes entre la prueba de escrutinio y la prueba confirmatoria
Western blot, a las cuales se les realizo la prueba del antigeno p24 por el método de ELISA
y determind la sensibilidad de la prueba de escrutinio por el método de
quimioluminiscencia (Architec). Observamos que en la prueba de escrutinio Architec
existe un 28% de muestras reactivas y un 72% de muestras no reactivas; esto inicialmente
nos indica que hay un mayor nimero de pacientes sin el virus, cabe mencionar que sélo
ésta es la parte presuntiva y no se sabe en qué etapa se encuentra el paciente con probable
infeccion por el VIH.

A las muestras anteriores se les realizé la prueba confirmatoria por Western blot dando
como resultados un 83% de muestras indeterminadas, 13% de muestras negativas y un 4%
de muestras positivas; observandose asi que el 72% de muestras no reactivas no son de
pacientes sin el virus como en un principio se menciond, pues en un mayor porcentaje se
encuentran resultados de pacientes con un resultado indeterminado. Un resultado de
Western blot indeterminado puede ser causado por un titulo débil de anticuerpos anti VIH-
1 (como se observa en la seroconversion temprana), SIDA avanzado, una infeccién con un
tipo inusual de VIH como es el tipo 2, o receptores de vacunas experimentales de VIH.
También puede ser causada por la presencia de anticuerpos de reaccion cruzada contra
antigenos de VIH (infeccion viral accidental, vacunacion contra la influenza, hepatitis o
rabia; u otro tipo de infeccion), o reactividad a componentes no virales (algun desorden de
autoinmunidad, mujeres embarazadas o con embarazos multiples y receptores de maltiples
transfusiones de sangre).****%

El Western blot es usado de manera rutinaria para confirmar un resultado de una prueba de
escrutinio serologico reactivo de VIH. Estos ensayos contienen proteinas del VIH
recombinantes, permitiendo la determinacién de la especificacion antigénica de los
anticuerpos en el suero del paciente;*® sin embargo, es importante recordar que no debe
realizarse un Western blot sin haber practicado una previa prueba de escrutinio pues tienen
diferentes alcances y puede mal interpretarse un resultado negativo cuando no lo es.

A un Western blot indeterminado debe darsele seguimiento con una repeticion de
inmunoensayo Yy analisis del Western blot realizdndolo en un periodo de 1-3 meses, con
carga viral para el diagnostico de VIH; la reactividad persistente de los ensayos para
detectar anticuerpos en la prueba de escrutinio con una falta simultdnea de cualquiera de las
bandas presentes en esta determinacion o cambios de patrones del mismo pueden sugerir la
ausen(‘ﬂ_;a“éj“e7 la infeccidn por VIH, sin embargo debe darsele seguimiento como lo indica la
OMS. ™™
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Con los datos obtenidos de la prueba de escrutinio (Architec) y la prueba confirmatoria
Western blot se prosiguid a la determinacion del antigeno p24 observandose en la
determinacion del antigeno p24 que hay un 8% de muestras positivas y un 92% de muestras
negativas.

En este sentido, la determinacion del antigeno p24 se relaciona o coincide con la prueba de
escrutinio presentando un 72% de muestras no reactivas y un 28% de muestras reactivas, lo
cual nos esta indicando que el reactivo Architec combo Ag-Ac VIH si es util para el
diagnostico del VIH debido a que contiene la determinacion del antigeno p24 en su
reactivo utilizado, o bien es una buena alternativa para el seguimiento evolutivo de los
pacientes infectados por el VIH; aunque cabe mencionar que esta prueba aun no es efectiva
para dar un diagndéstico definitivo de infeccién por VIH como lo es la prueba confirmatoria
por Western blot aunque sean de cuarta generacion.

Respecto a la relacion que existe entre la prueba de escrutinio y la determinacion del
antigeno p24 se refleja que existe un 97% de muestras no reactivas con un resultado para el
antigeno p24 negativo, un 24% en la prueba de escrutinio pacientes con resultados reactivos
con un resultado del antigeno p24 positivo; y entre las muestras que no concuerdan existe
un 3% de muestras con resultados para la prueba de escrutinio no reactivos con el antigeno
p24 positivo y un 76% en la prueba de escrutinio reactiva con un antigeno p 24 negativo.

Se identificaron casos en los que no concordaron los resultados entre las pruebas realizadas
y tuvimos la oportunidad de darles seguimiento empleando otro tipo de pruebas como la
carga viral. En un caso en particular se encontrd que en la prueba de escrutinio (Architec)
dio un resultado reactivo, muy alto al valor de corte; para el Western blot dio un resultado
negativo, para la determinacion del antigeno p24 positivo y en carga viral >10 000
copias/mL; lo cual es claro de una seroconversion. Este caso se document6 y se dio
seguimiento con otras muestras del paciente referidas al laboratorio Carpermor en fechas
posteriores a este proyecto.

Recordemos que el protocolo para un diagnostico para la infeccion por el VIH establece la
deteccidn de anticuerpos especificos contra el virus por medio de una prueba de ELISA y la
confirmacidn de resultados reactivos con la técnica de Western blot; sin embargo, es comin
enfrentarse al problema de individuos que presentan un resultado reactivo en el tamizaje,
pero un patrén de bandas por Western blot indeterminado o negativo.*®4%°0°*

Este tipo de hallazgos pueden ser explicados de varias maneras: los pacientes podrian
encontrarse en un estado temprano de la infeccion previo a la seroconversion, no estar
infectados realmente, o presentar algunas sustancias (vacunas o bien pacientes con
tratamiento antirretroviral) en el suero que interfiera con el resultado de la prueba. Otras
posibles explicaciones podrian ser la respuesta incompleta (poca produccion de
anticuerpos) contra el VIH-2, las reacciones cruzadas de anticuerpos contra otros retrovirus
o la presencia de auto-anticuerpos*’, como se mencioné anteriormente.
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En el presente trabajo se observd un gran numero de resultados por Western blot
indeterminados, de estas personas algunas de ellas pueden estar infectadas por el VIH-1y
desarrollar un resultado positivo para el virus al cabo de un mes 0 méas tiempo, sin embargo
algunos individuos con enfermedad avanzada pueden permanecer indeterminados o bien
negativos por el deterioro inmunoldgico avanzado disminuyendo la respuesta y produccion
de anticuerpos contra diferentes antigenos del VIH. Un pequefio nimero de personas que
presentan un resultado de Western blot indeterminado repetidamente es poco probable que
estén infectados por el VIH. También debemos considerar a los pacientes con resultados
falsos negativos por causas como el efecto prozona cuando se tiene la enfermedad
avanzada, teniendo causas como los defectos de las pruebas diagnosticas (vencimientos de
lote, degradacion del reactivo, mala conservacion y/o defectos de fabrica). Por ello, también
cabe mencionar que es muy importante que el personal que realice estas determinaciones
esté capacitado y conozca de todos los factores que pueden interferir con el resultado; asi
como también que el médico realice una buena historia clinica y proporcione la mayor
cantidad de informacién al laboratorio.>*°3>*

Existié otro caso en donde se observd un paciente con un resultado en la prueba de
escrutinio (Architec) negativo, un resultado para Western blot indeterminado, una
determinacion del antigeno p24 positivo y carga viral de 0 copias/mL; probable falso
positivo, del cual podemos decir que en estos casos se podria deber a alguna reaccion por
vacuna reciente (vacunas contra la hepatitis B, vacunas contra la rabia o la vacuna de la
influenza),infecciones virales incidentales, enfermedad autoinmune, falla renal, fibrosis
quistica, embarazos multiples, varias transfusiones de sangre, enfermedad hepatica, abuso
de sustancias parentales, etc..>**>°

Respecto al porcentaje de la determinacion del antigeno p24 no se logré observar como tal
la presencia del antigeno para la mayoria de las muestras procesadas, la presencia o
ausencia de antigemia se ha visto relacionada con las distintas fases evolutivas de la
enfermedad y como este estudio solo fue transversal, solamente se contaba con una muestra
de suero tomada una unica vez, por lo que no se le pudo dar seguimiento a estos pacientes
para saber su situacidn con respecto al diagnéstico para el VIH. *’

Es importante resaltar que el tener presente algunos casos de pacientes con resultados falsos
positivos, falsos negativo, resultados con Western blot indeterminados o detecciones de
antigenos p24 positivos o0 negativos, nos permiten realizar una aproximacién mas precisa al
diagndstico, darle seguimiento con otra pruebas adicionales (cargas virales, PCR, cultivo
del virus, conteo de linfocitos CD4+, etc.), ir evitando que un paciente infectado continué
sin la atencién oportuna que impida el progreso de su enfermedad y sobre todo el contagio
a otras personas. Cabe mencionar que el diagnostico de la infeccion por el VIH es el
resultado de la integracion de tres criterios basicos: el clinico, el epidemioldgico y el del
laboratorio.>**°
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Por ultimo con todos los datos recopilados del estudio y con la determinacion del antigeno
p24 se obtuvo un 72% de sensibilidad y un 79% de especificidad para la prueba de
escrutinio por quimioluminiscencia Architec que utiliza como reactivo el combo Ac-Ag
p24 de cuarta generacion observandose una buena relacion con los resultados de ELISA Ag
p24. Si tomamos en cuenta que para ser considerada una prueba diagndstica como
aceptable se debe tener una sensibilidad y especificidad superior al 80%,% y los resultados
estan cercanos a este dato, podemos decir que el uso de pruebas como el método de ELISA
pudieran resultar una alternativa Gtil en el seguimiento clinico y seroldgico de individuos
infectados por VIH, permitiéndonos monitorear el estado de salud del paciente, ayuda a
resolver las discrepancias de resultados para asi tener un diagnostico mas certero de la
infeccidn, ya que detecta Ag-Ac para el VHI 1-2, sirve para identificar la ausencia de la
enfermedad, pero sin ser una prueba definitiva para el diagnostico de VIH como lo es una
confirmatoria como el Western blot, ya que podemos caer en un error de reportar un
resultado falso.
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X. CONCLUSION

Se encontrd un 8% de muestras positivas al antigeno p24 cuando las determinaciones por la
prueba de escrutinio (Architec) y el Western blot eran discordantes.

Se observé una concordancia de resultados negativos del 97% y positivos del 24% entre los
métodos de quimioluminiscencia y deteccion de antigeno p24.

Se obtuvo un 72% de sensibilidad y un 79% de especificidad en la prueba de escrutinio por
quimioluminiscencia (Architec) a través de la determinacion del antigeno p24.

La prueba de quimioluminiscencia (Architec) es una prueba util para el diagndstico,
seguimiento clinico y seroldgico de individuos infectados por el VIH; asi como un apoyo
para el diagndstico temprano de la infeccion debido a que el reactivo empleado cuenta con
la posibilidad de detectar el antigeno p24 aun en el periodo de ventana.
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XI. PROPUESTAS

Este estudio sirve como incentivo para que los laboratorios de diagnostico de la salud
Ileven a un estudio sobre el VIH méas exhaustivo aun siendo s6lo una prueba de escrutinio,
para identificar la correcta presencia de la infeccion y hacer hincapié al médico de las
posibles causas del resultado o bien enviar notas o sugerencias para el paciente en cuanto a
sus pruebas de diagndstico.

Cabe mencionar la importancia y hacer conciencia al personal médico de que las tres
pruebas tienen alcances diferentes y hay que darle seguimiento a cada una y no quedarnos
con un solo resultado.

Por lo tanto se sugiere la realizacion de un cuestionario previo (Anexo 1), asi como
adicionar notas (Anexo 2) al liberar los resultados en caso de sospechar de una infeccion
reciente por el VIH, esto con el fin de detectar oportunamente la infeccion.

Para la empresa Carpermor en particular se realizo un protocolo (Anexo 3) a seguir para el
apoyo al diagndstico del VIH.
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ANEXO 1. Cuestionario para apoyo al diagnéstico del VIH.
Preguntas (Razoén, con qué frecuencia, nimero y tipo)
Hombres/Mujeres

¢Ha perdido peso en los ultimos 6 meses sin causa
aparente?

¢Se ha realizado anteriormente alguna prueba para el
diagnostico de VIH y cuél ha sido su resultado?
¢Sabe si padece alguna enfermedad autoinmune?

Practicas sexuales

¢NUmero de parejas sexuales que ha tenido?

Ha practicado relaciones sexuales de alto riesgo ¢en qué
tiempo?

¢Utiliza algun método de proteccion durante sus
relaciones sexuales?

¢Ha sufrido abuso sexual?

¢Ha utilizado drogas intravenosas?

Practicas quirargicas

¢Ha sufrido de alguna operacion o trasplante?
¢Lo han transfundido?

¢Ha donado sangre?

¢Se ha vacunado recientemente y cuél ha sido?

Mujeres

¢Ha estado embarazada?
¢NUumero de embarazos?
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ANEXO 2. NOTAS SUGERIDAS

Con el resultado obtenido del Western blot y prueba de escrutinio se puede adicionar
algunas notas en apoyo al diagndstico del paciente, dependiendo del resultado sugiriendo
lo siguiente:

e La determinacion de VIH 1-2 por el método de quimioluminiscencia que es una
prueba de escrutinio; todo resultado reactivo debe confirmarse por medio del
método de Western blot, que es la prueba confirmatoria.

e Si la prueba de escrutinio es reactiva y el Western blot es negativo: si el virus esta
presente, es posible que ain no se hayan producido los suficientes anticuerpos que
permitan su deteccion por el Western blot, por lo que se recomienda repetir el
estudio de uno a tres meses; a consideracion medica.

e (Cabe sefialar que en la prueba de escrutinio puede dar falsos positivos por
reacciones cruzadas con otras infecciones virales o bacterianas, sugiriendo asi la
repeticion del estudio en dias posteriores.

e Los resultados indeterminados pueden deberse a la seroconversion, a reacciones
cruzadas por ello se recomienda repetir el estudio y dar seguimiento a su resultado.

e Los resultados indeterminados pueden deberse a una infeccién por VIH-2 o por
reacciones cruzadas por retrovirus se sugiere dar seguimiento a su resultado.

e Si se observan bandas no estructurales es recomendable ponerlas en los resultados,
de alguna manera dar seguimiento a ese diagnostico.

e Se recomienda repetir el estudio en un lapso de uno a tres meses, a consideracion
del médico tratante.

e Si la prueba de escrutinio es reactiva y muy cercana al punto de corte, se
recomienda repetir el estudio en 1 0o 3 meses a criterio médico; en este caso de
recomienda liberar el resultado poniendo el resultado numérico de S/ICO vy la
respectiva tabla de interpretacién y no la palabra Reactivo o No Reactivo.

Con alguna de estas notas podemos ayudar a que el médico considere si es 0 no necesario
repetir el estudio y darle un diagnostico al paciente mas certero, confiable y seguro. Estas
notas ayudan también mucho al paciente para que no caiga en el mal diagnostico de que
este no es positivo en primera instancia por que puede ser una reaccion cruzada o bien para
que se repita el estudio y si es verdaderamente positivo tal vez la razon se por qué ain no
habia producido los suficientes anticuerpos para detectarlos en aquel entonces y de esa
forma prevenir las acciones e iniciar un tratamiento adecuado.
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ANEXO 3 Protocolo para el Laboratorio Carpermor

Protocolo para la deteccion temprana del VIH.

» Al ser ingresada la muestra a control de muestras, esta debera ir acompafiada con su
cuestionario para apoyo a su diagnostico en los casos que se requiera.

» Una vez que la muestra este en el departamento de proceso se llevard a cabo el
siguiente protocolo:
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