Uso la determinacion de carga viral en pacientes con infeccion por VIH

Viral load test for patients with HIV infection
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El uso del examen de determinacion de carga viral
utilizando la tecnologia demuestra como la patologia
molecular puede cambiar el conocimiento de la
fisiopatogenia de una enfermedad y los conceptos
acerca del manejo de los pacientes infectados por VIH.
La informacion que este examen provee al médico
clinico es esencial en el momento de establecer el
prondstico 'y medir la eficacia del tratamiento
antiretroviral.  Sin este examen, el cuidado de un
paciente VIH positivo puede ser incompleto. El objetivo
de este articulo es mostrar la utilidad de esta técnica,
sus aplicaciones actuales y los retos que se deben
afrontar en los paises del tercer mundo para hacerla
disponible a todos los que la necesitan.
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The use of viral load test is an example of how
molecular pathology is able to change our knowledge
about a disease and the basic concepts about the
management of patients with HIV infection. The
information this test provides to the physician is
essential to establish the patients’ prognosis and
antiviral treatment effectiveness. Without this test,
patients with HIV infection could have an incomplete
health care. The goal of this paper is to show the utility
of this technique, its actual applications and the
challenges third world countries should face in order to
make it available to HIV patients.
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Introduccion

La infeccion por el virus de Inmunodeficiencia
Humana (VIH), ha sido en las dos ultimas décadas
uno de los mas grandes retos y desafios con los que
la humanidad se ha enfrentado. En el campo
médico los avances han sido superlativos, aunque
aun insuficientes. Sin embargo, gracias al estudio
de las aplicaciones de la genética, la inmunologia,
la biologia molecular y la infectologia, muchos de
estos avances en la actualidad sirven para dar un
mejor cuidado a los pacientes VIH positivos.

El presente articulo esta destinado a hacer una
revision del examen de determinacion de carga
viral, y detallar sus actuales aplicaciones en el
contexto de los actuales conocimientos sobre la
infeccion por el Virus de Inmunodeficiencia
Humana.

1. Descripcion del agente etiologico del SIDA:
Virus de Inmunodeficiencia Humana

El virus de inmunodeficiencia humana (VIH) es un
retrovirus que pertenece a la familia lentiviridae.
Existen dos formas genéticamente diferentes pero
relacionadas de este virus, el VHI-1 y VHI-2, de
los cuales el VIH-1 es el subtipo mas ampliamente
difundido en el hemisferio occidental. El virion del
VIH es esférico y contiene un core electrodenso,
rodeado por una envoltura lipidica. El core del
virus contiene: 1) la proteina mayor del capside p
24; 2) la proteina de nucleocapside p7/p9; 3) Dos
copias de Acido Ribonucleico (ARN) y 4) tres
enzimas virales, a saber, proteasa, inverso
transcriptasa e integrasa.

86 * Doctor en Medicina y Cirugia. Investigador Asociado, Instituto de Biomedicina Universidad Catélica de Santiago de
Guayaquil, Laboratorio de Citogenética y Biologia Molecular, Hospital “Dr. Juan Tanca Marengo”-ION SOLCA



Uso la determinacién de carga viral en pacientes con infeccion por VIH

El genoma del provirus contiene los genes gag,
pol, y env que codifican las distintas proteinas.
Adicionalmente a estos genes comunes e
indispensables para la constitucion misma del
virus, existen otros genes como el tat, rev, vif, nef,
vpr, y vpu, que regulan la sintesis y ensamblaje de
las particulas virales infecciosas (1).

1. Caracteristicas clinicas de la infeccién por
VIH

La caracteristica cardinal de la infeccion
sintomatica por VIH es la inmunodeficiencia
causada por la replicacion viral continua. Su
capacidad de infectar a las células que expresan el
antigeno de superficie CD4 hace que su célula
diana en un principio sea el linfocito T-helper o
ayudador, que a su vez dirige otras células durante
la respuesta inmune. A medida que la infeccion
progresa mayor es la deficiencia no solo
cuantitativa sino sobre todo cualitativa de las
células CD4. Otras células que se ven afectadas
por la accion del VIH son los linfocitos B y los
macrofagos. Lo que en definitiva hace que la
inmunodeficiencia causada por el VIH sea mixta:
celular y humoral.(2)

Clinicamente los sindromes causados por la
infeccion del VIH se pueden explicar por tres
mecanismos conocidos:

1. Inmunodeficiencia: que es la consecuencia
directa de la accion del VIH sobre las células
del sistema inmune. El mayor riesgo de
infecciones y la probabilidad de presentar
cierto tipos de cancer como el Sarcoma de
Kaposi estan relacionadas a este mecanismo.

2. Autoinmunidad: Este fenomeno puede deberse
a desordenes de la funcion inmune celular
como a disfunciones de linfocitos B. Ejemplos
de este son la infiltracion linfatica de distintos
organos y la produccion de autoanticuerpos.
Este tipo de situaciones puede coexistir con la
inmunodeficiencia o presentarse como la tnica
manifestacion clinica del sindrome.

3. Disfunciones  neuroldgicas,
gastrointestinales (1).

renales y

Todos estos mecanismos en una u otra medida
contribuyen a la historia natural de la infeccion del
VIH: el desarrollo del Sindrome de

Inmunodeficiencia Adquirida y la muerte del
individuo.

2. Examenes de laboratorio que se utilizan en
el contexto de la infeccién por VIH

Se hard una breve revision de este apartado,
poniéndose énfasis en dar un preambulo de la
significancia y utilidad del examen de carga viral.
Existen diversos tipos de pruebas que
complementan el estudio clinico de un paciente
con infeccion por VIH, entre ellos:

1. Tests especificos para detectar VIH. Este
tipo de examenes incluyen la deteccion de
antigenos y la deteccion de anticuerpos. El test
de Tamizaje (screening) es el test serologico
realizado mediante el ensayo de
inmunoabsorcion mediado por enzimas
(ELISA por sus siglas en inglés). E1 95% de
los analisis son positivos a las seis semanas de
la transmision. Para eliminar la posibilidad de
falsos positivos, las pruebas que sean reactivas
de manera repetitiva deben a su vez ser
confirmadas por el analisis echo por “Western
Blot”. El Western Blot es el examen
confirmatorio para la deteccion del HIV. Al
combinar con el ELISA tiene una sensibilidad
del 99.99%. Se puede tener resultados
indeterminados en ciertos casos, como la
infeccion temprana por VIH, infeccion por
VIH tipo 2, enfermedades autoinmunes,
embarazo, y administracion reciente de vacuna
antitetanica (1).

2. Hallazgos no especificos relacionados con
HIV. Los  hallazgos no  especificos
relacionados con el VIH se centran
principalmente en las alteraciones de Ia
biometria hematica. Estos pueden incluir
anemia, leucopenia, principalmente
linfocitopenia y trombocitopenia, o una
combinacion de estas. También suele
encontrarse un aumento de la tasa de
eritrosedimentacion,  hipergamaglobulinemia
policlonal, e hipercolesterolemia.  Otro
hallazgo comin no especifico es la anergia
cutanea (1).

3. Marcadores de laboratorio que se usan para
establecer el prondstico. Existen varios
examenes disponibles que son de utilidad para
establecer el prondstico y realizar el
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seguimiento de esta enfermedad. Dos de ellos
citaremos en este documento.

1. Conteo de linfocitos CD 4. Existen varios
métodos para realizar la medicion de
linfocitos CD4. Su importancia radica en
que brinda una medida relacionada con el
estado de la funcidon inmune y por tanto de
la posibilidad de presentar o no infecciones
oportunistas de tal modo que es posible
determinar cual es la morbilidad y
mortalidad, pues diversos estudios
relacionan la presencia de determinados
niveles de CD4 con estos parametros.
Dependiendo de los hallazgos se debe de
hacer una medicion rutinaria de linfocitos
CD4 cada 6 meses cuando al iniciarse el
tratamiento antiretroviral el paciente tiene
una valor de CD4 superior a 350 células
por pL, mientras que debe de realizarse
una medicion cada 3 meses si en el primer
estudio previo a la instauracion de la
terapia tiene un valor inferior (1).

2. Carga viral. El conteo de CD4 mide la
funcién inmune, sin embargo no es
adecuado para medir la actividad viral o
cuan activa es la replicacion del VIH en el
organismo. La medicion de carga viral
provee de esta informacion y es una
herramienta que posee un valor prondstico
independiente de la medicion de CD4 (1).

4. Qué esy cual es la utilidad de la carga viral.

El término “carga viral” es relativamente nuevo en
el argot médico. Se lo utiliz6 inicialmente para
describir el nimero de particulas virales en la
infeccion por VIH. Ahora este es un concepto
ampliamente difundido y se lo utiliza también el
caso de otros tipos de virus (3).

Se pude definir el concepto de carga viral como la
cantidad de particulas virales encontradas en cada
mililitro de sangre (4).

Es, sin duda, el primer y mas espectacular ejemplo
de como una técnica de biologia molecular ha
abandonado los centros de investigacion basica
para ser puesta en servicio del manejo rutinario de
una enfermedad, y a través de ella cambien el
concepto mismo de la fisiopatologia y de los
cuidados de salud de un tipo particular de paciente

().

Descripcion del Método

Existen por lo menos tres distintos métodos
empleados para la cuantificacion del VIH-1 en el
plasma actualmente disponibles en el mercado (4),
ellos son:

A. Hibridizacion con amplificacion de sefal

B. Transcripcion inversa y reaccion en cadena de
la polimeraza

C. Amplificacion basada en la secuenciacion de
acido nucleico.

A. Hibridizacion con amplificacion de sefal
Consiste en la unién de secuencias especificas de
ADN de VIH-1 en el ARN viral, seguido de la
deteccion de este proceso mediante una sefal de
amplificacion. Esta tecnologia se la utiliza en el
método de Bayer b. DNA 3.0

B. Amplificaciéon basada en la secuenciacion de
acido nucleico

La técnica consiste en la secuenciacion del acido

nucleico y posterior medicion del numero de

particulas amplificadas.

C. Transcripcion inversa y reacciéon en cadena
de la polimeraza

Consiste en la amplificacion enzimatica del RNA
mensajero del VIH-1 con la posterior
retrotranscripcion a DNA. Esta tecnologia es
utilizada por el quit Amplicor 1.5, que es el que se
lo utiliza actualmente en el Instituto Oncologico
Nacional y es utilizado por el 80% de los centros
que se dedican a realizar estudios de carga viral, es
considerado el método estandar para medicion de
carga viral. Es el unico kit aprobado por la FDA
hasta el momento (5, 6, 7); sigue un flujo de
trabajo de tres pasos:1. La preparacion del
espécimen, 2. amplificacion que consiste en la
transcripcion inversa del ARN, mediante ciclos de
calor realizar la reaccion en cadena de polimeraza
para aumentar el nimero de copias, y 3) deteccion
mediante inmunoflorescencia.

En los parrafos subsecuentes se detallara distintos
avances que se han logrado en el contexto del
conocimiento de la infeccion por VIH gracias a los
aportes de la carga viral.

1. Se describi6 que el VIH nunca esta en una
fase totalmente latente. Se pudo determinar
que el virus, desde el momento mismo de
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la infeccion entra en una exhaustiva etapa
de replicacion.

Durante las diferentes fases de la enfermedad,
existe replicacion viral activa, inclusive en la fase
llamada “clinicamente latente”. En otras palabras,
la infeccion por virus de inmunodeficiencia
humana carece de una fase estrictamente latente,
desde el punto de vista microbioldgico (2, 5).

II. Se establecio la relacion entre la actividad
viral y el curso de la enfermedad.

La cantidad de virus presentes en sangre periférica
permite demostrar la dinamica de la relacion entre
el huésped. Gracias al enfoque que se tiene por la
carga viral, se lo puede distinguir en tres etapas: 1)
la inicial, aguda, 2) intermedia, o cronica, y 3)
final o de crisis (1, 2, 8).

La fase aguda temprana, representa la respuesta
inicial de un adulto inmunocompetente a la
infeccion por VIH. Se caracteriza inicialmente por
una nivel elevado de produccion del virus,
presencia plasmatica, diseminacién y siembra en
los tejidos linfoideos. Sin embargo la infeccion
aguda es rapidamente controlada mediante una
respuesta inmune antiviral y produccion de
linfocitos citotoxicos CD 8+ (8). Desde el punto de
vista clinico esta fase esta asociada por una
enfermedad viral autolimitada en un 50-70% de los
casos. Otros sintomas no especificos pueden
incluir mialgias, fiebre, pérdida de peso, rash,
adenopatias, diarrea y vomito (8, 9).

La carga viral al final de la etapa aguda refleja el
equilibrio entre el virus y el huésped, luego de la
“batalla inicial” y luego permanece relativamente
estable por varios afnos. Este nivel de viremia
estable, es un predictor extremadamente
importante de la tasa de progresion de la
enfermedad por VIH.

La fase crénica intermedia, representa un periodo
de relativo control de la infeccion por parte del
sistema inmune. Es durante este periodo que se
instaura el tratamiento antirretroviral, que el
examen de carga viral cobra valor en tanto y
cuanto permite valorar la respuesta al tratamiento,
monitorizarla,  prever que  no existan
complicaciones inclusive antes de que estas
ocurran, y eventualmente disponer el cambio de
terapia si no hay una respuesta adecuada.

La fase final de crisis es la que se inicia cuando
sucede un evento adverso, que puede suele ser una
infeccion oportunista, y que coincide con el
aumento sostenido y exponencial de la carga viral
y la disminucion de la respuesta inmune del
huésped, graficada por la disminucidn el contaje de
linfocitos T ayudadores, CD 4.

Como podemos observar, la historia natural de la
infeccion por VIH  estd  perfectamente
correlacionada a la virulencia del agente etiologico
que ha sido establecida por la medicion de la carga
viral por VIH (10)(Grafico 1).

Grafico 1

Correlacion de los estadios clinicos de la infeccion del
VIH con los niveles de carga viral
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Fuente: Tomado de la sexta edicion en Inglés de Anatomia
Patologica de Robins.

II1. Se pudo establecer el pronéstico sobre la
base de la medicion inicial de la carga viral.

El examen de carga viral en VIH es una da las
herramientas con mayor poder prondstico en la
medicina moderna, rivalizando en este sentido con
los sistemas de estadificacion en ciertos tipos de
cancer (11, 12).

Diversos estudios han establecido que mediante la
determinacion inicial de carga viral se puede
pronosticar  la  respuesta al  tratamiento
antirretroviral, y alin sin este tratamiento, niveles
mayores de viremia estan relacionados con peor
pronoéstico y mayor posibilidad de desarrollar el
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida o de
progresion de la infeccién. Sin embargo no se
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puede establecer una relacion causa-efecto entre
ambos parametros, puesto que muchos factores
estan implicados en cuanto una persona infectada
con VIH desarrollara SIDA, entre ellas el estado
nutricional, el acceso a servicios adecuados de
salud y la prevencion de enfermedades
oportunistas.

IV. Permitié la evaluacion de nuevas terapias
antirretrovirales en los ensayos clinicos

Durante las dos ultimas décadas, muchos de los
mas importantes eventos en la investigacion
aplicada en el campo de la medicina se han
centrado en encontrar terapias para luchar contra la
infeccion por VIH. El advenimiento de firmacos
inhibidores de la retro transcriptas, inhibidores de
nucledtidos, o nucledsidos inhibidores de la
reverso transcriptasa, tuvo que ser monitorizado de
una manera eficaz y efectiva. Nuevamente aqui
los ensayos necesitaron de la medicion por carga
viral para comparar la eficacia de un régimen
terapéutico sobre otros o para determinar la manera
en que se transmite la enfermedad y la posibilidad
de transmision en los grupos humanos
considerados de alto riesgo.

A mas de ello, y a través de los ensayos clinicos, se
ha podido determinar el valor relativo de la viremia
con la transmision de la enfermedad en los
distintos grupos de riesgo (13, 14, 16).

Como sabemos la transmision de la infeccion por
VIH se da por tres mecanismos: transmision
sexual, por compartir jeringuillas en el caso de
usuarios de drogas intravenosas y por transmision
vertical de madre a hijo (13,14,15,16,17,18,19).

Transmision sexual de VIH y carga viral

Los datos de estudios realizados en paises con alta
prevalencia de VIH en la poblacion sugieren que
existe una mayor predisposicion de transmision de
VIH de personas con una carga viral alta a sus
compafieros sexuales (10). Esto, que pareceria
obvio, tiene gran importancia, por que se ha
determinado que suprimiendo la viremia o por lo
menos atenuandolo a ciertos niveles se puede
ayudar a prevenir la transmision del virus,
sumados, claro esta, a otras medidas de
prevencion como el uso del preservativo.

Transmision de VIH en personas que son
usuarios de drogas inyectables.

Este grupo es particularmente importante ya que de
acuerdo a estudios epidemiologicos constituyo el
punto de enlace entre la poblacién homosexual y la
heterosexual. En los estudios realizados en este
grupo de pacientes no se determiné que la relacion
entre la carga viral y el riesgo de infeccion por
VIH sea distinta a las personas que adquirieron
VIH por contacto sexual (22).

Relacion de carga viral con la transmision
vertical de carga viral.

Este es un grupo de riesgo de gran interés desde el
punto de vista investigativo, pues es el Gnico que
nos permite tener una idea bastante cercana del
momento en que se produjo la adquisicion del
agente etiologico (23, 24). En el grupo de mujeres
seropositivas embarazadas se instituyo la terapia
preventiva con ziduvidine para evitar la
transmision a sus productos, mostrandose
resultados satisfactorios. Esta reduccion de los
niveles de transmision después del tratamiento por
ziduvidaina es solo parcialmente explicado por la
reduccion de los niveles plasmaticos de VIH, ya
que la reduccidn de la carga viral en las madres no
fue muy grande desde el momento del inicio del
estudio hasta el parto, pero la reduccion de
transmision en el grupo de pacientes que recibieron
tratamiento comparado con el grupo de personas
que si fue muy significativo (25). Por lo que se
concluye que deben de existir otros mecanismos
que expliquen esta reduccion mas alla de la carga
viral.

V. Permitié dar pautas de inicio de tratamiento
sin que existan manifestaciones clinicas

El tratamiento adecuado para enfrentar la infeccion
por VIH, al igual que en otras enfermedades, no
deja de tener complicaciones y aun en aquellos
paises donde el sistema de salud brinda cobertura a
la poblaciéon de manera eficiente, no deja de ser
caro. Por tanto es necesario establecer algoritmos
que nos indique cuando se debe iniciar dicho
tratamiento. Aunque no existe consenso al
respecto, algunas disposiciones tanto del CDC
cuanto de otras instituciones recomiendan que este
se inicien cuando se tenga un contaje de carga
viral de mas de 20.000 copias por mililitro. Otros
estudios proponen el inicio del tratamiento cuando
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el nivel de carga viral oscile entre 10.000 y 30.000
copias por mililitro. En lo que la mayoria de los
investigadores estdn de acuerdo es que para tener
una vision adecuada de cada paciente se necesita
del dato que da la medicion de carga viral.

VI. Permiti6 determinar la falla de wun
tratamiento antirretroviral antes de que exista
una mayor repercusion clinica

Gracias a los datos de carga viral, se ha tenido una
pauta fidedigna del momento en que es necesario
el cambio de tratamiento debido a fracaso del
mismo. Se considera que si no se ha alcanzado
una disminucién de la carga viral en un nivel
logaritmico 0.5 log ml, el paciente no responde al
tratamiento con terapia antirretroviral altamente
activa. Sin la carga viral, no habria manera de
determinar dicho fracaso terapéutico sino hasta que
la enfermedad progrese y en ciertos casos, de
manera fatal, aumentando innecesariamente los
costos (1)

5. Carga viral y el manejo de pacientes con
infeccion por VIH.

El examen de carga viral no es un método
diagnostico en la infeccion por VIH, su utilidad es
mas bien en el pronostico y monitorizacion del
tratamiento.

Una vez diagnosticado un paciente como VIH
positivo, se debe de realizar dos mediciones de
carga viral con por lo menos una o dos semanas de
intervalo antes de iniciar un tratamiento; esto
concomitantemente a la medicion de CD4.

Cuando se tenga una carga viral de VIH RNA de
entre 10.000 y 20.000 copias por ml, se debe
discutir la opcion de iniciar la terapia
antirretroviral.  Si la carga viral es mayor de
20.000 se debe proceder a iniciar la terapia.

Se debe repetir la medicion a las cuatro semanas de
iniciado el tratamiento. Posteriormente se debe
realizar una medicion tanto de carga viral como de
CD4 cada tres o cuatro meses.

Si no existe un cambio de valor de viremia mayor a
2.5 log mantenido por mas de 6 meses se debe
proceder a cambiar el tratamiento (1).

6. Perspectivas presentes y futuras en los paises
del tercer mundo, a manera de conclusién

Los datos que se sefialan en este articulo se basan
en varios estudios realizados en distintos paises
con universos que varian en su tamafio,
representacion étnica asi como en grupos de riesgo.
Sin embargo deben ser corroborados por
metaandlisis y estudios multicéntricos que
incluyan a paises del tercer mundo, donde se
encuentran la gran mayoria de pacientes infectados
con el virus de inmunodeficiencia humana. Sin
embargo los retos en este campo no se limitan a
validar estos datos de esa manera. Van mucho mas
alla.

El manejo de pacientes con VIH en paises donde
los recursos son limitados, constituye no solo un
problema de salud que pone en peligro a la
sociedad en su conjunto sino también un reto que
debe afrontarse con entereza y creatividad.

Existen varias iniciativas que deben ser
aprovechadas para el mayor beneficio de las
personas infectadas y para evitar que el numero de
casos aumente. Entre ellas el aporte de la OMS y
la OPS en el Fondo Global para la lucha contra el
SIDA, tuberculosis y malaria y el Programa de
Iniciativa Conjunta de las Naciones Unidas para
VIH/SIDA. En estos se contempla la creacion de
redes que permitan el acceso a terapia
antirretroviral ~ altamente activa. En dichos
programas también se contempla un adecuado
monitoreo de las personas infectadas mediante el
contaje de CD4 y la prueba de carga viral (24).

En la actualidad, en el Ecuador existe un
subregistro de las personas VIH positivas a mas de
ello no hay un adecuado sistema de salud que
permita un adecuado tratamiento y seguimiento de
estas personas, y quienes tienen acceso a estos
servicios lo tienen a un precio excluyente. Lo que
es mas, el adiestramiento de los trabajadores de
salud en la aplicacion de terapia antirretroviral
altamente activa y el uso e interpretacion de las
pruebas diagnosticas es limitado.

Por tanto los retos se deben centrar en superar
todas estas falencias. Se debe empezar por tratar
de establecer nuestros propios registros para asi
conocer las necesidades y las prioridades al
momento de destinar recursos.
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En el campo especifico de las pruebas por carga
viral, el reto mayor es tener una prueba a la que se
tenga acceso a un costo que pueda ser cubierto por
el paciente o el sistema de seguro que lo protege
(5, 7). Es indispensable que el personal de salud
tenga una mayor comprension del significado de
los resultados de carga viral en el contexto del
manejo del paciente VIH positivo. Obviamente la
implementacion de esta técnica y del contaje de
CD4, CDS8, genotipificicacion y fenotipifificacion
del virus, solo tiene sentido en el cuando exista de
un acceso adecuado de los pacientes a terapia
antirretroviral altamente activa. En el momento en
que se alcancen estos objetivos, se podran plantear
nuevos retos entre los que podemos enunciar el
lograr mayor sensibilidad de carga viral ante
niveles minimos de particulas o buscar el método
de determinar la carga viral en los reservorios
tisulares del virus. De ahi que el trabajo en este
campo tenga mucho camino que recorrer en los
paises en vias de desarrollo.
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