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RESUMEN

Las pruebas de laboratorio de tercera y cuarta generacion para VIH, detectan anticuerpos tipo IgG e IgM; las de cuarta ademas
detectan la proteina p-24 del VIH que aparece antes que los anticuerpos tipo IgM. Por lo anterior, con el algoritmo disponible para
las pruebas de hasta tercera generacion, se puede dejar de detectar hasta el 60% de las infecciones por VIH-1y 2. En los bancos
de sangre, el uso de estas pruebas de cuarta generacion puede detectar un porcentaje importante de infecciones tempranas,
con anticuerpos negativos y solamente p-24/VIH positivo (3% en bancos de sangre de Bogota, Colombia). Por lo anterior surgid la
necesidad de confirmar las infecciones tempranas detectadas por las pruebas de cuarta generacién que detectan antigen-p24 y
anticuerpos anti-VIH, pero son falsos negativos en las pruebas confirmatorias como Western Blot. Esos pacientes tienen infeccion
aguda, son muy infectantes y contribuyen en forma importante a la diseminacién de la infeccidn. Esto se resuelve con la detecciéon
del RNA-VIH y un nuevo algoritmo que ya ha sido evaluado exitosamente en 2 diferentes estudios. Se recomienda ademas, repetir
las pruebas en estos casos discordantes en 2 -4 semanas después de la primera evaluacidn.

Palabras clave: VIH. Algoritmo Diagndstico. Blips. p-24.

ABSTRACT

Third and fourth generation laboratory tests for HIV detect antibodies type IgG and IgM. Fourth generation test also detect HIV p24
protein that appears before the antibodies type IgM. Due to the aforesaid, the algorithm available for tests until third generation
might not detected 60% of the HIV-1 and HIV-2 infections. In blood banks, these 4th generation tests can detect an important
percentage of early infections the need to confirm early infections detected by fourth-generation test that detect an important
percentage of early infections, with negative antibodies and only positive HIV p24 (3% in blood banks in Bogota, Colombia). Out
of the aforesaid emerged the need to confirm early infections detected by fourth generation test that identify p24 antigen and
anti-HIV antibodies, but that are false negatives in confirmatory laboratory tests such as Western Blot. These patients have acute
infection, which are very infectious, and contribute as a significant effect to spread infections. This is solved with the detection of
RNA HIV and a new algorithm that has been successfully evaluated in two different studies. It is also recommended to repeat the
test in 2 to 4 weeks after the first test when there are conflicts in the results.

Keywords: HIV. Diagnosis Algorithm. Blips. HIV p24.

RESUMO

Os exames de laboratério de terceira e quarta geragdo para o VIH, detectam anticorpos tipo IgG e IgM; os de quarta além disso,
detectam a proteina p-24 do VIH que aparece antes que os anticorpos tipo IgM. Pelo anterior, com o algoritmo disponivel para os
exames de até terceira geragao, pode-se deixar de detectar até o 60% das infecgGes pelo VIH-1 e VIH-2. Nos bancos de sangue, o
uso dos exames de quarta geragdo pode detectar uma percentagem importante de infecgGes iniciais, com anticorpos negativos e
somente p-24/VIH positivo (3% em bancos de sangue de Bogota, Colémbia). Pelo anterior surgiu da necessidade de confirmar as
infecciones iniciais detectadas pelos exames de quarta geragdo que detectam antigeno-p24 e anticorpos anti-VIH, porém s3o falso-
negativos nos testes confirmatérios como Western Blot. Estes pacientes tém infecgdo aguda, sdo muito infectantes e contribuem
de forma importante a disseminagdo da infecgdo. Isto se resolve com a detec¢do do RNA-VIH e um novo algoritmo que ja tem sido
avaliado com sucesso em dois (2) diferentes estudos. Recomenda-se além, repetir os exames nestes casos discordantes nas 2 - 4
semanas depois da primeira avaliagao.
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A. JARAMILLO

Nuevas pruebas seroldgicas para VIH

Como ocurri6 en la década del noventa, el desarrollo
de nuevas pruebas para la deteccidn de la infeccion
por VIH, marcé grandes avances en el conocimiento
de este problema y promovi6 la tecnologia para
deteccién de infecciones en general. [gualmente,
la aparicién de nuevos algoritmos de interpretacion.

Las pruebas de cuarta generacién, para deteccién
simultdnea de Antigeno p-24/VIH y anticuerpos
anti-VIH, aparecieron ante la necesidad de detectar
tempranamente la infeccién e intervenirla.

Difieren de las existentes hasta tercera generacién,
en su plataforma, sensibilidad, especificidad y
valores predictivos (VPRVPN), al momento de la
infeccion y también de acuerdo a la prevalencia
media de infeccién en la poblacién de la cual procede
el sujeto examinado con ellas.!?

Como se mejor6 mucho la especificidad con
anticuerpos monoclonales de captura, pero con
eso se perdi6é también sensibilidad, se han
desarrollado nuevos métodos automatizados para
deteccion, que aumentaron hasta 10 veces la
sensibilidad con relacién a los ELISAs de tercera
generacion. Estos nuevos métodos incluyen a la
quimioluminiscencia (QS) y a la
electroquimioluminiscencia (ELQ), con sus
respectivos lectores.

Por otra parte, los algoritmos de confirmacién
disefiados para las pruebas de ELISA, se han seguido
usando para las nuevas pruebas de cuarta
generacion, pero no resuelven todos los casos donde
hay discrepancias y/o resultados dificiles de
interpretar.3*

En algunas veces porque la sensibilidad de estas
técnicas confirmatorias es menor que la de las
pruebas presuntivas; en otras porque la prueba
presuntiva detecta antigeno p-24 de VIH sin
anticuerpos, lo cual puede ocurrir en infecciones
tempranas. Esto se ilustra en la figura 1, donde se
muestra la secuencia en la cual aparecen los
antigenos, anticuerpos y RNA del VIH después de
la infeccién.

Enlatabla 1, aparecen la sensibilidad y especificidad
de las serologias disponibles para VIH y el momento
en el cual detectan la infeccion.

Por otra parte, los problemas que no se habian
resuelto para la confirmacién de ELISAs atn de
tercera generacion, siguen vigentes. Y hay nuevos.

Por ejemplo el de los indeterminados y el de los
falsos negativos. Especialmente por problemas de
definiciones para la interpretacién de pruebas
como western blot, dot blot, ensayo lineal, que
ademas contienen antigenos de diferente origen:
naturales, de sintesis y/o quiméricos.®
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(IBT Infectious Diseases - November 2010 page 40 2010). Roche.

Figura 1. Diagnéstico y tamizaje, ensayos combinados.
lAntigeno/anticuerpo ayudan a cerrar la venta inmunoldgica,

Tabla 1. Ensayos disponibles para VIH

Especificaciones

claves Roche Roche Abbott Abbott Bayer Bayer Ortho
Elecsys Elecsys | Axsym HIV | Architect ADVIA Centaur | Vitros ECI
HIV Combl | HIV Combl | combo 4th | HIV combo | Centaur HIV | Anti-HIV [Anti-HIV 3rd
4th gen 4th gen gen (CE) 4th gen | como 4th gen | 3rd gen gen
Seroconversion
sensitivity™* ~ 8 days ~ 6 days ~ 6 days ~5 days ~ 6 days 14 days | " 14 days
(retraso vs. NAT)
0,
Especificidad en @9.620/3699.7%) 9080 | >996% 99.64% (nl_%olg"l) nl.
0 0 : 0 0 - 0
donates de sangre \99.76 % >99.8% 99.89% xx % 99.86% 99.9%
4a Gen 3a Gen
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Para resolver estos problemas se han ensayado
varias soluciones. La primera, es repetir la prueba
antes de la confirmatoria (western blot, dot
blot, ensayo lineal) en otro laboratorio, con una
tecnologia similar, en la misma o en una segunda
muestra. Estos resultados pueden ser diferentes,
por la sensibilidad.

Sehallegado a proponer algoritmos de confirmacién
con este principio; pero asi son mas los problemas
que se consiguen que los resueltos. Y ademas de
generar angustia en el paciente estudiado, pueden
hacer perder tiempo muy importante para tomar
decisiones terapéuticas y pueden favorecer la
transmision del VIH.

Una segunda alternativa, es hacer directamente
la prueba confirmatoria (western blot, dot blot,
ensayo lineal) a todas las muestras reactivas para
antigeno p-24 de VIH, anticuerpos anti- VIH o
ambas.

Esto puede ayudar a resolver la mayoria de los
positivos con anticuerpos anti-VIH, pero no los
reactivos para p-24/VIH sin anticuerpos (y
tampoco confirma o descarta la positividad para
p-24/VIH), una condicién que no es tan infrecuente
como se crefa.®”8

En un estudio realizado por el autor con otros
colaboradores,® en muestras de bancos de sangre
de Bogot4, Colombia, de las mas de 7.000 donaciones
que se hicieron en la ciudad en un afio, se encontraron
526 doblemente reactivas para anti-VIH, en los
bancos. Repetidas en el Laboratorio de Salud Publica
por una prueba de cuarta generaciéon (ELFA,
Quimioluminiscencia, Duo- Ag-Ac de Biomerieux,
Francia) 138 (26.2%) se encontraron reactivas; de
ellas 106 se confirmaron para VIH-1 por ensayo
lineal para VIH 1,2,0 (Innolia, Biomerieux, Francia)
y 4 (2.9 %) fueron positivas solamente para el
antigeno p24/VIH. De las negativas por ELFA, se
encontraron 8 con una banda detectable y 1 que
se confirmé positiva por LIA (Innolia, Biomerieux,
Francia).

Entre los negativos por ELFA habia positivos por
ELQ (ELECYS HIV combi Roche, Alemania). Por eso
se hicieron andlisis adicionales en Penzberg,
Alemania con antigenos recombinantes de
glicoproteinas -VIH (gp42-VIH,gp36-VIH-
2,subtipo-0 de VIH),y Transcriptasa reversa ( RT-
VIH 1, RT-VIH-2) en pruebas de ELQ.

Los resultados se muestran en la tabla 2, donde
puede verse que varias de las muestras
correspondian a VIH-2.

Tabla 2. Analisis de interferencia Elecsys HIV combi (casos HCB-nov/dic-2010)

FrOtEInas res Péptidos Anticuerpos LHIVEE
combinantes 154545

Muestra gp4/1-Ru HIV-1/RT gp35-Ru (HIV-Z/RT|Sub-0/Ru|gp35-Ru|MAK<pZ4>/Ru|Valores COI
Negl NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG 0.23
Neg?2 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG 0.10
Neg3 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG 0.15
263230 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG 1.24
263400 POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG 0.57
262812 POS POS NEG NEG NEG NEG NEG 0.79
262445 POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG 1.51
261033 POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG 1.55
263212 POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG 2.35
261202 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG 0.57
263090 POS NEG POS NEG NEG NEG NEG 2.09
262734 POS NEG POS NEG NEG NEG NEG 1.15
264444 POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG 1.15
262138 NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG 1.41
262633 POS Volumen de mues- 1.33

tra insuficiente
262214 POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG 1.59
262959 POS NEG POS NEG NEG NEG NEG 0.79
Controles 5p POS POS POS POS POS POS POS POS
Fuente: Schmit, U. Roche, Penzberg, Alemania. 11/junio/2010.
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Ademas, hay que considerar que actualmente se
dispone de pruebas confirmatorias que solo
contienen VIH-1, otras para VIH 1,2 y otras para
VIH 0,1,2.Y que ain en estas dltimas, hay reactividad
cruzada con otros Retrovirus como HTL V-1/II
(Virus de Leucemia Linforma de Células T del
Adulto, Paraparesia Espastica Tropical) y BLSV
(Virus de Leucemia Bovina) para citar solo dos de
los mas comunes.

El uso de estas pruebas confirmatorias que solo
detectan anticuerpos anti-VIH-1, también puede
ser causa de falsos negativos en las pruebas
confirmatorias.>1%11

Esto se ilustra con el caso de la paciente GC -
034456, Mujer de 23 afios, natural y procedente
de Bogota, hipertensa, en Insuficiencia Renal y
dialisis peritoneal ambulatoria (CAPD); a quien se
le practic6 prueba rutinaria para anti-VIH y gp-24/
VIH de cuarta generacién (ELECYS HIV combi Roche,
Alemania), que fue claramente reactiva en 2
laboratorios diferentes y automatizados:

Muestra 1:38.96 (ELECYS HIV combi),Cl. P/Bogota.
Muestra 2 : 38.90 / 43.58 (ELECYS HIV combi), Cl
S./ Bogota.

Calibracion en 3 corridas : OK

Controles de calidad en 3 corridas : OK

La prueba confirmatoria se hizo solamente para
anti-VIH 1 (Davi Bloth, Tecnosuma, Cuba) y fue
no-reactiva.

El resultado de las pruebas realizadas en Penzberg,
aparece en la tabla 3, donde puede verse que
posiblemente es una infeccién temprana.

Este problema de las discordancias entre pruebas
confirmatorias y presuntivas de cuarta generacidn,
mas sensibles y que detectan analitos diferentes
€es nuevo.

Las pruebas confirmatorias (western blot, dot blot,
ensayo lineal), como se dijo, fueron disefiadas para
ELISAs que tienen sensibilidad hasta 10 veces
menor per se, que las actuales pruebas de cuarta
generacion. Y en especial es importante para las
pruebas confirmatorias indetermindas.

Para algunos autores, incluidos los de las Guias
para el manejo de VIH/SIDA en Colombia, este
problema se resuelve con muestras seriadas y
repeticion de las pruebas.’? Porque segun ellos, “
la mayoria de los pacientes con infeccién VIH se
resuelve en el primer mes de seguimiento”.

La experiencia del autor quien atiende pacientes
con infecciones por Retrovirus desde hace afios,
no es ésta y ha visto varios casos en los cuales la
condicion de indeterminado persiste por meses y
aun por afios. También hay publicaciones con
resultados similares.®

Otros autores, resuelven el problema eliminando
la categoria indeterminado.

Asi, las muestras con una o mas bandas reactivas
para antigenos de Retrovirus (anti-pa24, anti-p17,
anti-gp 120 por ejemplo), se consideran negativas.!®

Pero en esta categoria hay individuos con y sin
factores de riesgo para infeccién VIH, con y sin
antigeno p-24/VIH +, como se ha visto.

Tabla 3. Analisis de interferencia Elecsys HIV combi (caso GC-034456)

Froteinas Péptidos Anticuerpos SHIVEC

recombinantes 154645

Muestra gp4/1-Ru Hll‘{'i‘l / g;l)gf- le\gz / Sullzl-lo / g[l)i& MAK}?:,Z4> / Va(l:(())l;es
Negl NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG 0.25
Neg2 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG 0.22
Neg3 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG 0.38
M1-GC-033456 POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG 34.3
M2-GC-033456 POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG 28.7
Controles 8p POS POS POS POS POS POS POS POS

Fuente: Schmit, U. Roche, Penzberg, Alemania. 19/abril/2010.
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Y hay publicaciones sobre seguimiento a estos
casos, en varias de las cuales se llega ala conclusién
de que no eran negativos, sino infecciones
tempranas por VIH o reacciones cruzadas por
otros Retrovirus.1%1415

Igualmente, se ha probado que hay falsos negativos
de las pruebas confirmatorias para ELISAs debidos
ainfecciones tempranas con respuesta incompleta,
como se ve en la figura 2.31617
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Figura 2. Owen, S.M. et al. Alternative Algorithms for
Human Immunodeficiency Virus Infection.Diagnosis Using
Tests That Are Licensed in the United States. ]. Clin. Mic,

May 2008, p. 1588-1595

Este problema de los reactivos para anti-VIH/Ag
p-24 de VIH que no se repiten en otras pruebas
presuntivas y/o se confirman, es especialmente
critico en los Bancos de Sangre.

Por una parte porque un donante voluntario y
clinicamente asintomatico con pruebas presuntivas
reactivas y confirmatorias positivas, pasa a ser un
caso de infeccién asintomatica VIH.

Pero especialmente porque aquellos que no se
confirman por problemas de sensibilidad como los
anotados arriba, puede ser un falso negativo o una
infeccién cruzada con otro Retrovirus.'®

Las pruebas de cuarta generacién, como la de
Electroquimioluminiscencia (ELQ) para VIH,
resuelven en gran medida estos problemas y los
de interferencias, pero generan otros.

En el caso de las pruebas de cuarta generacion, el
perfil esta claro: “HIV combi Antigeno del VIH-1y
anticuerpos totales contra el VIH-1 y el VIH-2. Es
un testinmunolégico in vitro para la determinaciéon
cualitativa del antigeno p24 del VIH-1 y de los
anticuerpos contra el VIH-1, incluyendo el grupo
0, y contra el VIH-2 en suero y plasma humanos.
Este inmunoensayo de electroquimioluminiscencia
(electrochemilu-minescence immunoassay) "ECLIAE
y Requiere: analizadores automaticos Elecsys 2010
y en el médulo Elecsys MODULAR ANALYTICS E170.

La prueba resolvié varios de los problemas que
habia con interferentes de ELISA:

Lipemia (triglicéridos < 2800 mg/dl)
Hiperbilirrubinemia < 222 pmol/L (< 13 mg/dL)
Hemolisis Hb < 0,994 mmol/L (< 1,6 g/dL),
Biotina < 205 nmol/L (< 50 ng/mL)

Factor Reumatoideo (2300 U/ml)

Y no tiene interferencia por 17 medicamentos de
uso comun:

9 Methyldopa + 1,5
10 Metronidazole
11 Phenylbutazone
12 Doxicyclin
13 Acetyl-salicylis acid

1 Acetylcysteine
2 Ampicilina

3 Ascorbic acid
4 Cyclosporine
5 Cefoxitin

6 Heparin 14 Rifampicim
7 Intralipid 15 Acetaminophen
8 Levadopa 16 Ibuprofen

17 Theophilline

Aunque si pude tener problemas con otros
interferentes:

Terapia con altas dosis de biotina (>5 mg/dia)
Tratamiento previo con monoclonales (Mabs) de ratén.
Examenes diagnosticos previos con Mabs de raton.
Altos titulos de anticuerpos contra streptavidina y
ruthenium (muy raros).

Y por su alta sensibilidad, requiere un algoritmo
diagnostico diferente que se muestra mas adelante.

Nuevas pruebas para deteccion de carga viral.
Los “blips”

Las pruebas de laboratorio para deteccién del
RNA-VIH, Se conocen cominmente como “pruebas
de carga viral”. Cuantifican la cantidad de virus
presente en 1 ml. de plasma y en los leucocitos de
esa muestra. Se informan en cps/ml,Ul/mllogs./
ml.
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Hay varias disponibles. Difieren en su principio,
puntos de corte y las cps/ml,Ul/mllogs./ml. que
detectan.

Las exigencias para ellas han variado en funciéon
de las metas terapéuticas.

Permite definir el estatus de la infeccidon, su curso,
orientar decisiones terapéuticas, hacer seguimiento
de la terapia ARV. Ademas, sospechar resistencia.
No sirve para confirmacion de serologia VIH.

Las nuevas pruebas detectan 1-10 cps./ml de RNA-
VIH y visualizar blips.*

Los blips son cargas virales del VIH entre 48- 200
cps/ml en un paciente que recibe ARV y que vuelven
a ser indetectable en una nueva medicién. Se
ilustran en la figura 3.

Curso de infeccion VIH

RNA-VIH
Cps/ml

Infeccién
Tratamiento ARV

Blips

Figura 3. Blips en un paciente con infeccién VIH en
tratamiento ARV.

Se diferencian de los Rebotes virolégicos en donde
el RN-VIH es detectable > 200 cps/ml, después de
haber conseguido supresion viral. Y de la Viremia
de bajo nivel, que esta por encima de 200 cps/ml
y es <1000 cps/ml.

El significado de estos picos de baja carga viral,
parece estar relacionado con pequefios clones de
virus resistentes, que comienzan a aumentar y por
eso predicen resistencia al antiretroviral que se
usa. Indican por lo tanto la necesidad de hacer
pruebas de resistencia viral, con técnicas de alta
sensibilidad.

Nuevo algoritmo diagnéstico para la infeccion
por VIH (figura 4)

Surgi6 de la necesidad de confirmar las infecciones
tempranas detectadas por las pruebas de cuarta
generacion que detectan antigen-p24 y anticuerpos
anti-VIH, pero son falsos negativos en las pruebas
confirmatorias como Western Blot.*2°

Estos pacientes son muy infectantes y contribuyen
en forma importante a la diseminacién de la
infeccion.

En un estudio realizado en Phoenix, Arizona
(Emergency Department (ED), July 2011-February
2013), se identificaron 99 casos en los cuales las
pruebas presuntivas de cuarta generacion fueron
reactivasy 55 (55.6%) con confirmatorias negativas.?!

Prueba de cuarta generacion (QL, ELQ)

v

R
v

P. Confirmatoria VIH 1,2:

4

1. Anti-VIH 1-R, Anti-VIH 2-NR
POSITIVA PARA ANTI-VIH-1

2. Anti-VIH 1-NR, Anti-VIH 2-R
POSITIVA PARA ANTI-VIH-2

1. Anti-VIH 1-R, Anti-VIH 2-R
POSITIVA PARA ANTI-VIH-1y 2

v

NR
Negativa para anti VIH 1,2, antigeno p24-

VIH

P. confirmatoria VIH 1,2:

1. Anti-VIH 1-NR, indeterminada, Anti-VIH
2-NR

\ 4

Carga viral (RNA)

Vv WV

Megativo VIH

Infeccion aguda

|Adaptado de: MMWR/june 21, 2013 /vol. 62 /No. 24

Figura 4. Nuevo algoritmo para diagndéstico de infeccidon VIH. *Se deben hacer pruebas adicionales para VIH-2
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Como se dijo antes, los CDC identificaron en otro
trabajo ya mencionado arriba (Owen, S.M. et al.
Alternative Algorithms for Human Immunodeficiency
Virus Infection. Diagnosis Using Tests That Are
Licensed in the United States.]. Clin. Mic, May 2008,
p. 1588-1595) que estas confirmatorias pueden
ser negativas en infecciones agudas.

Esto se puede resolver buscando en estas muestras
el RNA-VIH. Hubo 37 casos no detectados por ELISA
y de ellos 12 (32.4%) eran infecciones agudas.

Lo anterior se debe a que las pruebas anteriores a
las de tercera generacion, usaban antigenos lisados
de cultivos celulares y recombinantes, que solo
detectaban anticuerpo IgG anti-VIH.??

Las pruebas de laboratorio de tercera y cuarta
generacion detectan anticuerpos tipo IgG e I[gM; y
las de cuarta ademads detectan la proteina p-24 del
VIH, que aparece antes que los anticuerpos tipo
IgM, como se ilustra en la figura 5.

» Fase Fase asintomatica Fase
Infeccién | aguda sintomatica
VIH

Anti-
envoltura
(gp 120,
gp 41)
RNA

iy _ —p24

I A

Figura 5. Infeccion VIH y sus marcadores de acuerdo a
fase clinica

Concentracion

Por lo anterior, con el algoritmo disponible para
las pruebas de hasta tercera generacion, se puede
dejar de detectar hasta el 60% de las infecciones
por VIH-1 y 2. El nuevo algoritmo resuelve este
problema y ya ha sido evaluado exitosamente en
dos diferentes estudios.?>?2

Se recomienda ademas, repetir las pruebas en estos
casos discordantes en 2 -4 semanas después de la
primera evaluacion, cuando la mayoria se resuelven
con claridad.
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