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I. RESUMEN

Con la utilizacion del método de enriquecimiento SMARTube se reduce el periodo de ventana
de la infeccion causada por VIH. EI método aplica la técnica denominada estimunologia, la cual
implica la estimulacién y activaciéon de los linfocitos cebados in vitro en un medio de cultivo,
conduciendo a la proliferacién de células y a la produccion de anticuerpos por las células B. El
resultado de esta activacion es aumentar los niveles de anticuerpos en el plasma y poder asi

detectarlos por técnicas utilizadas convencionalmente (14,30,54,77).

En el presente estudio se determind si el método comercial SMARTube reduce el tiempo de
diagndstico de infeccion por VIH, asi como, su sensibilidad y especificidad para lo cual se
analizaron 444 muestras de sangre de poblacion militar de la Base de Paracaidismo del Puerto de
San José, departamento de Escuintla y del Centro de Salud No. 2, Clinica de Infecciones de
Transmision Sexual del Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social. ~ Se compararon los
resultados obtenidos de las pruebas Determine HIV-1/2 antes del enriquecimiento con SMARTube
y Biostrip antes y después del enriquecimiento con SMARTube. Se observaron 5 casos positivos y
439 casos negativos tanto por la prueba Determine HIV-1/2 como por la prueba rapida Biostrip
antes y después del enriquecimiento por medio del SMARTube, por lo que el comportamiento de

ambas pruebas fue exactamente el mismo en los pacientes evaluados.

La prueba evaluada presentd una sensibilidad perfecta del 100% (IC: 98.75-100%) vy
especificidad perfecta del 100% (IC: 99.89-100%) a un nivel de confianza del 95%, con un valor
kappa de 1.00, lo cual demostr6 que no hay diferencia entre ambas pruebas con respecto al nivel de
deteccion de anticuerpos por lo que la prueba realizada en este estudio es valida, altamente sensible
y especifica para la deteccidn del virus a los niveles de anticuerpos detectables por la prueba de
referencia (Determine HIV-1/2).

En este estudio no se observaron casos positivos adicionales, debido a que probablemente en la
poblacion estudiada no se encontraba ningun individuo en periodo de ventana, sin embargo, se han
llevado a cabo diversos estudios en Israel, Sudafrica, Kenia, México, Estados Unidos y China en los
cuales se han realizado pruebas con poblacién de alto riesgo obteniéndose un promedio de 0,1%-4%
de casos adicionales positivos después de un tratamiento previo de las muestras por medio de dicha

metodologia.



I1. INTRODUCCION

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) se identificd por primera vez en 1981.
La identificacion del VIH como agente causal del Sida en 1983 a 1984 fue rapidamente
seguida por la caracterizacion del virus y de las células que infecta, asi como la descripcion
de las multiples consecuencias de la infeccion. Los estudios epidemiolégicos han
identificado a las principales poblaciones en riesgo de adquirir la infeccion y las vias a
través de las cuales se transmite el virus. Se ha clasificado la enfermedad clinica
relacionada por la infeccion por VIH y se han disefiado estrategias terapéuticas para el
tratamiento o supresion del mismo. En 1985 se desarrollaron pruebas diagndésticas para la
deteccion de anticuerpos contra VIH, se realizaron pruebas de actividad in vitro de ciertos
compuestos potencialmente terapéuticos con actividad contra el virus, y se iniciaron

estudios clinicos para establecer la seguridad y eficacia de estos posibles medicamentos

D).

Segun el programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA (ONUSIDA)
y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) hasta diciembre 2008 se encontraban 33.4
millones de personas viviendo con VIH a nivel mundial (2,3).

En Guatemala, el Ministerio de Salud Publica a través del Programa Nacional de
Prevencion y Control de ITS, VIH y SIDA, ha notificado 20,484 casos de SIDA desde
1984 hasta noviembre 2009 (4).

La infeccion por VIH es una epidemia gque se encuentra difundida en todo el mundo. Su
diagnostico trasciende en importancia a otros diagnosticos de laboratorio debido a la
gravedad de la enfermedad. Dado que la via de transmision es a través de la sangre y
contacto sexual, uno de los medios méas importantes para frenar la epidemia es su correcto

diagnostico (5-7).

La deteccion temprana de la infeccion conduce a iniciar un tratamiento que ofrece una
mejor calidad de vida para el paciente, a evitar la aparicion exponencial de nuevos casos, a

realizar estudios epidemiol6gicos reales, a disminuir la morbi-mortalidad de las personas ya



infectadas, a garantizar la seguridad de los productos sanguineos y para prevenir la
infeccion del feto o recién nacido en el caso de mujeres embarazadas (8-12).

Los individuos asintomaticos que son seronegativos, pero que se encuentran infectados
con VIH, pueden no ser identificados por pruebas serolégicas comunes hasta después de
un tiempo de haber adquirido la infeccion (7). Esto debido al periodo de ventana de
semanas y meses desde el momento de la infeccidn hasta la seroconversion (5). En estos
casos, el paciente es altamente infeccioso, ya que al desconocer su estado pone en riesgo a

otras personas (13).

Con el surgimiento de nuevas pruebas, como el método comercial certificado en Europa
SMARTube™, se puede reducir el periodo de ventana, ya que por medio de esta prueba se
detectan anticuerpos a los pocos dias de la infeccion, aun cuando sus niveles no son
detectables por los métodos utilizados convencionalmente, sin tener que esperar a que el
organismo produzca anticuerpos semanas 0 meses mas tarde. Por medio de esta tecnologia
se activa la produccion de anticuerpos a niveles que pueden ser detectados por los métodos

utilizados convencionalmente reduciendo asi la tasa de falsos negativos (14).

Por medio de la presente investigacion se pretende evaluar si el método comercial
SMARTube™ reduce el periodo de ventana de la infeccién causada por el VIH, para ésto
se obtendran 440 muestras de sangre total heparinizada de poblacién de alto riesgo que
asiste al Centro de Salud No. 2 del Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social y
poblacién militar, con el beneficio de identificar a los portadores de la enfermedad que se
consideran como no infectados y para tomar medidas necesarias para impedir la

transmisién de dicho virus.


http://www.smartube-bio.com/?CategoryID=191&ArticleID=263&Page=1
http://www.smartube-bio.com/?CategoryID=191&ArticleID=263&Page=1

I11. ANTECEDENTES

A. INFECCION POR VIH

La infeccion por VIH produce un defecto adquirido en la funcion inmunitaria, que afecta
en especial a la inmunidad mediada por células. Los individuos infectados pueden ser
asintomaticos o tener enfermedad progresiva relacionada con infecciones oportunistas
recurrentes, ciertos canceres, pérdida grave de peso y degeneracion del sistema nervioso
central. Desde hace algunos afios el uso de combinaciones potenciales de farmacos
antirretrovirales (tratamiento antirretroviral de alta actividad) aunado a la capacidad para
vigilar la respuesta terapéutica al cuantificar el RNA del VIH en plasma ha alterado
notablemente el prondstico de la infeccidn por este virus. El tratamiento antirretroviral de
alta actividad ha reducido en forma notable la incidencia de infecciones oportunistas y ha

mejorado la supervivencia (1).

La identificacion de la causa viral del Sida ha estimulado a los inmundlogos para
investigar la patogenia de la enfermedad. EI desarrollo racional de compuestos
antirretrovirales eficaces puede verse auxiliado por el conocimiento de los mecanismos a
través de los cuales el VIH puede dafiar al sistema inmunitario. Aunque la investigacion
sobre VIH ha proporcionado mas informacion de la patogenia de éste que la que se dispone
sobre cualquier otro virus, aun no se comprende del todo el origen de las caracteristicas y la

disfuncion inmunitaria profunda causada por el VIH (1).

B. DEFINICION DE Sida

El término “sindrome de inmunodeficiencia adquirida™ (Sida) fue acufiado inicialmente
por los epidemidlogos, preocupados por la aparicion, en 1981, de un conglomerado de
enfermedades relacionadas con la pérdida de la inmunidad celular en adultos que no

mostraban una causa evidente para tales deficiencias inmunitarias (15).

En 1983, el equipo de Montagnier aisl6é un retrovirus que denominé Virus asociado a

linoadenopatia (LAV) a partir de un ganglio linfatico de un paciente que presentaba una



linfoadenopatia persistente generalizada y en 1984 el equipo de Gallo descubrid otro
retrovirus que denominaron linfotropico humano de células T (HTLV-III). Posteriormente
se comprobO que ambos virus eran en realidad el mismo e internacionalmente se acordo
denominarlo Virus de la Inmunodeficiencia Humana 1 o VIH-1 para diferenciarlo de otro

retrovirus similar que fue aislado en 1986 y se denomin6 VIH-2 (16,17).

Mas adelante se demostro que el Sida era la fase clinica tardia de la infeccion por el
virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) (15).

Esta inmunodeficiencia afecta principalmente a los linfocitos T ayudadores (LT-h, o
CD4), cuyas cifras disminuyen porque progresivamente se destruyen con la evolucién de la
enfermedad (18).

Clinicamente, en las etapas tardias de la enfermedad hay infecciones graves por
microorganismos oportunistas y aparicion de neoplasias, como el sarcoma de Kaposi
(19,20).

A partir del momento en que el virus entra al cuerpo de la persona infectada pueden
pasar de dos semanas a tres meses antes de que aparezcan anticuerpos en su sangre. En
promedio, la enfermedad tiene un periodo de incubacion de 10 afios, lo que implica que una

persona puede transmitir el virus sin saber que se encuentra infectada (15).
C. ETIOLOGIA: VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) es un miembro de la familia de los
retrovirus, un grupo de virus con capsula que poseen la enzima transcriptasa inversa. Esta
enzima permite que el virus sintetice una copia de ADN a partir de su propio ARN

genémico (1,21).

Este virus se ha clasificado dentro del grupo de la familia de los lentivirus, un grupo de
retrovirus sin transformacion con un periodo de latencia prologando desde la infeccion
hasta el inicio de las manifestaciones clinicas, caracteristicas morfoldgicas similares y

homologia en la secuencia de nucleétidos (1,21,22).



Hay dos subtipos de VIH: VIH-1, el mas frecuente en Africa central, Estados Unidos,
Europa y Australia; el VIH-2 se encuentra en la region occidental de Africa, algunas partes
de Europa y es menos comun en otras partes, ademas el VIH-2 es probablemente menos
citopatico que el VIH-1 lo que hace que se desarrolle la enfermedad mas lentamente
(1,19,23,24).

Como resultado de mutacion y recombinacion, se han identificado diversas variantes de
VIH-1y VIH-2. Hay dos grupos de VIH-1: el grupo M (principal), el cual predomina en
todo el mundo y se subdivide en al menos nueve subtipos o clases (A a I) con base
principalmente en las diferencias en las secuencias env y gag y el grupo O (aislado) que
consiste en un pequefio numero de cepas divergentes. EIl VIH-2 se subdivide en una forma
similar en subtipos. A nivel molecular, el VIH-2 se parece més al virus de la
inmunodeficiencia en simios, apoyando datos que sugieren que el VIH se origind del
lentivirus de primates. Cuando se compara el VIH-1 con el VIH-2, la homologia de la
secuencia de nucle6tidos es de solo el 42%, pero clinicamente se comportan en forma
similar. El periodo de latencia clinico del VIH-2 es mas prolongado desde el momento de
la infeccion al desarrollo de los sintomas y tiene una tasa méas baja de transmision vertical
que el VIH-1 (1,19).

El VIH-1 presenta una extremada variabilidad genética por lo que forma parte de una
poblacion viral heterogénea que dificulta la compresion de algunos de los mecanismos de

interaccion entre el virus y su huésped (16).

El VIH es una particula esférica con un diametro entre 80 y 110 nandémetros. Esta
particula presenta tres capas concéntricas: la capa interna contiene una especie de nucleoide
con forma de cono truncado constituido por el ARN del virus y la nucleoproteina con las
enzimas; la capa intermedia es la nucleocapside icosaédrica; la capa externa o envoltura es
una bicapa lipidica derivada de la célula huésped; esta constituida por la insercion de
glucoproteinas del virus constituidas por trimeros de gpl20 (gp, abreviatura de

glucoproteina) formando 72 proyecciones y por una alta concentracién de proteinas



celulares entre las que destacan antigenos de histocompatibilidad de clases I y Il (HLA |y
1) (16).

El genoma del VIH-1 es un ARN de cadena unica constituido por 2 hebras idénticas de
9.8 kb y de polaridad positiva que posee diferentes genes encargados de codificar distintas
proteinas. Existen genes encargados de codificar los componentes de la particula virica
(genes estructurales) y de regular la expresion de los mismos (genes reguladores). Los tres
genes principales, que codifican las proteinas respectivas correspondientes a los antigenos
internos, son comunes a todos los retrovirus y son los que se denominan gag (de grupo),
pol (polimerasas) y env (envoltura). De los genes estructurales el gen gag codifica las
proteinas del core y el gen pol codifica, fundamentalmente, las enzimas como la
transcriptasa inversa y la proteasa y el gen env las proteinas de la envoltura virica. Entre las
funciones principales del gag se encuentra la de constituir la mayor parte de la estructura
del virién participando en la sintesis de ADN Yy su integracion, ademas de contribuir al
ensamblaje de las particulas viricas y su salida de la célula, el pol participa en la sintesis de
ADN Yy su integracion en el genoma celular mientras que el env participa en la asociacion y
entrada del virus en la célula por lo que se considera como el antigeno de entrada. En
contraposicion con otros retrovirus, que sélo poseen tres genes reguladores, los VIH poseen
al menos 7 genes reguladores que entre otras funciones tienen la de expresar el material
genético viral integrado en la célula, lo que los une de un modo importante con la latencia
del virus en ella. Entre las proteinas reguladoras las mas importantes son las Tat y Rev que
son esenciales para la replicacion del virus; la Tat actia como transactivadora de todas las
proteinas y la Rev como procesadora del ARNm y su transporte selectivo en el citoplasma.
Por lo general los genes reguladores tienen el mismo nombre que la proteina que codifican,
el gen se escribe con mindsculas (p.e., tat) y la proteina con la primera letra en mayuscula
(Tat). Entre los otros genes estructurales el vpr actia como acelerador del ciclo de
replicacion, el nef puede tener una accion reguladora negativa y el papel que desempefia no
es muy bien conocido en la patogenicidad del virus, el vif se asocia al grado de infeccién de
los viriones extracelulares y no es esencial para la replicacion, el vpn puede facilitar la

salida de los viriones y reducir la formacion de sincitios y esta relacionado con la muerte de



los CD4, y el tev que es activador de los tat y rev. En el anexo | se resumen los principales
genes del VIH y funciones de las proteinas que codifican (16).

D. PATOGENIA DE LA INFECCION

La infeccion por VIH afecta en forma predominante al sistema inmunitario y al cerebro.
La caracteristica inmunitaria dominante de la infeccion por VIH es la reduccién progresiva
de la subpoblacion CD4 de los linfocitos T, por lo que se invierte la proporcién normal
CD4:CD8 y en forma inexorable causa inmunodeficiencia. La reduccion en los linfocitos
CD4 se debe principalmente al tropismo del VIH por estas y otras células que portan CD4,
porque la superficie molecular de las células CD4 funciona como receptor para el virus
(1,25). Los linfocitos CD4 son necesarios para el funcionamiento apropiado del sistema
inmunitario. Interactian con las células presentadoras de antigeno, células B, células T

citotdxicas y las células asesinas naturales (NK; del inglés natural killer) (1).

La reduccion de la poblacion de los linfocitos CD4 vy la interferencia del virus con los

mecanismos de activacion linfocitaria provoca una inmunodeficiencia grave (1,26).

Para que el VIH penetre en la célula se debe producir la fusion de las membranas viral y
celular. La entrada del VIH en la célula se produce por la interaccién del virus con al menos
dos tipos de receptores. El receptor especifico y comdn a todos los VIH es una proteina
que se encuentra en la superficie de las células diana y que se denomina molécula CD4. Se
cree que esta molécula es especifica y eficiente y que la afinidad de la gp120 viral por la
CD4 es mayor que la afinidad de ésta por su ligando natural, una molécula del complejo
mayor de histocompatibilidad clase 1l. Las principales células que poseen este receptor son
los linfocitos y los monocitos/macrofagos (CD4+), aunque in vitro otros tipos celulares
pueden ser infectados por el VIH y no todos ellos poseen la molécula CD4 (CD4-). Los
linfocitos CD8 no expresan en condiciones normales el receptor CD4 pero se sabe que

luego de la infeccidn de determinados virus si pueden expresarlo (16).



Una vez que tiene lugar la interaccion entre la gp120 y los receptores se produce la
fusion entre las membranas de la célula y del virus que tiene como responsable a la gp4l
que se insertard en la membrana celular permitiendo la internalizacion de la nucleocapside

del virus y la desencapsidacion de su genoma (1,16).

Luego de la entrada se inicia la replicacion del virus por transcripcion inversa o
retrotranscripcion mediada por la transcriptasa inversa del virion y que conduce a la
formacion de la primera cadena del ADN a partir del ARN viral. La segunda cadena del
ADN requiere la accidn de la ribonucleasa. La doble cadena asi generada es integrada por
medio de la integrasa viral en el ADN de la célula, aunque parte del ADN formado puede
persistir en el citoplasma de la célula sin integrarse dentro del genoma celular. La
integracion del ADN proviral en el genoma celular puede depender del estado de activacion
de la célula, pero parece ser inespecifica. Se cree que en los linfocitos el ADN no integrado
podria producirse por la entrada de maltiples viriones en la célula; se sabe que la copia del
material genético del VIH como ADN se almacena en el citoplasma de la célula y se va
integrando en los cromosomas de la célula a medida que pasa el tiempo y como
consecuencia de estimulos sobre la célula, este fendbmeno podria explicar en parte las
infecciones silentes y ser base para la preparacion de vacunas con ADN desnudo. El
proceso de retrotranscripcion y de integracion no solo depende de los factores del VIH ya

que en ellos juega un papel importante la propia activacion celular (16).

Una vez integrado en el material genético de la célula el provirus puede permanecer
latente 0 empezar a multiplicarse de una forma controlada o de una forma masiva, en cuyo
caso ocasionara efectos citopaticos sobre la célula mientras que en la latencia, producida
después de la integracion del provirus, no se producen alteraciones patolégicas. La
activacion celular por diferentes factores, como antigenos, mitdégenos, citoquinas o virus
heter6logos pueden activarla y producir una cascada de acontecimientos que llevan a la
expresion del genoma viral; estos factores, entre los que el NF-kB (factor nuclear KappaB)
es el principal factor regulador de la transcripcion del VVIH a partir de su estado de latencia,
Ilevan a una nueva transcripcion que supone la sintesis de ARN del virus a partir del ADN

proviral integrado en la célula (1,16). Este ARN se sintetiza como un Unico transcrito que
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debe volver al citoplasma de la célula para procesarse en transcritos de diferente tamarfio y
en los que son fundamentales las proteinas Tat y Rev (16).

Se piensa que el resto de acontecimientos requieren sefiales especificas sin las que sélo
se forman particulas virales maduras sin ARN viral. El ensamblaje del core ocurre en la
membrana celular y parece comenzar con la asociacion de la proteina p17 de la matriz con
el dominio citoplasmatico de la proteina gp4l. También parece que la separacion de las
proteinas del core se produce a partir de poliproteinas precursoras durante la formacion de
la particula y después de ella. La sintesis de las proteinas de la envoltura viral se produce en
el reticulo endoplasmico de la célula huésped a partir de la gpl60; ésta en el aparato de
Golgi es separada por una proteasa para producir gp120 y gp41 antes de transportarlas a la
superficie de la célula. EI virion maduro estd compuesto por una membrana, que incluye las
proteinas virales gp120 y gp41l, ademas de varias proteinas celulares, un core que contiene
ARN viral, transcriptasa inversa e integrasa. Otras proteinas no son empaquetadas en los

viriones y s6lo acttan en los pasos que preceden a la liberacion de los virus (16).

Los primeros estudios de hibridacion in situ sugirieron que sélo unos cuantos de los
linfocitos CD4 (casi uno de cada 10,000) contienen la replicacion de VIH. En estudios méas
recientes de linfocitos en sangre periférica se ha demostrado que hasta 1 de 10 células se
infecta con VIH, en particular en personas con enfermedad avanzada. Aungue los datos
son limitados, el numero de células infectadas en los tejidos parece ser mayor que en la

sangre periférica (1).

Los datos sugestivos de que las moléculas CD4 se encuentran en otras células aparte de
los linfocitos T cooperadores-inductores se acompafiaron de pruebas, ya que el VIH puede
infectar otras poblaciones celulares que expresan esta molécula en su superficie. Otras
células susceptibles a la infeccion por VIH incluyen monocitos-macrofagos, células
microgliales, células de Langerhans y otras celulas de la médula 6sea. EI que el VIH
demuestre tropismo celular se encuentra determinado principalmente por la secuencia de

aminoéacidos de la cubierta del mismo (1,16).
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Se cree que las células de la linea de los macrofagos proporcionan un reservorio
importante para el VIH in vivo y puede contribuir a la patogenia de la deficiencia
inmunitaria por funcionamiento anormal. Por ejemplo, los macrofagos infectados con VIH
fagocitan a microorganismos como Candida albicans, Toxoplasma gondii y el complejo de

Mycobacterium avium (1).

La infeccion por VIH, genera una respuesta inmunitaria tanto de tipo humoral como
celular. Sin embargo, esta respuesta no es capaz de eliminar completamente la replicacion
viral. Los mecanismos por los cuales el VIH es capaz de evadir la respuesta del sistema
inmunitario son maltiples. Por una parte, este virus tiene alto grado de mutabilidad, y por
otra, ha desarrollado mecanismos que protegen a la célula infectada frente a los linfocitos T
citotoxicos (Tc) (1,27-29).

La pérdida de linfocitos CD4, que es una caracteristica de la infeccion por VIH, ocurre
principalmente como resultado de apoptosis o muerte celular programada. Otros
mecanismos que contribuyen a la muerte de las células T CD4 no infectadas incluyen la
fusién celular con células infectadas con VIH, desarrollo de poros en la membrana celular
de los linfocitos infectados conforme los virus de VIH protruyen a través de la superficie
celular, la acumulacion de ADN viral no integrado en el citoplasma celular y la destruccion
de las células CD4 no infectadas (observadores inocentes) las cuales se han encontrado sin

glucoproteina gp120 de la cubierta de VIH (1).

Ademas de un descenso en el nimero de células CD4, a la inmunodeficiencia de la
infeccion por VIH también contribuyen trastornos funcionales en dichas células, presentes
antes del descenso de los linfocitos CD4. La anomalia funcional en las células CD4 que se
detecta méas temprano es una pérdida en la respuesta a los antigenos de memoria, seguido
por una proliferacién reducida en respuesta de los aloantigenos y por ultimo, una
disminucion en la respuesta a mitdgenos. Una pérdida de estas tres respuestas predice un
deterioro clinico mucho mas rapido que en casos de conservarse todas o algunas de ellas
(28).
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Los datos recientes muestran que desde el momento de la infeccion, cada dia se
producen grandes nimeros de viriones, con recambio rapido (vida media aproximada de 6
horas) asi como de las células T infectadas (vida media menor de 1.5 dias). Aunque las
concentraciones de ARN de VIH en plasma pueden ser bajas durante la latencia clinica,
algunos datos sugieren que en los tejidos se producen cantidades considerables del virus, en
particular en ganglios linfaticos (1).

Los linfocitos T activados que expresan CD4, y que se han infectado con VIH son los
causantes de la presencia de casi el 99% del ARN de VIH en el plasma (carga viral). Estas
células son muy susceptibles a los tratamientos antirretrovirales. Las células del linaje de
macrofagos contribuyen solo con 1% de la carga viral, pero son mas resistentes al
tratamiento por su vida media méas larga y por su localizacion en tejidos como el cerebro,
en donde los farmacos antirretrovirales penetran en forma inadecuada. Asi, estas células se

consideran como un reservorio importante para el VIH en individuos infectados (1).

Durante la infeccion aguda la carga viral es extremadamente elevada. Una vez que se
desarrollan los linfocitos T citotdxicos (Tc) y otras respuestas inmunitarias, la carga viral se
reduce. Casi nueve meses después de la infeccion se obtiene un equilibrio entre la
respuesta inmunitaria del huésped y el virus; esto se refleja por una concentracion
plasmatica relativamente estable de ARN de VIH, a lo cual se le conoce como “punto de
equilibrio virologico”. Un punto de equilibrio elevado se relaciona con un pronostico malo
y viceversa. Cada dia, en situacion de equilibrio se producen/destruyen unos 10* viriones,
lo que representa la renovacion diaria del 30% de particulas circulantes. Por la misma
razon, cada dia se producen/destruyen 10° linfocitos CD4 con infeccién productiva, lo que
representa un indice de recambio 10 a 100 veces superior al fisiolégico, generando una

poblacion de virus muy heterogénea (1,16,24,30).

La replicacion del VIH en los monocitos y macrofagos ocurre con lentitud en
comparacion a lo que sucede en los linfocitos, con poca respuesta citopatoldgica, apoyando
su funcion como reservorio viral in vivo. Los linfocitos T en reposo también pueden

infectarse con VIH, pero se bloquea el ciclo de replicacion celular en el paso de la
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transcriptasa inversa. Si se activa la célula en el lapso de pocos dias, se produce la
infeccion por el virus; de otra forma, la infeccion se aborta. Estos linfocitos no activados

proporcionan un reservorio adicional de personas infectadas con VIH (1).

Las células T CD4+ y los macrofagos han mostrado ser susceptibles a la replicacion del
VIH y en consecuencia dirigen a defectos cuantitativos y cualitativos en el sistema inmune.
Los datos sugieren que los defectos inmunorreguladores son claramente evidentes en las
células mononucleadas de sangre periférica (en inglés, PBMC) de los individuos
infectados. Por otra parte, estos defectos pueden conducir al incremento de la sintesis de
inmunoglobulinas por el aumento de las sefiales necesarias o las citocinas necesarias para el

disparo de inmunoglobulina secretora de células B (7).

Otra caracteristica importante de la infeccion por VIH es la afeccion del sistema
nervioso central. Los datos clinicos varian de trastornos menores en la memoria hasta
cambios en la personalidad que pueden llevar a la demencia y trastornos siquiatricos y
afectivos hasta la demencia letal. En tejido cerebral infectado se ha detectado VIH en
células gigantes multinucleadas compuestas predominantemente por monocitos-macréfagos
y microglia lo que sugiere una funcidon patogénica importante para estas células. Una
hipétesis alternativa es que el VIH puede inhibir en forma competitiva la union de
neuroleucina a las neuronas. Este factor neurotrofico presenta homologia con una region

conservada de la glucoproteina de la cubierta del VIH, gp120 (1, 19).
E. EPIDEMIOLOGIA

Se ha demostrado que la infeccion por VIH ocurre por contacto sexual, tanto en
hombres que tienen sexo con hombres (HSH) como en heterosexuales, también por
administracion de sangre o hemoderivados infectados, inseminacion artificial con semen
infectado, exposicion a agujas que contengan sangre y transmision de una madre infectada

a su hijo o a un lactante durante o después del parto (1,19,31-33).

La manera mas facil de que el virus penetre al organismo es por via rectal, ya que la

mucosa intestinal carece a ese nivel de las barreras linfoides que se presentan en la parte
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inicial del tracto digestivo. La promiscuidad, habitual entre HSH, facilita la entrada del
virus por via rectal (19).

La transmision varon-mujer se reporta con mayor frecuencia que la transmision mujer-
varon. La infeccion en mujeres ha tenido un incremento como consecuencia de un aumento
de la transmision heterosexual, ésto se ve reflejado en la variacion que ha experimentado la
razon hombre:mujer; en el quinquenio 1985-90 era de 15:1, en el quinquenio 1990-95 de
10:1 y en 1998 se redujo a 7:1 (1,34,35).

La transmision de la madre a su descendencia ocurre por paso trasplacentario del virus
al momento del parto o in utero, o a través de la alimentacion al seno materno, con lo cual
se calcula que la frecuencia de transmision de VIH de una madre a su hijo varia de 15 a
30%. El tratamiento antirretroviral a la madre y al recién nacido pueden reducir el riesgo

de transmision vertical a 5% o menos (1,19,36).

Los trabajadores sanitarios se encuentran en riesgo de infeccion por VIH, pero éste es
considerablemente bajo (casi 1:250 exposiciones a aguja contaminada con VIH produce
infeccion), hay muy pocos casos hasta el presente. Los datos epidemioldgicos no apoyan
la transmision de VIH por contacto casual, insectos o por compartir utensilios (mesas,
cepillos dentales, etc.). No hay datos que soporten la transmision del virus en aerosol
(1,19).

El VIH puede detectarse en muestras de saliva de personas infectadas con el virus a
concentraciones extremadamente bajas (menos de 1 particula infecciosa por mililitro). De
manera similar se considera poco probable que la infeccion por VIH se transmita por orina,

heces, sudor, lagrimas y liquido amnidtico, por sus titulos virales extremadamente bajos

(1).

En Africa central y occidental asi como en Asia, los casos de Sida se distribuyen de
manera uniforme entre varones y mujeres y se considera que el mecanismo mas comun de
transmision es heterosexual, en especial de trabajadoras del sexo infectadas a sus clientes.

El riesgo de factores relacionados con infeccion por VIH en heterosexuales incluye gran
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namero de parejas sexuales, prostitucion, sexo con trabajadoras del sexo, antecedentes de
enfermedades de transmision sexual como gonorrea o sifilis y ulceracion genital de
cualquier causa. Aungue la mucosa intestinal y el epitelio cervical pueden infectarse con
VIH, la posibilidad de infeccion se incrementa notablemente si hay abrasiones o
ulceraciones. Otros factores de riesgo incluyen uso de mdltiples agujas o jeringas en
unidades médicas y practicas de ritual en las cuales se utilizan instrumentos no
esterilizados; éstas incluyen escarificacion, tatuaje y perforacion de pabellon auricular
(1,19).

La exposicion al VIH no siempre produce infeccion. Sin embargo, una exposicion
puede ser suficiente para causar infeccidn, dependiendo del tamafio del indculo, via de
entrada y quiza de factores del huésped. La dosis para infectar a 50% de los individuos
expuestos (Dlsp) se desconoce en seres humanos, pero se calcula que es baja (<10 a 100
viriones). Los virus asociados con células o los libres son infecciosos. Casi 50% de los
individuos infectados con VIH que no reciben tratamiento antirretroviral padeceran Sida en
un periodo de 10 a 12 afios desde el momento de la infeccion. El periodo de latencia (desde
el momento de la infeccion hasta el inicio de la enfermedad) puede variar de acuerdo al

indculo viral, virulencia de la cepa infectante, via de entrada y edad del paciente (1,35).

Segun el programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA (ONUSIDA)
y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) hasta diciembre 2008 se encontraban 33.4
millones de personas viviendo con VIH a nivel mundial. De estos, 31.3 millones son
adultos, de los cuales 15.7 millones son mujeres y 2.1 millones son nifios con edades por
debajo de los 15 afios (2,3).

La epidemia del VIH en América Latina se mantiene estable por lo general, y la
transmision del VIH sigue produciéndose en poblaciones de mayor riesgo de exposicion,
entre ellas, profesionales del sexo, hombres que tienen relaciones sexuales con hombres y
usuarios de drogas inyectables. EI numero estimado de nuevas infecciones por el VIH en
Ameérica Latina en 2008 fue 170,000 lo que eleva a 2.0 millones el nimero total de

personas que viven con VIH en esta region (2).
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De todos los paises de América Latina, los del norte de América Central son los més
afectados por el VIH. En Guatemala, Honduras y Belice, la epidemia tiene mayor avance
debido a las relaciones heterosexuales. En Costa Rica el VIH estd concentrado entre los

hombres que tienen relaciones sexuales con hombres (38).

En Guatemala, el Ministerio de Salud Publica a través del Programa Nacional de
Prevencion y Control de ITS, VIH y SIDA, ha notificado 20,484 casos de Sida 'y VIH desde
1984 hasta noviembre 2009. La epidemia es concentrada, manteniéndose una prevalencia
menor de 1% en poblacion general. Geograficamente el 78% de los casos reportados se
encuentra en 7 de 22 departamentos. Afecta principalmente a poblaciones méas expuestas
tales como hombres que tienen sexo con otros hombres y trabajadores sexuales. Los
privados de libertad, jévenes en riesgo social, los clientes de trabajadores sexuales, y los
pacientes con tuberculosis, también son afectados por el VIH. La via de transmision méas
comun es la sexual (94% de los casos) y la transmision materno-infantil es del 5%. En el
2009, ocurrieron en promedio 17 nuevas infecciones VIH por dia; 14,466 adultos y 1,425
nifios requirieron TAR y dos terceras partes de las personas con VIH desconocian su
condicion seroepidemioldgica (4).

En el Centro de Salud No. 2 del Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social la
prevalencia de casos positivos en el afio 2003 fue de 1.78%, en el 2004 de 1.26%, en el
2005 de 1.84%, en el 2006 de 2.01%, en el 2007 de 1.01% y en el 2008 (hasta mayo) de
1.19% (39).

Un estudio del CDC realizado en al afio 2001 en Guatemala en una poblacion de 3,300
militares estima que la prevalencia de VIH/SIDA en esta poblacion es del 0.7%, sin

embargo, aun es escasa la informacion disponible para este grupo (40).
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F. CARACTERISTICAS CLINICAS

Las manifestaciones clinicas producidas por la infeccion del VIH se presentan de forma
variada, desde la ausencia total de sintomas, ligeros malestares, hasta desordenes

neuroldgicos debido a enfermedades oportunistas o la muerte (41).

Después de la infeccion por VIH, algunas personas desarrollan una infeccion aguda o
primaria, Seguido por un periodo de latencia clinica durante el cual no se presentan

sintomas, luego por un periodo sintomatico hasta llegar a la fase tardia o Sida (42).
1. Periodo agudo

Después de la infeccion con VIH, un individuo puede permanecer asintomatico o
desarrollar enfermedad aguda similar a la mononucleosis infecciosa (1,43,44). Este
sindrome suele ocurrir en 2 a 6 semanas después de la infeccion, con periodos que varian
de 5 dias a 3 meses. Los sintomas predominantes son fiebre, cefalea, faringodinia, malestar
general y exantema. Los datos clinicos pueden incluir faringitis, linfadenopatia
generalizada, exantema macular o urticariforme en cara, tronco y extremidades; y
hepatoesplenomegalia (1,19,21,42,45). Durante la enfermedad aguda los anticuerpos
contra VIH por lo general no se detectan. Aunque la enfermedad a menudo es muy
incapacitante, necesitando reposo en cama e incluso hospitalizacion, algunos individuos

experimentan so6lo sintomas leves y no buscan atencion médica (1).

La infeccion aguda por VIH también se ha relacionado con trastornos neurolégicos,
entre ellos meningitis, encefalitis, paralisis de pares craneales, miopatia y neuropatia
periférica. También son frecuentes las manifestaciones digestivas, como nauseas, vomitos,

anorexia, diarrea y dolor abdominal (1,45).

Durante la enfermedad aguda casi nunca se detectan anticuerpos especificos frente al
VIH debido a que se produce el periodo de ventana, en el cual no es posible detectar la

presencia de éstos, a pesar de existir niveles de viremia muy elevados (13,35,46).
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Seguido por un periodo de latencia clinica, el cual puede durar de uno a diez afios,
dependiendo de la magnitud del indculo y de la capacidad de respuesta inmune del paciente
(19,42). A esta fase, se le denomina periodo de “portador asintomatico”, en el que la
persona puede no sospechar su infeccion pero es capaz de transmitirla a traves de su sangre
y secreciones corporales. Este periodo se presenta entre las seis semanas y los seis meses
posteriores al momento de adquirir el virus, en este periodo es donde se produce la

seroconversion (21,30,42).
2. Periodo sintomético

El desarrollo de sintomas relacionados con VIH se debe a disfuncion progresiva de la
funcién inmunitaria (1,19). Los signos y sintomas constitucionales incluyen fiebre
persistente, diaforesis nocturna, pérdida de peso, diarrea cronica inexplicable, eccema,
psoriasis, dermatitis seborreica, herpes zoster, candidiasis oral y leucoplaquia vellosa de la
cavidad bucal. Resultados de numerosos estudios han demostrado que la prevalencia de
lesiones a nivel de la cavidad bucal es alta en los individuos infectados y estos trastornos
son indicadores de un prondstico desfavorable y anuncian la progresion hacia el Sida
(47,48). La trombocitopenia relacionada con VIH (definida como un recuento plaquetario
<50,000/uL sin otras causas conocidas) se encuentra en menos del 10% de los individuos

infectados), también puede encontrarse anemia (1,43,45).
El recuento de CD4 empieza a decaer y se coloca en un nivel de 400 por mm (19).
3. Sida

Es un sindrome secundario a la infeccion por el VIH; es el resultado final de la
enfermedad y se caracteriza por una severa inmunosupresion, siendo la respuesta
inmunoldgica cada vez mas deficiente, lo cual conlleva a la aparicion de infecciones
oportunistas, condiciones autoinmunes y neoplasmas asociados a una mayor morbilidad y
mortalidad (22,24,41).

Los criterios para el diagnostico del Sida fueron definidos por el CDC (Centers for

Disease Control and Prevention) y comprenden ciertas infecciones oportunistas y canceres,
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encefalopatia relacionada con VIH y una amplia gama de enfermedades indicativas de Sida
en individuos con datos de laboratorio de infeccion por el virus. EI CDC ha modificado la
definicion para incluir adultos y adolescentes con infeccion por VIH diagnosticada que
tienen recuento de linfocitos CD4 menor de 200 células/uL de sangre o una cantidad de
linfocitos T CD4 menor del 14%, independientemente de los sintomas clinicos. Ademas, la
tuberculosis pulmonar, neumonia bacteriana recurrente y cancer cervicouterino invasor se

han afiadido a la lista de trastornos que definen al Sida (1,22,41).

La clasificacion del CDC de 1993 clasifica a los pacientes segun los datos clinicos
(categoria clinica) y el numero de linfocitos CD4 (categoria inmunoldgica). Ver anexo Il.
(49).

La infeccion por VIH en nifios tiene algunas caracteristicas clinicas, inmunolégicas y
viroldgicas distintas de las del adulto. Los nifios exhiben recuentos de CD4 y carga viral
significativamente maés altos que los adultos, el periodo de incubacion de la infeccién por
VIH es mas corto y las manifestaciones clinicas son multisistémicas y con frecuencia
inespecificas, caracterizandose por una mayor frecuencia, severidad, duracion,
refractariedad a tratamiento y recurrencia de las patologias propias de la infancia, ademés
de infecciones oportunistas (24).

Las infecciones oportunistas mas comunes encontradas son neumonitis por
Pneumocystis carinii, criptococosis diseminada, toxoplasmosis, tuberculosis (las personas
con infeccion por VIH tienen 100 veces mas probabilidad de desarrollar tuberculosis que
una persona no infectada) (50) (tanto por complejo Mycobacterium avium como
tuberculosis), infeccion crénica recurrente, ulcerosa relacionada con el virus del herpes
simple, infecciones diseminadas por citomegalovirus e histoplasmosis. Los pacientes con
Sida también tienen una frecuencia elevada de bacteremia por Salmonella, infeccion por
estafilococos y neumonia. Los nifios con Sida pueden desarrollar infecciones oportunistas
como neumonia por P. carinii, pero tienen una frecuencia mas elevada de neumonitis

linfocitica intersticial e infecciones bacterianas recurrentes que los adultos (1,19,45).
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El cancer diagnosticado con mayor frecuencia en pacientes con Sida es el sarcoma de
Kaposi, una neoplasia que afecta el endotelio y el estroma mesenquimatoso. EIl agente

causal del sarcoma de Kaposi es un herpesvirus (VHH-8) (1,19).

G. TRATAMIENTO
El tratamiento de la infeccion por el VIH comprende diferentes aspectos entre los cuales
destaca la dieta, los tratamientos de las distintas patologias infecciosas y tumorales

presentes en la misma y el tratamiento antirretroviral (44,49).

En la actualidad se dispone de un total de 15 farmacos antirretrovirales (13 en la Unién
Europea, ya que la delavirdina y el amprenavir no estan autorizados por la Agencia
Europea del Medicamento) para el tratamiento de la infeccion, que pertenecen a cuatro
familias:

1. Anélogos nucledsidos de la transcriptasa inversa (ANITI): Zidovudina (AZT),
Didanosina (ddl), Zalcitabina (ddC), Estavudina (d4T), Lamivudina (3tC), Abacavir
(ABA)

2. Anélogos nucledtidos de la transcriptasa inversa (ANTITI) : Tenofovir (PMPA)

3. No analogos de los nucledsidos de la transcriptasa inversa (NNITI): Nevirapina,
Delavirdina, Efavirenz

4. Inhibidores de la proteasa (IP): Saquinavir, Ritonavir, Indinavir, Nelfinavir,
Amprenavir, Lopinavir (49). Ver anexo IlI.

Ademas de estos cuatro grupos, existen otros farmacos que también se utilizan en
algunas ocasiones en el tratamiento de la infeccion como la hidroxiurea, el &cido

micofendlico y la interleucina 2 (49).

En los adultos, el tratamiento antirretroviral de la infeccion por VIH con asociaciones de
3 0 més drogas antirretrovirales suprime, en la mayoria de los casos, la replicacion viral,
con lo que la carga viral puede llegar a hacerse indetectable, se detiene el deterioro del
sistema inmunoldgico y se recupera cualitativa y cuantitativamente la respuesta inmune,

observandose una significativa disminucion de la morbilidad asociada, de la progresion de
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la enfermedad y la mortalidad por Sida, siendo la terapia antirretroviral (TAR) una
intervencion de gran costo efectividad. Desafortunadamente, no se logra erradicar el
genoma viral de los tejidos reservorio, por lo que la suspension de la TAR lleva a la
reaparicién de virus circulante y nuevo deterioro inmunoldgico y clinico. Las terapias
actuales deben considerarse de por vida. Ademas, en muchas oportunidades, es necesario
efectuar cambios de esquemas terapéuticos por toxicidad de las drogas o aparicion de
resistencia viral, la cual puede ser caracterizada mediante estudios de genotipificacion viral
(24).

En los pacientes infectados por el VIH, la indicacion de profilaxis frente a las distintas
enfermedades infecciosas a los que son propensos la marca fundamentalmente el nivel de
linfocitos CD4 que presenta el paciente, ya que el nivel de la inmunidad es el que mejor
predice el riesgo de desarrollar eventos oportunistas. Las indicaciones de profilaxis se

pueden ver en el anexo Il (49).

H. PREVENCION

Monogamia, educacion sobre las practicas de sexo seguro, realizar pruebas de tamizaje a
toda sangre para transfusion, evitar contacto directo de la piel con sangre, medida
especialmente importante en trabajadores de la salud, uso de antirretrovirales durante el
parto lo cual evita que la infeccidn se transmita al nifio, las madres VIH+ no deben lactar al
nifio (1,19,35).

I. IMPORTANCIA DE LA DETECCION TEMPRANA DEL VIRUS

El VIH reduce la esperanza de vida por 20 afios. La deteccion temprana del VIH es
conveniente para la sociedad, tanto en términos de menos "afios productivos” perdidos
como en la reduccion de los costos en atencidn a la salud. La deteccion temprana conduce
a iniciar un tratamiento que ofrece una mejor calidad de vida para el paciente, a evitar la
aparicion exponencial de nuevos casos, a realizar estudios epidemiolégicos reales, para
disminuir la morbi-mortalidad de las personas ya infectadas, a asegurar la seguridad de los
productos sanguineos y a prevenir la infeccion del feto o recién nacido en el caso de

mujeres embarazadas (8-12,51).
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J. DIAGNOSTICO DEL VIH

El VIH es una epidemia que se encuentra difundida en todo el mundo. Su diagnostico
trasciende en importancia a otros diagnosticos de laboratorio debido a la gravedad de la
enfermedad. Dado que la via de transmision es a través de la sangre y contacto sexual, uno
de los medios més importantes para frenar la epidemia es su correcto diagndstico. Esto
puede garantizar que no se utilice para transfusion las unidades de sangre que se encuentran
contaminadas con dicho virus, y cuando se busca en poblaciones de alto riesgo, que se
detecten todos los individuos infectados, y, por tanto, la terapéutica pueda ser iniciada
tempranamente y se puedan brindar medidas para educar a dicha poblacion (5-7).

El diagndstico definitivo de la infeccidn por el VIH sélo puede establecerse por métodos
de laboratorio, ya que en ningun caso las manifestaciones clinicas son lo suficientemente
especificas (52). La identificacion del VIH es de suma importancia para el control de la

dispersion de Sida a nivel mundial (7).

Actualmente, la mayoria de centros de diagnostico a través del mundo se basan en

técnicas serologicas (7).

Los individuos seronegativos, asintomaticos pero que se encuentran infectados con VIH,
raramente son identificados por las pruebas serolégicas comunes, por lo que son muchas

las personas infectadas que no son diagnosticadas correctamente (5,7,53).

Esto se debe al "periodo de ventana” de semanas y meses desde el momento de la
infeccion por VIH hasta la seroconversion. El periodo de ventana se debe a la supresion de
la respuesta inmune contra el virus (5). Durante el periodo de ventana, la serologia
negativa conduce a un diagnostico falso, y el virus reside como ADN proviral s6lo en los

tejidos y no en la sangre, lo que dara lugar a resultados falsos negativos (54).

El lapso del periodo de ventana varia de una poblacion a otra y estd afectado por el
ambiente, la genética y otros factores que afectan al sistema inmune, incluyendo la ruta de

infeccion y el periodo de latencia. El periodo de ventana es causado por una supresion
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inmune especifica, por las células CD8+, también otros factores presentan un rol
importante como la latencia viral y la tolerancia inmune periférica, por ejemplo, por la

exposicion in utero (54).

El serodiagndstico del VIH es un elemento para limitar el impacto de la rapida
expansion de la epidemia de VIH/Sida. El diagndstico se basa en la deteccion de
anticuerpos contra el VIH a través de pruebas serologicas que pueden ser pruebas de
tamizaje, confirmatorias, otras se basan en la deteccion del virus en si, por sus proteinas o
su material genético y también por nuevas pruebas. Los anticuerpos contra el VIH aparecen
en la circulacion a las cuatro u ocho semanas de la infeccién (30).

A través de la educacion directa se podrian evitar nuevas infecciones. Debido a las
actuales limitaciones de las pruebas seroldgicas de anticuerpos, algunas unidades de sangre
son transfundidas, difundiendo la propagacion de la infeccién ain mas (5,53).

En pacientes que se encuentran en el periodo agudo de la infeccion, la respuesta inmune
estd empezando a desarrollarse, por lo que los anticuerpos no se detectan por los métodos
convencionales, por lo que no debe excluirse la infeccion. En algunos casos, el diagnostico
por infeccidn puede ser descartado, por lo que el paciente es altamente infeccioso, ya que al

desconocer su estado pone en riesgo a otras personas (13,52).

Para reducir el nimero de personas que no han sido diagnosticadas con la infeccion por
VIH, el CDC recomendé en septiembre de 2006 implementar un tamizaje para VIH como
parte de un examen médico rutinario para todas las personas comprendidas de los 13 a los
64 afos (12,55).

Entre las pruebas para el diagnostico de VIH se encuentran:
1. Pruebas de Tamizaje:

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA), DOT-BLOT (tiras de nitrocelulosa), pruebas

rapidas, que permiten la deteccion de anticuerpos anti-VIH. En general tienen una alta
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sensibilidad y especificidad (mayor 99%), sin embargo, requieren siempre ser confirmadas.
ELISA es la prueba bésica de busqueda que se utiliza para detectar anticuerpos contra VIH.
Se rompe todo el virus purificado y se inmovilizan las proteinas virales en esferas de
plastico o en placas con multiples pozos. EI suero de prueba que contiene anticuerpos
contra VIH se une a estas proteinas virales. Un anticuerpo antihumano unido a enzima
afiadido a la reaccion se fija al complejo y se detecta por la aparicion de color con la

adicion del sustrato enzimatico, debido a una reaccion enzimocromatica (6,24,30,56).

En la prueba DOT-BLOT el resultado se basa en la interpretacion visual de un punto o
linea especifica para VIH (30).

Una de las técnicas mas recomendada por sus caracteristicas de rapidez y sensibilidad es
HemasStrip HIV que utiliza muestras de sangre total. También se encuentra la prueba
biostrip (Stat Pak Dipstick) que emplea un principio inmunocromatografico y consiste en

una tira de nitrocelulosa que incorpora antigenos y un reactivo sefial (56).

La mayoria incluye un punto o marca de control que indica la ejecucion correcta de la

prueba y otra area para el resultado (56).

Las pruebas répidas son referidas asi debido a que se pueden realizar en minutos, se
necesita un minimo de experiencia técnica para realizarlas y no se necesitan instrumentos
sofisticados ya que los resultados pueden ser interpretados visualmente, éstas presentan una
sensibilidad y especificidad comparable con la del método ELISA (6,24,30,56). Estos
ensayos rapidos generalmente se utilizan cuando es necesario evaluar rapidamente la
profilaxis medicamentosa, como por ejemplo en mujeres a punto de finalizar su embarazo o
gue se encuentran en trabajo de parto, las cuales no fueron estudiadas previamente para

evitar la infeccidn vertical por VIH del recién nacido (24,57).
2. Pruebas confirmatorias:

Western blot (WB), Inmunofluorescencia indirecta (IFI), Enzimoinmunoanalisis lineal

(LIA). Altamente especificas (cercanas al 100%) pero presentan menor sensibilidad. El
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criterio de positividad del WB exige la presencia de dos de las tres bandas correspondientes
a genes estructurales que codifican las proteinas p24, gp41 y gp120/gp160. En ocasiones el
resultado de WB puede ser “indeterminado” (presencia de sélo una banda o perfil atipico)
ésto se puede presentar en las siguientes situaciones: a) infeccion por VIH-2, b)
seroconversion, c¢) enfermedad avanzada, d) individuos africanos, €) hijos de madres VIH
(+), y f) reactividad inespecifica o cruzada con otros anticuerpos. Cuando el WB es

indeterminado se recomienda repetir la prueba tres a seis meses despues (30,57).
3. Pruebas de deteccion viral:

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que es una técnica de amplificacion génica,

el antigeno P 24 y cultivo viral (30).

El cultivo viral cuantifica la cantidad de virus en sangre; es de utilidad diagnostica solo
en sujetos en fase inicial de la enfermedad, cuando adn no se han producido niveles
detectables de anticuerpos, es la técnica méas especifica para el diagndstico de la infeccion;
debido a la complejidad y riesgo que supone su realizacion suele reservarse para estudios
basicos de variabilidad genética, epidemiologia, patogénesis virica o resistencia a farmacos.
La deteccidon del antigeno p24 es altamente especifica durante el periodo agudo de la
infeccion ya que acorta el periodo de ventana, que es cuando las pruebas utilizadas
convencionalmente son negativas, debido a niveles no detectables de anticuerpos. Diversos
trabajos publicados ponen de manifiesto un adelanto entre una a dos semanas en la
deteccidn seroldgica de la infeccion, aspecto a considerar si se tiene en cuenta que en ese
periodo la infectividad es mas elevada (6). Sin embargo, esta prueba es insensible durante

la infeccion crénica y es de costo muy elevado (24,58-62).

Se considera que una persona esta infectada por el VIH cuando presenta dos pruebas de
diferente principio positivas, sin necesidad de realizar WB como prueba de confirmacion
(30).
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La deteccion serologica de anticuerpos contra una variedad de infecciones es
considerada como evidencia de la exposicion o infeccion activa. Técnicas serolégicas son
usadas para el diagnostico de VIH a nivel mundial. Las técnicas serologicas actuales, sin
embargo, no identifican a individuos clinicamente asintomaticos quienes estan infectados
pero carecen de niveles detectables de anticuerpos VIH reactivos. La existencia de
individuos seronegativos pero infectados se ha documentado usando la técnica de PCR,
hibridizacion in situ y por activacion policlonal de células mononucleadas de sangre
periférica (PBMC) in vitro (7,63,64).

Actualmente, han surgido pruebas que incluyen la deteccién de los anticuerpos
especificos del virus por medio de la saliva (56,65) y técnicas que emplean el principio
Ilamado estimunologia como la prueba SMARTube™HIV&HCV (14).

4. Prueba SMARTube ™MVIH&VHC

El SMARTube ™ es un sistema de tratamiento previo de muestras de sangre para la
deteccion del VIH y del virus de la hepatitis C (VHC). Las muestras de sangre completa
heparinizada son incubadas por 3 - 5 dias a 37° C en atmdsfera himeda y 5% de CO,
(7,63,64,66-71) durante los cuales la solucion del SMARTube ™ estimula la produccion
de anticuerpos especificos contra VIH y VHC. El plasma es luego analizado usando
ensayos convencionales de anticuerpos especificos para VIH (14,73).

Este tratamiento previo de la muestra se utiliza para activar la produccion de anticuerpos
en la muestra de sangre a los pocos dias de la infeccion, aproximadamente una semana, sin
tener que esperar a que el organismo produzca anticuerpos semanas 0 meses mas tarde, y
para impulsar la produccién de anticuerpos a niveles que pueden ser detectados por medio

de métodos utilizados convencionalmente, por ejemplo ELISA (14,73).

Es una técnica innovadora y simple que brinda una deteccién completa y temprana del
VIH y del VHC en individuos que estan infectados aun cuando €éstos sean seronegativos y

que reduce la tasa de falsos negativos (7,14,64,74).


http://www.smartube-bio.com/?CategoryID=191&ArticleID=263&Page=1
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Detectar a los portadores tempranamente, durante el periodo de ventana, no solamente
es critico para la provision segura de sangre en los bancos de sangre, sino también puede
afectar dramaticamente la vida de los bebés recién nacidos, por medio de un diagndstico

temprano puede prevenirse nuevas infecciones (73-75).

La recoleccion de sangre puede llevarse a cabo en cualquier lugar y con equipos

comunes. Se utiliza sangre periférica heparinizada (63,67,70).

El método aplica la técnica denominada estimunologia. La “estimunologia”
(Stimunology) o tecnologia SMART implica la estimulacion y activacion de los linfocitos
cebados in vitro del VIH en un medio de cultivo, conduciendo a la proliferacion de células
y a la produccién de anticuerpos por las células B incluso en la fase activa de la represion
de la infeccion. El resultado de esta activacion es aumentar los niveles de anticuerpos en el
plasma y detectar los anticuerpos por técnicas utilizadas convencionalmente que se
encuentran por debajo del nivel de deteccion antes de la utilizacion de  SMARTube ™

(14,54).

La estimunologia supera la supresion inmune especifica durante el periodo de ventana y
conduce a la produccion de anticuerpos in vitro, por las células que han sido preparadas in
vivo, incluso a partir de muestras de sangre de personas infectadas que aun son

seronegativas (54).

Investigadores en Israel y Kenia han demostrado la contribucion de los diversos grados
de inmunosupresion tanto los debidos a infecciones cronicas existentes como parasitemias
y desnutricion, en diferentes poblaciones puede influenciar y prolongar el diagnéstico
serologico debido al periodo de ventana, sin embargo, este problema se puede superar por
medio del enriquecimiento en la produccion de anticuerpos in vitro con esta técnica
(73,75).

Para el ensayo se utiliza sangre completa ya que el cultivo in vitro requiere células

mononucleadas de sangre periférica (PBMC) (31). Las PBMC se cultivan en 2 ml de medio
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RPMI por 5 dias a 37°C en atmosfera himeda y 5% de CO,, con una concentracion optima
de mitégeno de fitolaca (del inglés, PWM) para que se produzca una activacion policlonal
de células B (polyclonal B cell activation test PBAT). Luego se centrifugan y el
sobrenadante obtenido por medio de esta estimulacion es ensayado con técnicas
convencionales para anticuerpos de VIH, elevandose el nivel de anticuerpos presentes en la
muestra (7,63,70). Se puede utilizar cualquier prueba de deteccion de anticuerpos VIH
(p.ej. ELISA). Con esta tecnologia solamente se debe tratar la sangre antes de utilizar las

pruebas convencionales para el diagnostico de la infeccion (14).

Las células B inducen la secrecion de anticuerpos VIH in vitro en individuos infectados
pero seronegativos. En un estudio se demostrd que la especificidad del ensayo es muy alta

ya que todas las muestras que eran negativas por PBAT también eran negativas por PCR

(7).

El principio de la prueba es una activacion policlonal de células B con un mitégeno
(PWM) que activa células B, incluso fuera de los estados de tolerancia in vitro, que permite
la produccién de niveles detectables de anticuerpos especificos en el sobrenadante del
cultivo aunque las células B VIH especificas se encuentren bajo supresion o baja regulacion
(63,64,70,76).

Técnicas como la activacion policlonal de células B con PWM (estimunologia) y la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) han documentado la existencia del virus de
inmunodeficiencia en simios (SIV) y el virus de inmunodeficiencia en humanos y primates

infectados pero seronegativos (63).

El analisis por PCR obtenido de alicuotas de PBMC de individuos seronegativos pero
por estimunologia positivos revela la presencia de secuencias especificas para VIH en un
numero significativo de muestras. En estudios realizados en mangabeyes seronegativos, se
cultivaron in vitro las células mononucleadas de sangre periférica (PBMC) con un

mitdgeno (PWM), el fluido sobrenadante obtenido contenia niveles significativos de
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anticuerpos que especificamente reaccionan con SIV tanto en andlisis por ELISA como WB

(7).

La aplicacion de esta tecnologia implica un simple procedimiento mediante el cual las
muestras de sangre son previamente tratadas en una formula que estimula la produccion de
anticuerpos VIH especificos. El plasma es luego analizado usando ensayos convencionales
(73).

La tecnologia SMARTube ™ representa la culminacion de mas de quince afios de
investigacion conducida por la Doctora Tamar Jehuda-Cohen y es fabricado bajo
regulaciones 1S09001:2000 e 1SO13485:2003. Esta prueba esta certificada en Europa (CE),
también ha sido registrada en algunos paises como lIsrael, Sudafrica, Rumania, Nigeria

Rusia y Turquia (14,73). Ver anexo IV.

Este ensayo detecta la infeccion durante el periodo de ventana y puede identificar
algunos individuos quienes estan infectados pero que puede que nunca se seroconviertan.

Detecta inmunidad humoral antes de la seroconversion (77).

4.1 Composicion

Su composicidn consiste en dos mililitros de medio de cultivo que contiene activadores

celulares y suero fetal bovino, en un tubo de poliestireno (14).

El medio utilizado es RPMI 1640 (desarrollado por Moore y sus colaboradores del
Roswell Park Memorial Institute) suplementado con penicilina, estreptomicina, L-
glutamina, 10% de suero bovino fetal inactivado, receptor de interleucina 2 recombinante
(r-1L2) y mitogeno de fitolaca (pokeweed mitogen: PWM) para inducir la proliferacion de
una gran cantidad de clones de linfocitos (activacion policlonal de celulas B) (7,64,66-
68,69,70,72,77,78).
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4.2Usos

El SMARTube ™ esta disefiado para mejorar la deteccion serologica de los anticuerpos
contra el VIH vy el virus de la hepatitis C (VHC). EIl tratamiento previo por medio del
SMARTube ™ aumenta la sensibilidad de las pruebas que se utilizan actualmente para la

deteccion de dichos virus, sin disminuir la especificidad de éstas (14).

La incorporacion de la técnica de estimunologia en las pruebas basicas de los bancos de
sangre y en los protocolos de diagnostico puede disminuir la transmision de esta
enfermedad (74).

El ensayo identifica individuos quienes se seroconvertirdn y las técnicas de ELISA y
WB no son lo suficientemente sensibles para detectar los bajos niveles de anticuerpos VIH
reactivos (7).

4.3 Ensayos Clinicos

Se han llevado a cabo estudios clinicos utilizando el SMARTube ™ en lIsrael,
Sudafrica, Kenia, México y China. En los diferentes paises se realizaron pruebas con
poblacién de alto riesgo obteniéndose un promedio de 0.1%-4% de casos adicionales
positivos después de un tratamiento previo con el SMARTube ™, todos éstos fueron
seronegativos por serologia convencional y por lo tanto se perdieron por medio de las

pruebas actuales, sin dejar de ser potencialmente infecciosos (14,53).

SMARTube ™ ha sido utilizado en ensayos clinicos con un nimero de pacientes que
suman alrededor de 10,000 en total (73).

La infeccion indetectable por el VIH en los bancos de sangre representa un problema
serio para la salud publica. Las donaciones de sangre de los estudiantes de secundaria son

preferidas a las muestras de adultos en los bancos de sangre en Kenia, debido a la baja
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prevalencia de infeccion entre esta poblacion, la cual ha sido determinada por medio de
serologia convencional. Sin embargo, el nimero de individuos infectados recientemente
continua siendo dificil de identificar, debido al periodo inmunoldgico de ventana que puede

durar meses (74).

En estudios recientes se realizaron pruebas para anticuerpos de VIH en las muestras de
los donadores de sangre del hospital de Kenia (Keniata) usando plasma regular y plasma
obtenido después del paso de estimunologia. Se detectd un numero significativo de
infecciones tempranas, antes de la seroconversion tanto en poblacion adulta como en
estudiantes kenianos que no fueron detectadas por técnicas de diagndstico convencionales.
Ambas poblaciones demostraron un incremento significativo en la formacion de
anticuerpos especificos contra el VIH. La poblacibn mas joven mostrd una mayor
proporcién de infeccion temprana por VIH (0.45) que los adultos (0.27). Mientras que son
preferibles las muestras de sangre de donadores jovenes a las de adultos, estos datos
demuestran un indice preocupante de portadores seronegativos entre esta poblacidn
(73,74).

En una poblacion de alto riesgo del Hospital de Kenia, se realiz6 serologia de rutina y
estimunologia para la deteccion de VIH en 32 pacientes. Seis de las 32 muestras analizadas
fueron VIH positivo, tanto por serologia convencional como por estimunologia. De las 24
muestras negativas por serologia convencional, 12 (50%) fueron positivas por medio de
estimunologia. Algunas de estas muestras fueron analizadas para la presencia de genoma
VIH-especifico usando hibridizacion in situ. Casi todas las muestras (8 de 9) que eran
seronegativas aunque positivas por estimunologia, tenian ADN proviral detectable en los
linfocitos. Tres muestras del sobrenadante obtenido por estimunologia fueron analizadas
usando antigeno p24, solamente una de estas fue positiva. EI suero obtenido por serologia
convencional de estas muestras fue negativo para antigeno p24 utilizando el mismo kit
(53).
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En un estudio en Estados Unidos en poblacién considerada de riesgo el 16% de los
individuos seronegativos fueron encontrados positivos por estimunologia, ya que tenian

células B VIH especificas en su sangre (64).

En un estudio se incluyeron 215 pacientes de alto riesgo del Hospital Grady Memorial
en Atlanta, 15 muestras de pacientes que no se consideran de alto riesgo como controles
para la prueba de ELISA, Western Blot (WB) y estimunologia y 20 adultos voluntarios del
laboratorio. EIl sobrenadante obtenido por medio de estimunologia fue analizado para VIH
por ELISA y WB. De los 215 pacientes, 50 fueron seropositivos por ELISA y luego
confirmados por WB, el resto (165) fueron seronegativos por ELISA, de éstos se detectd
30 seropositivos adicionales (25%) al analizar el sobrenadante obtenido por estimunologia,
mientras que solamente se obtuvo 12 seropositivos al analizar el suero de las mismas
muestras por PCR. Estudios similares han sido llevados a cabo en Israel y en Espafia. La
poblacion estudiada comprende las esposas y los nifios de padres portadores de VIH. En
ambos grupos se identificaron individuos quienes mostraban inmunidad especifica para

VIH in vitro, sin seroconversion (7,71,76).

En un estudio llevado a cabo en Kenia, 20 mujeres embarazadas fueron analizadas para
VIH con estimunologia y sin ésta. Ocho de estas fueron seropositivas. Entre las 12
mujeres seronegativas se obtuvo 5 seropositivas adicionales que se encontraban en el
periodo de ventana y su infeccién fue detectada después del tratamiento previo de la

muestra utilizando estimunologia (79).

En un estudio en Etiopia se determiné que una alta proporcion de esposas seronegativas
de portadores seropositivos tienen células B especificas en sangre periférica y por lo menos
la mitad de estas mujeres tienen también evidencia de la presencia de VIH por PCR. De 16
esposas estudiadas, 3 fueron seropositivas por estimunologia y por PCR y 13 seronegativas:
2 negativas por estimunologia y PCR, 3 positivas por PCR y 8 positivas por estimunologia
(64).
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Se ha reportado la deteccidn de infeccién por VIH en nifios seronegativos nacidos de
madres seropositivas. En lIsrael se ha estudiado la condicion de los nifios nacidos de
madres seropositivas usando métodos distintos a la serologia. EIl ensayo PBAT fue usado

para detectar células B especificas en algunos de los nifios seronegativos (80).

Se analizaron 332 muestras de adultos jovenes para anticuerpos contra VIH por serologia
convencional y estimunologia. Las muestras positivas fueron examinadas para detectar el
virus y ADN proviral. Doce fueron positivos por serologia convencional y se encontraron
10 muestras adicionales positivas para VIH usando el tratamiento previo de la muestra de
sangre completa por medio del SMARTube ™ (54).

Un total de 285 y 537 muestras aleatorias fueron sometidas a pruebas en el afio 1992 y
1998, respectivamente en poblacion inmigrante. El andlisis de la prevalencia, incidencia y
la duracién del periodo de ventana entre los inmigrantes fue medido para comparar los
resultados obtenidos en las muestras antes y después del analisis por estimunologia en
comparacion con el ensayo ELISA. Por medio de este ensayo que promueve la
estimulacidn in vitro de la sintesis de anticuerpos se lleg6 al diagnostico de 2.7% en 1992
y de 0.36% en 1998 de los grupos de inmigrantes, como individuos infectados pero en

periodo de ventana (81).

Estudios longitudinales en un grupo de 215 individuos alcohdlicos y drogadictos
mostraron una prevalencia de 5.6% de seropositividad. Hubo 5 individuos adicionales

quienes fueron negativos por ELISA, pero positivos por estimunologia (77).

En un estudio realizado con simios, se demostrd en infecciones experimentales que los
anticuerpos pueden ser detectados en el sobrenadante del cultivo semanas e incluso meses

antes de la seroconversion in vivo (7).

Los mangabeyes fuliginosos (SM, del inglés sooty mangabey) son una especie de mono

africano que se encuentran naturalmente infectados por SIV aunque la infeccion no deja
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secuelas patoldgicas. En el centro de Yerkes para primates el 95% de los SM jovenes (<2
afios) son seronegativos, mientras que el 95% de los adultos son seropositivos. En un
estudio profundo sobre inmunidad a SIV en los mangabeyes reveld que no solo todos los
mangabeyes seropositivos sino también los seronegativos tienen inmunidad especifica para
SIV la cual puede ser detectada por activacion policlonal de células B mostrando PBMC de
los simios seronegativos podian producir anticuerpos SIV seguido de la estimulacion in
vitro. Cuando los macacos Rhesus (RM), que son originarios de Asia, son infectados
experimentalmente con SIV de SM, se seroconvierten y luego de un periodo asintomatico
(1-2 afios) desarrollan sindrome parecido al SIDA y mueren. En un experimento 15
hembras RM fueron infectadas durante el embarazo. De los 12 hijos nacidos vivos solo 2
permanecieron seropositivos después de la pérdida de los anticuerpos maternos. Siete mas
fueron positivos por estimunologia indicando la presencia de inmunidad SIV especifica.
Algunos de estos infantes seronegativos fueron encontrados positivos por PCR. Uno de los
infantes seronegativos por PCR, pero positivo por estimunologia se seroconvirtié a la edad
de 15 meses(54,81).

Se han realizado estudios en mangabeyes fuliginosos (Cercocebus atys) en la
Universidad de Emory (Atlanta) donde un gran porcentaje (>75%) se encuentran
naturalmente infectados con SIV, se realizé un estudio en 3 mangabeyes nacidos de dos
madres seronegativas (por ELISA y WB). Los sueros de las madres fueron analizados por
3 aflos antes del nacimiento de los infantes, sin embargo, el andlisis seriado de los 3
infantes presentaba anticuerpos contra SIV por WB. Los PBMC de las madres y de los
infantes fueron cultivados in vitro con PWM (estimunologia), los datos obtenidos

demostraron que las dos madres estaban infectadas con SIV (71).

En un estudio realizado en primates se transfundio a 2 macacos con sangre completa y a
otros 2 con plasma previamente cultivado de dos mangabeyes seronegativos pero positivos
por estimunologia. Luego de la transfusion, 3 de los 4 se seroconvirtieron y las células
mononucleadas de sangre periférica de los cuatro secretaron anticuerpos SIV reactivos

usando la activacion policlonal in vitro a la semana después de la transfusion. Después de
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20 semanas de la transfusion, las muestras continuaban mostrando reactividad por

activacion policlonal mientras que el suero se encontraba negativo (63).

En un estudio realizado con macacos Rhesus se confirmé la infeccidén por serologia
convencional y por medio de cultivo en el 25% de los infantes nacidos de madres
infectadas por SIV (3 de 12 infantes), sin embargo, el ensayo llevado a cabo por medio de
estimunologia confirm6 que el 83% de los infantes (10 de 12 infantes) se encontraban

infectados con dicho virus (69).

En otro estudio realizado en 37 mangabeyes de la colonia del Centro de Yerkes para
primates se demostré que al igual que en los humanos la ausencia de anticuerpos HIV-1 en
el suero no garantiza la ausencia de infeccion viral, ya que se detectaron 5 casos
seronegativos por serologia convencional (ELISA), pero seropositivos por estimunologia
(70).

En otro estudio realizado en mangabeyes del Centro de Yerkes para primates de la
Universidad de Emory se obtuvieron 22 sueros de dichos animales, los cuales fueron
analizados por ELISA, mostrando resultados negativo en el 100% de los casos, sin
embargo, al analizar por medio de ELISA el sobrenadante obtenido por medio del
tratamiento por estimunologia, se obtuvo que el 77% de éstos (17 de 22) mostraban
resultados ELISA positivo (77).
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IV. JUSTIFICACION

El crecimiento de las infecciones por el virus del VIH, durante los Gltimos afios es
alarmante. En Latinoamérica en el afio 2008 el nimero de personas con la infeccion del
VIH fue de 2.0 millones y el nimero de casos nuevos de la infeccion fue de 170,000. Para
diciembre de 2008 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reportd un total de 33.4
millones de adultos y nifios infectados y un aumento de 2.7 millones de nuevos casos por

afo.

En Guatemala, el problema del Sida ha ido en aumento desde que se reporto el primer
caso en 1984, la trascendencia del problema radica en el hecho de que se ha vuelto una
pandemia por su letalidad y rapida expansion, segun el Ministerio de Salud Publica se han

reportado 20,484 casos acumulados de Sida a noviembre del 2009.

Uno de los problemas para el diagnostico del VIH es el tiempo que una persona tarda en
desarrollar los anticuerpos contra el virus; en este periodo, conocido como periodo de
ventana, la persona puede estar infectada, a pesar de obtener un resultado negativo en las
pruebas, y por lo tanto, transmitir el virus. Dicho periodo se extiende desde el ingreso del
virus al organismo hasta el momento en que éste genera el nimero de anticuerpos
necesarios para ser captados por las pruebas, este periodo puede tardar hasta 3 meses,

tiempo en el que se pueden infectar mas personas.

El serodiagnostico del VIH es un elemento critico para limitar el impacto de la rapida
expansion de la epidemia del VIH y Sida y sobretodo para evitar la transmision del virus.

Por lo anterior, en el presente estudio se utilizard una prueba (SMARTubeHIV&HCV)

para la deteccion de VIH, dicha prueba tiene la ventaja de mejorar la sensibilidad de las
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pruebas actuales para el diagndstico de VIH, mejora la deteccion de individuos infectados
ya que reduce el periodo de ventana de la infeccion causada por el virus, con el beneficio de
identificar a los portadores de la enfermedad que se consideran como no infectados, ya que
no hay suficientes anticuerpos detectables en el suero y con el beneficio para el paciente del
inicio temprano de la terapéutica y para tomar medidas necesarias para impedir la

transmisién de dicho virus.
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V. OBJETIVOS

A. General

Establecer si el método comercial SMARTube™ reduce el tiempo de diagndstico
de infeccion por VIH al optimizar el rendimiento de las pruebas para el diagnostico

de dicha enfermedad.

B. Especificos

1. Determinar la sensibilidad y especificidad del método de tratamiento previo de las
muestras de sangre SMARTube ™ para la deteccion del virus del VIH.

2. Determinar la validez y fiabilidad del método para la deteccién del virus como una
opcidn adicional a los métodos convencionales existentes en pacientes considerados

de alto riesgo.


http://www.smartube-bio.com/?CategoryID=191&ArticleID=263&Page=1
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VI. HIPOTESIS

El tratamiento previo de las muestras por medio del método SMARTube ™
incrementara la proporcion en la deteccion de pacientes infectados por VIH en un 4%

respecto al protocolo establecido.



40

VII. MATERIALES Y METODOS
A. Universo y Muestra

1. Universo de trabajo

El universo de trabajo estuvo constituido por los pacientes que asistieron al Centro de
Salud No. 2, Clinica de Infecciones de Transmision Sexual del Ministerio de Salud Publica
y Asistencia Social y por poblacion militar de la Base de paracaidismo del Puerto de San
José, departamento de Escuintla.

2. Muestra
Se obtuvieron 170 muestras de sangre heparinizada de pacientes que acudieron al

Centro de Salud No. 2 y 270 muestras de poblacién militar.

B. Recursos Humanos

1. Investigador
Br. Andrea Rocio Lopez Bonilla
2. Asesor
Lic. Gerardo Arroyo Catalan
3. Co-asesor
Dr. Rodolfo Solérzano
4. Revisores
Licda. Blanca Samayoa
Licda. Amanda Galvez

Licda. Rosario Hernandez
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C. Recursos Materiales

1.

Equipo

Incubadora humidificada a 37°C, 5% de CO;
Refrigerador (2-8°C)

Centrifuga

Campana de flujo laminar

Congelador

Reactivos

Kits de imnmunoensayo de anticuerpos para la deteccion de VIH (Biostrip)

Pruebas Determine HIV

Materiales

TubosSMARTube

Tubos de ensayo con heparina

Tubos de ensayo sin anticoagulante
Pipetas Pasteur de plastico desechables
Tips azules

Jeringas

Guantes

Bata de manga larga

Algodon y alcohol

Gradillas

Contenedores adecuados para materiales contaminados con agentes potencialmente

infecciosos
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- Eppendorf
- Papel parafilm

- Pipetas automaticas de 10-1000 pL

D. Metodologia

1. Obtencion de muestras:

La muestra se obtuvo en dos tubos: a, sin anticoagulante y b, heparinizado. Al tubo
sin anticoagulante se le realizé la prueba Determine HIV-1/2. Al tubo heparinizado se le
realizd la determinacion de la prueba rapida Biostrip y la inoculacién en el SMARTube
para la posterior determinacion de la prueba rapida Biostrip. Se compararon los resultados

obtenidos en ambas pruebas.
a) Tubo sin anticoagulante (tubo rojo): Prueba Determine HIV-1/2
i. Se centrifugd la muestra
ii. Se separ6 el plasma
iii. Se rotuld la tira
iv. Se removié la cubierta metalica de cada tira de ensayo
v. Con una micropipeta, se agregd 50 pl de la muestra en la almohadilla
vi. Se esperd como minimo 15 minutos

vii. Se realizé la lectura del resultado: una barra roja visible tanto en la ventana
control como en la ventana del resultado fue considerado “Reactivo”; la barra roja
visible en la ventana control y en la ventana del resultado del paciente no aparece,
fue considerado un resultado “No reactivo”; resultado no valido si no aparecié una

barra roja en la ventana del control del ensayo.
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viii. Este resultado se compar6 con el resultado obtenido en el inciso b.1)
b) Tubo heparinizado (tubo verde):

b.1) Determinacion de la prueba rapida Biostrip para la deteccion de

anticuerpos de VIH
i. Se centrifugd la muestra
ii. Se separo el plasma
iii. Se rotulo la tira
iv. Se removid la cubierta metélica de cada tarjeta de apoyo
v. Se retird la tira de ensayo del vial

vi. Se peg6 la tira de ensayo en la tarjeta de apoyo, sin tocar la membrana

absorbente de la tira

vii. Con el asa, incluida en el kit, se agregaron 5 pl de muestra en la superficie

absorbente de la tira de ensayo
viii. Se agregaron 3 gotas de buffer
iX. Se esperd 15 minutos

X. Se realiz6 la lectura del resultado: una barra morada visible tanto en la ventana
control como en la ventana del resultado fue considerado “Reactivo”; la barra
morada visible en la ventana control y en la ventana del resultado del paciente no
aparecid, fue considerado un resultado ‘“No reactivo”; resultado no valido si no

aparecio una barra morada en la ventana del control del ensayo.

xi. Si el resultado de la prueba fue “Reactivo”, se confirm6 con la prueba

Determine HIV-1/2 como es descrito en el inciso a).

xii. Este resultado se comparé con el resultado obtenido en el inciso a).
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b.2) Enriquecimiento de la muestra por medio de la inoculacion en el
SMARTube

i. Se agregd 1 mililitro de sangre total dentro del SMARTube en condiciones

asépticas, se cerro el SMARTube
ii. Se ingreso la muestra en la incubadora a 37°C y al 5% de CO;
iii. Se incubd por 5 dias

iv. Se retird una muestra del sobrenadante, separada del resto de los elementos de

la sangre durante el periodo de incubacion

v. Se realiz6 la determinacion de la prueba rapida Biostrip para la deteccion de

anticuerpos del VIH como es descrito en el inciso b.1

vi. Se confirmaron las pruebas enriquecidas con resultado “Reactivo™: Se realizo
por medio de la prueba Determine HIV-1/2 como es descrito en el inciso a). Ver

anexo V.

c) Controles positivos
Para el célculo de sensibilidad, especificidad y concordancia se incluyeron 35 controles
positivos, a los cuales se les realizo la prueba Determine HIV-1/2 como se describe en
el inciso a), asi como la inoculacion en el SMARTube y posterior determinacién por

medio de la prueba rapida Biostrip, como se describe en el inciso b.2).

E. Disefio Estadistico

Se compararon los resultados obtenidos por medio de la prueba Determine HIV-1/2 con la
prueba Biostrip mediante la prueba kappa. Se realizd por medio de un disefio pareado,
entre los resultados obtenidos de las pruebas iniciales (sin enriquecimiento con
SMARTube) v el resultado de las pruebas después del enriquecimiento por medio del
SMARTube.
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1. Disefio de muestra
Se realiz6 por medio de un muestreo de tipo no probabilistico por conveniencia. Se
obtuvo un total de 440 muestras de sangre heparinizada de pacientes que asistieron al
Centro de Salud No. 2 del Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social asi como de

poblacion militar de la base de paracaidismo del Puerto de San José.
2. Anélisis de datos

Se evaluo el efecto del enriquecimiento con la prueba de Chi-cuadrado de McNemar y la
prueba de Z para determinar si se presentaba un cambio significativo entre antes del
enriquecimiento con SMARTube y después del enriquecimiento con SMARTube, asi

como, para determinar el incremento en el porcentaje de deteccion de VIH.

Los datos obtenidos fueron analizados en tablas de contingencia de 2x2 en el programa
EpiDat 3.1, de las cuales se determiné sensibilidad, especificidad y concordancia por medio
del indice Kappa; agregando muestras positivas conocidas (controles) tomando el método
Determine como referencia para comparar dichas metodologias a un nivel de confianza del
95%
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VIll. RESULTADOS

En este estudio se obtuvo 173 muestras de sangre (38.96%) de pacientes que acudieron
al Centro de Salud No. 2 Clinica de Infecciones de Transmision Sexual del Ministerio de
Salud Publica y Asistencia Social y 271 muestras (61.04%) de poblacién militar de la Base
de paracaidismo del Puerto de San José, departamento de Escuintla, con un total de
muestras (n) de 444 (100%), como lo muestra la tabla 1, el mayor porcentaje de pacientes
examinados fue en la poblacién militar y el menor porcentaje en la poblacion del Centro de
Salud No. 2.

Tabla 1.
NUmero de muestras analizadas en la investigacion (N=444)

Poblacion NuUmero de pacientes %
Centro de Salud ITS Zona 3 173 38.96
Militares Puerto de San Jose 271 61.04

Total (N) 444 100

Fuente de datos: Experimental

A las 444 (n) muestras obtenidas se les realizaron pruebas para detectar infeccion por
VIH por medio de la prueba Determine HIV-1/2, Biostrip, asi como la inoculacion en el
tubo de SMARTube.

De las muestras analizadas (n=444) se detectaron 5 casos VIH positivo (1.13%) y 439
casos VIH negativo (98.87%), utilizando la prueba Determine HIV-1/2 (prueba de
referencia) y la prueba Biostrip (antes y después de la inoculacion en SMARTube
respectivamente). En el Centro de Salud se obtuvo 2 casos positivos y 171 casos negativos
y en la poblacion militar 3 casos positivos y 268 casos negativos como lo muestra la tabla
2.
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Tabla 2.

Total de casos VIH positivo y negativo detectados por las pruebas Determine HIV-1/2 y
Biostrip* (N=444)

Pacientes Casos positivos Casos negativos
Centro de Salud 2 (1.16%) 171 (98.84%)
Poblacion Militar 3 (1.11%) 268 (98.89%)
5 (1.13%) 439(98.87%)

Fuente de datos: Experimental.
*Prueba Biostrip realizada tanto antes de la inoculacién en SMARTube como después de la inoculacién en SMARTube

Se recolectaron dos muestras del mismo paciente, la primera en un tubo sin
anticoagulante para realizar la determinacién por medio de la prueba Determine HIV-1/2
(prueba de referencia), y la segunda en un tubo con heparina al cual se le realizo la
determinacion por medio de la prueba rapida Biostrip y también a partir de dicha muestra
se inoculd en el tubo de SMARTube, al cual se le realiz6 la determinacién por medio de la
prueba Biostrip. Esto con el fin de comparar los resultados en ambas pruebas, para poder
determinar si al realizar el anlisis por medio del método SMARTube se reduce el tiempo

para el diagndstico de la infeccion por VIH.

En las muestras de los pacientes del Centro de Salud No. 2 se observaron 2 resultados
positivos (1.16%) y 171 resultados negativos (98.84%) tanto por la prueba Determine HIV-
1/2 como por la prueba rapida Biostrip antes y después del enriquecimiento por medio del

SMARTube, como lo muestra la tabla 3.

En los pacientes analizados de la poblacion militar se observaron 3 casos positivos
(1.11%) y 268 negativos (98.89%) tanto por la prueba Determine HIV-1/2 como por la
prueba rapida Biostrip antes y despues del enriquecimiento por medio del SMARTube,

como lo muestra la tabla 3.
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Tabla 3.
Casos VIH negativo y positivo antes y después del enriquecimiento por medio de

SMARTube (N=444)

Tubo sin anticoagulante Tubo heparinizado
(@) (b)
Determine HIV-1/2 Biostrip(bl)* Biostrip(b2)*
Resultado Positivo Negativo  Positivo Negativo Positivo  Negativo
Centro de Salud 2 171 2 171 2 171
Poblacién militar 3 268 3 268 3 268

Fuente de datos: Experimental.
*La prueba Biostrip(b1) se realizo en el tubo heparinizado (antes de la inoculacion en el SMARTube)

*La prueba Biostrip(b2) se realiz6 luego de la inoculacion e incubacion en el SMARTube.

Los resultados observados en (a) con la prueba Determine HIV-1/2 en el tubo sin
anticoagulante, sin tratamiento previo con SMARTube, se compararon con los resultados
observados en la muestra obtenida en el tubo heparinizado (b1) (ver tabla 3) sin tratamiento
previo con SMARTube y con los resultados obtenidos en (b2) (ver tabla 3) luego de la

inoculacioén e incubacion en el tubo de SMARTube.

En este estudio no se observaron casos positivos adicionales con la utilizacién de
SMARTube, ya que los resultados observados fueron iguales antes y después de su

utilizacion.

El andlisis de comparacién de los resultados observados por medio de la prueba
Determine HIV-1/2 con la prueba Biostrip se realizé con el programa EpiDat 3.1 utilizando
tablas de contingencia 2x2, para la determinacion de la sensibilidad, especificidad y

concordancia por medio del indice kappa. Ver anexo VI.
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Para los calculos de sensibilidad, especificidad y concordancia se incluyeron las 444
muestras y 35 controles positivos para comparar los resultados observados con la prueba
Biostrip tanto antes como después de la inoculacion en SMARTube con los resultados
observados con la prueba Determine HIV-1/2 a un nivel de significancia del 95%. Se
obtuvo un coeficiente Kappa perfecto de 1.0 lo que demuestra una concordancia 6ptima
entre ambas pruebas (Determine HIV-1/2 y Biostrip antes y después de la inoculacién en

SMARTube). Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 4.

Tabla 4.
Relacion entre la prueba Biostrip y la prueba Determine HIV-1/2 (N=479)

Prueba Determine’ indice estadistico ~ Valor IC (95%0)

Prueba Biostrip’ Positivo Negativo Total Sensibilidad (%) 100 98.75-100

Positivo 40 0 40 Especificidad (%) 100 99.89- 100

Negativo 0 439 439 indice de validez (%) 100 99.90- 100
Total 40 439 479 Coeficiente Kappa 1.00

! Prueba Determine HIV-1/2
2 Prueba Biostrip realizada tanto antes como después de la inoculacién en SMARTube.
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

De las 444 muestras analizadas, el 61.04% provenia de poblacién militar y el 38.96% de
poblacién que acudio a una Clinica de Infecciones de Transmision Sexual (ITS), con una
frecuencia de infeccion por VIH de 1.11% y de 1.16% respectivamente, siendo la
frecuencia de 1.13% entre ambas poblaciones, como se observa, la frecuencia fue muy
similar en las dos poblaciones, ya que ambas son consideradas de alto riesgo. En
Guatemala la epidemia se mantiene concentrada con una prevalencia menor de 1% en
poblacion general, en el Centro de Salud la prevalencia fue de 1.01% en el afio 2009. En
un estudio realizado en el afio 2001 en poblacion militar guatemalteca por el CDC se
estimé que la prevalencia en dicha poblacién era de 0.7% (4,39,40), por lo que la tendencia
encontrada en las poblaciones estudiadas fue similar a la reportada en el pais en poblacién

general.

Tomando como referencia la prueba Determine HIV-1/2 e incluyendo 35 controles
positivos, la prueba Biostrip (antes y después de la inoculacion en SMARTube) presentd
una sensibilidad perfecta del 100% (ICg55=90-100%), lo que demostrd que dicha prueba
tiene la capacidad para detectar a los individuos verdaderamente positivos cuando el nivel
de anticuerpos presente en la muestra es igual al nivel detectable por la prueba Determine y
una especificidad perfecta del 100% (1Cg54,=99.89-100%), lo cual demostr6 que dicha
prueba tiene la capacidad de clasificar correctamente a los individuos sanos, a un nivel de
confianza del 95%, con un valor Kappa de 1.00, lo cual expresa un grado de acuerdo
excelente entre ambas pruebas (Determine HIV-1/2 y Biostrip), una alta fiabilidad
(repetibilidad) y validez de la prueba para la deteccién del virus del VIH con respecto a
Determine HIV-1/2 (82,83,85).

De acuerdo a los resultados de sensibilidad, especificidad y concordancia, la prueba
evaluada es funcional al detectar la infeccion por VIH a los mismos niveles de anticuerpos

que la prueba de referencia (Determine HIV-1/2), sin embargo, el estudio no logro
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demostrar la capacidad de la prueba SMARTube bajo las condiciones que sugiere el
fabricante de activar la produccién de anticuerpos in vitro para detectar la infeccion antes

del tiempo normal en que es detectada por las pruebas convencionales.

Los resultados observados con la prueba Determine HIV-1/2 y Biostrip luego de la
inoculacion en SMARTube fueron los mismos que con la prueba de referencia Determine
HIV-1/2 (5 casos positivos y 439 casos negativos), por lo que el comportamiento de la
prueba Biostrip antes y después de la incubacion en el SMARTube fue exactamente el
mismo en los pacientes evaluados, por lo cual, no hubo diferencia significativa entre ambos
resultados en cuanto al nivel de deteccion de anticuerpos (no se observaron casos positivos
adicionales), por lo que no se puede concluir que la prueba SMARTube acorte el periodo de
ventana para el diagndstico de la infeccion por VIH activando la produccion de anticuerpos
presentes en la muestra a los pocos dias de la infeccidn, aunque esto haya sido demostrado
en estudios realizados en otros paises, en los cuales se observo un promedio de 0.1% a 4%
de casos positivos adicionales después de un tratamiento previo de las muestras por medio
de dicha metodologia (7,14,53.54,63,64,70,71,73,76,77,79,80,81).

En este estudio la prueba SMARTube no logré detectar casos positivos adicionales,
debido a que probablemente, en la poblacién estudiada no se encontraba ningun individuo
en periodo de ventana al momento de realizar el muestreo, también puede deberse al bajo
nimero de muestras positivas encontradas (prevalencia baja en la poblacion estudiada),
como al nimero de casos estudiados, ya que en estudios realizados en otros paises
SMARTube ha sido utilizado en ensayos clinicos con aproximadamente 10,000 pacientes
en total en poblaciones con prevalencia alta de infecciéon (73), por lo que es necesario
realizar estudios prospectivos en poblaciones mas grandes, méas heterogéneas y expuestas a
mayor riesgo, en las cuales la prevalencia de la infeccién sea mayor para aumentar la
probabilidad de encontrar individuos que se encuentren en periodo de ventana de la

infeccion.
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X. CONCLUSIONES

La aplicacion del método comercial SMARTube no incrementd el nimero de casos
VIH positivo en la poblacion estudiada al compararlo con el procedimiento de

rutina.

La frecuencia de seropositividad de la poblacion estudiada fue de 1.13%,

observandose similitud con la poblacion en general en Guatemala (<1%).

Para el grupo estudiado en la presente investigacion, la prueba Biostrip presentd un
100% de sensibilidad y 100% de especificidad, por lo que es capaz de diagnosticar
con mucha exactitud la infeccion por VIH a la concentracion de anticuerpos que es

capaz de detectar la prueba de referencia (Determine HIV-1/2).

El grado de concordancia (coeficiente kappa) entre las pruebas utilizadas en el
estudio fue perfecto (1.00), por lo que la prueba en estudio es fiable para la
deteccidon del virus a la concentracion de anticuerpos que fue capaz de detectar la

prueba de referencia en esta poblacion.
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XI. RECOMENDACIONES

1. Realizar estudios en poblacion mas grande y heterogénea, ésto con el fin de
aumentar la posibilidad de detectar individuos que se encuentren en periodo de

ventana y evaluar la prueba SMARTube.

2. Brindar informacion a la poblacion sobre la infeccion por VIH, resaltando la
importancia de la transmision, las consecuencias y la prevencion de dicha

enfermedad.
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Cuadro No. 1: Genes del VIH y Funciones de las proteinas

Gen Proteina Funcion

env gpl160 Precursor
gpl120 Proteina de la envoltura
gp4l Interaccion con receptores y correceptores.
Fusion de membranas
gag p55 Precursor
p24 Proteina de la nucleocépside
pl7 Proteina de la matriz
p9 Ribonucleoproteinas asociadas al ARN viral.
p6
pol Transcriptasa Retrotranscripcion del genoma viral
inversa Actividad RNAsa H
Integrasa Integracion del genoma viral retrotranscrito
Proteasa Procesamiento de las proteinas virales que forman
la estructura del virion.
tat Tat Transactivacion
rev Rev Regulacidn del transporte y procesamiento de
ARN
nef Nef Retrotranscripcién. Infectividad
vif Vif Infectividad viral
vpr Vpr Transactivador
vpu Vpu Liberacion de viriones
tev Tev Activador tat y rev

Tomado de: Harrigan RP, et al. Slow proviral reduction in patients on triple drug therapy and rapid viral
rebound upon stopping therapy. AIDS 1999;13(8):59-62.
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La clasificacion del CDC de 1993 clasifica a los pacientes segun los datos clinicos

(categoria clinica) y el nimero de linfocitos CD4 (categoria inmunologica)

Cuadro No.2: Clasificacion de VIH y SIDA del centro de Prevencion y Control de

Enfermedades 1993

Asintomatico,  Sintomatico Condiciones
infeccion pero no en clinicas
primaria 0 condiciones indicadores
Linfadenopatia AOC de SIDA *
generalizada
persistente

>500 cels/ pL Al Bl C1

200-499 cels/ A2 B2 Cc2

pL

<200 cels/ puL A3 B3 8

El area sombreada define el caso de SIDA.

* Infecciones oportunistas o neoplasias

Tomado de: Castafieda, M. VIH-SIDA (Primera parte). Diagnostico. 2005;44(4)
diagnostico.org.pe/revista/numeros/2005/oct-dic05/169-174html>

<http://www.fihu-
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Categorias clinicas

Categoria A: Se aplica a la infeccion primaria y a los pacientes asintomaticos con o
sin linfadenopatia generalizada persistente (LGP)
Categoria B: Se aplica a los pacientes que presentan o han presentado enfermedades
relacionadas con VIH (no pertenecientes a la categoria C) o cuyo manejo o
tratamiento puedan verse complicados debido a la presencia de la infeccion por
VIH. Como ejemplo podemos tener las siguientes patologias:

o Angiomatosis bacilar

o Candidiasis oral (muguet)

o Candidiasis vulvovaginal persistente, frecuente o que responde mal al

tratamiento

o Displasia cervical o carcinoma in situ

o Temperatura superior de 38, 5° C o diarrea mas de un mes

o Leucoplasia oral vellosa

o Herpes zhoster (dos episodios 0 uno que afecte a mas de un dermatoma)

o Pdrpura trombocitopénica idiopatica

o Listeriosis

o Enfermedad inflamatoria pélvica

o Neuropatia periférica.
Categoria C: - Se aplica a pacientes que presenten o hayan presentado alguna de las
complicaciones ya incluidas en la definicion de SIDA cuando el paciente tiene una
infeccion por el VIH bien demostrada y no existen otras causas de
inmunodeficiencia que pueda explicarla:

o Candidiasis traqueal, bronquial, pulmonar o esofégica.

o Criptococosis extrapulmonar.

o Criptosporidiasis o isosporidiasis con diarrea mas de un mes.

o Infeccion por CMV en el nifio de méds de un mes de edad (en otra

localizacion distinta a higado, bazo o ganglios linfaticos).
o Retinitis por CMV.
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o Encefalopatia por VIH.

o Herpes simple que causa una Ulcera cutanea de mas de un mes de evolucion,
bronquitis, neumonitis o esofagitis de cualquier duracion, que afecten a un
paciente de méas de un mes de edad.

o Histoplasmosis diseminada (en una localizacion diferente o ademas de los
pulmones, ganglios cervicales o hiliares)

o Sarcoma de Kaposi

o Linfoma de Burkitt o equivalente.

o Linfoma inmunobléstico o equivalente.

o Linfoma cerebral primario o equivalente.

o Tuberculosis pulmonar, extrapulmonar o diseminada.

o Infeccion por M. avium intracelulare o M. kansasii diseminada o
extrapulmonar.

o Infeccion por otras micobacterias extrapulmonar o diseminada.

o Neumonia por P. carinii

o Neumonia recurrente (méas de 2 episodios/afio).

o Leucoencefalopatia multifocal progresiva

o Sepsis recurrente por Salmonella sp. diferente a S. typhi.

o Toxoplasmosis cerebral.

o Sindrome caqueéctico (Wasting syndrome).

o Carcinoma de cérvix invasivo.

o Coccidiomicosis diseminada (en una localizacién diferente o ademas de la

pulmonar o los ganglios linfaticos cervicales o hiliares).
Categorias inmunoldgicas

o Categoria 1.- Linfocitos CD4 mayor o igual a 500/mm3 en namero absoluto o bien
CD4 mayor o igual al 29%.

o Categoria 2.- Linfocitos CD4 entre 200 y 499/mma3 o bien entre 14-28%.

o Categoria 3.- Linfocitos CD4 menor de 200/mm3 o bien CD4 menor del 14% (49).



Cuadro No. 3: Clasificacion mixta de los pacientes en VIH SIDA

Categorias clinicas

Categorias inmunoldgicas A B C
1->500 CD4 6 CD4 >29 % Al Bl C1
2-200-499CD406CD414-28% A2 B2 C2
3-<200CD46CD4<14% A3 B3 C3

Tomado de: Galiana L. VIH SIDA. Guias Clinicas. Espafia 2004;2(17)
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Cuadro No. 4- Analogos de los nucledsidos inhibidores de la T.I. (ANITI)

Nombre
Genérico

Nombre
comercial

Dosis
recomenda-das

Actividad

Biodisponi-
bilidad oral

Restriccion
dietética

Efectos
adversos

Asociaciones
contraindicadas

Zidovudina
AZT

Retrovir®
Combivir®

300 mg 2D

VIH-1, 2

60 %

No

Anemia y/o
neutropenia
Cefalea

Mareo

Intol G-I
Lipodistrofia
Acidosis lactica
con esteatosis
hepatica
(<1%)

D4T
Ribavirina

Didanosina
ddI

Videx®

<60 kg

300 mg 1D
6 150 mg
2D > 60

kg 400 mg
1D

6 200 mg 2D

VIH-1, 2

30?40 %
Espaciar 2
horas con
algunos
farmacos (1)

Si

Pancreatitis
Neuropatia
periférica
Nauseas
Diarrea
Hiperuricemia
Lipodistrofia
Acidosis lactica
con esteatosis
hepatica
(<1%)

ddC

Zalcitabina Estavudina
ddC D4T
Hivid® Zerit®
0,75 mg 3D < 60 kg
30 mg 2D
>60 kg 40
mg
VIH-1, 2 VIH-1, 2
85 % 85 %
Espaciar 2 horas
con antiacidos e
isoniacida
No No
Neuropatia Neuropatia
periférica periférica
Estomatitis Lipodistrofia
?GOT/GPT Acidosis
Trombopenia lactica con
Lipodistrofia esteatosis
Acidosis lactica hepatica
con esteatosis (<1%)
hepatica (<1%)
DdI AZT
Disulfiram Doxorrubici
Doxorrubicina na
3TC

Metronidazol
Pentamidina iv
Vincristrina

Lamivudina
3tC

Epivir®
Combivir®

150 mg 2D

VIH-1, 2
VHB

85 %

No

Lipodistrofia
Acidosis
lactica con
esteatosis
hepatica
(<1%)

ddC
Cotrimoxaz
ol

(a dosis
altas; no
ajuste de
dosis a
dosis
profilaxis )

Abacavir
ABA

Ziagen®

300 mg 2D

VIH-1, 2
VHB

70-100%

No

Hipersensibilida
d (3 %)
Lipodistrofia
Acidosis lactica
con esteatosis
hepatica (<1
%)

1 D: una vez al dia 2D: dos veces al dia 3D: tres veces al dia(1) amprenavir, Cimetidina, Ciprofloxacino,
dapsona, delavirdina, Digoxina, Etambutol, fluconazol, indinavir, isoniacida, Itraconazol, Ketoconazol,
Metronidazol, Ofloxacino, Propranolol, Rifampicina, Tetraciclinas.

Tomado de: Galiana L. VIH SIDA. Guias Clinicas. Espafia 2004;2(17)


http://www.fisterra.com/medicamentos/ficha.asp?cid=295
http://www.fisterra.com/medicamentos/ficha.asp?cid=190
http://www.fisterra.com/medicamentos/ficha.asp?cid=349
http://www.fisterra.com/medicamentos/ficha.asp?cid=349
http://www.fisterra.com/medicamentos/ficha.asp?cid=494
http://www.fisterra.com/medicamentos/ficha.asp?cid=68
http://www.fisterra.com/medicamentos/ficha.asp?cid=239
http://www.fisterra.com/medicamentos/ficha.asp?cid=217
http://www.fisterra.com/medicamentos/ficha.asp?cid=487
http://www.fisterra.com/medicamentos/ficha.asp?cid=69
http://www.fisterra.com/medicamentos/ficha.asp?cid=190
http://www.fisterra.com/medicamentos/ficha.asp?cid=347
http://www.fisterra.com/medicamentos/ficha.asp?cid=242
http://www.fisterra.com/medicamentos/ficha.asp?cid=215
http://www.fisterra.com/medicamentos/ficha.asp?cid=99

Cuadro No. 5 - Andlogos nucleétidos de la transcriptasa inversa (ANTITI)

Nombre genérico
Nombre comercial
Dosis recomendada
Actividad
Biodisponibilidad oral
Restriccion dietética

Efectos adversos

Asociaciones contraindicadas

Tenofovir (PMPA)
Viread®

300 mg / dia

VIH y VHB

39 %

Administrar con comida

Cefalea Astenia
Flatulencia Nauseas
Vomitos Diarrea

No hay datos

Tomado de: Galiana L. VIH SIDA. Guias Clinicas. Espafia 2004;2(17)

Cuadro No. 6.- No Analogos de los nucledsidos inhibidores de la T. I.

Nombre genérico
Nombre comercial

Dosis
recomendadas

Actividad

Biodisponibilidad
oral

Restriccion
dietética

Efectos adversos

Asociaciones
contraindicadas

Nevirapina
Viramune®
200 mg 1D x 14 dias

seguidas de 200 mg 2D
0400 1D

VIH -1
> 90 %
No

Rash( en algunos casos
sdr. Stevens- Johnson )
? transaminasas
Hepatitis aguda
Anticonceptivos orales
Ketoconazol

Rifampicina

Saquinavir

Delavirdina
Rescriptor®
400 mg 3D 6

600 2D

VIH -1

> 85 % ( retrasar >
1h antiacidos y ddI)

No

Rash

Cefalea

Antihistaminicos H2
Astemizol
Estatinas (excepto
Pravastatina)
Carbamazepina
Deriv. Ergotamina
Fenitoina
Fenobarbital
Ketoconazol
Midazolam
Omeprazol
Pimozida
Rifabutina
Rifampicina
Terfenadin
Triazolam

Efavirenz
Sustiva®
600 mg 1D

VIH -1

42 % ( ? con comida de
contenido graso)

No

Rash

Sintomas
neuropsiquiatricos
? transaminasas
Teratogenicidad en
monos

Astemizol
Claritomicina
Delavirdina

Deriv. Ergotamina
Midazolam
Nevirapina
Pimozida
Saquinavir
Terfenadina
Triazolam

Tomado de: Galiana L. VIH SIDA. Guias Clinicas. Espafia 2004;2(17)
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Cuadro No. 7.- Inhibidores de la proteasa (IP)
Nombre genéricolndinavir

Nombre
comercial
Dosis
recomendadas

Actividad

Biodisponibilidad 30 - 60 %

oral

Efectos adversos Nefrolitiasis

Asociaciones
contraindicadas

Ritonavir Saquinavir Nelfinavir Amprenavir
Crixivan® Norvir® Invirase®(I) Viracept® Agenerase®
Fortovase® (F)
800 mg 3D 600 mg 2D (I) 600 mg 3D 750 mg 3D 6 1200 mg 3D
(F) 1200 mg 3D 1250 mg 2D
Evitar comidas
Tomar con Tomar con con alto
comidas grasas comidas contenido graso
grasas
VIH-1, 2 VIH-1, 2 VIH-1, 2 VIH-1,2  VIH-1,2
80 % (I 4-8% 20 - 80 % 90 %
(F) 16 - 32 %
Intolerancia G-I IntoleranciaG-I Diarrea Intolerancia G-1
Intolerancia G-1 Parestesias Cefalea Hiperglicemia Rash
Hiperbilirrubinemia periorales ?Transaminasas Dislipemia Cefalea
Hiperglicemia Hepatitis Hiperglicemia Lipodistrofia Hiperglicemia
Dislipemia Hiperglicemia Dislipemia Posible ? Dislipemia
Lipodistrofia Dislipemia Lipodistrofia sangrado en Lipodistrofia
Posible ? sangrado Lipodistrofia Posible ? hemofilicos  Posible ?
en hemofilicos Posible ? sangrado en sangrado en
sangrado en hemofilicos hemofilicos
hemofilicos
Astemizol Amiodarona Astemizol Astemizol Anticonceptivos
Astemizol Estatinas orales
Bupropion excepto
Estatinas (excepto cgracepato I(Dravaztatina) Estatinas
Pravastatina) Clozapina Carbamacepina (excepto Astemizol
Dextropopoxifeno Dexametasona Fravastatina)
Derivados de Diacepam Dervados de Derivados de
Ergotamina Derivados de Ergotamina Derivados de Ergotamina
Et_‘gotgmlna Efa\_llrgnz Ergotamina
Disulfiram Fenitoina
Midazolam Encainida Fenobarbital Estatinas
Estatinas Midazolam Midazolam (excepto
. . (excepto Nevirapina Pravastatina)
Pimozida Pravastatina) Pimozida ] )
Estazolam Rifabutina Pimozida .
Rifampicina Extasis Rifampicina Midazolam
Flecainida Terfenadina Rifampicina
Fluracepam Triazolam Pimozida
Terfenadina Meperidina
Metanfetamina Terfenadina
- Midazolam Rifampicina
Triazolam : -
Pimozida ;
o Triazolam
Piroxicam Terfenadina
Propafenona
Quinidina
Rifabutina Triazolam
Terfenadina
Triazolam
Zolpidem
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Lopinavir /
ritonavir
Kaletra®

400 mg de
lopinavir + 100
mg de ritonavir
2D

Tomar con las
comidas

VIH-1,2
No determinado

Intolerancia G-I
Nauseas
Vémitos
Diarrea

Astenia
?Transaminasas
Hiperglucemia
Lipodistrofia
Posible ?
sangrados en
hemofilicos

La mayoria se
deben a la
asociacion con
ritonavir (ver
ritonavir)

* El lopinavir se comercializa asociado a ritonavir( en proporcion 4 : 1 ) porque éste ultimo es un inhibidor
potente de la isoenzima CYP3A ( que interviene en la metabolizacion hepatica del lopinavir ) . Las dosis
utilizadas de ritonavir son subterapéuticas

Tomado de: Galiana L. VIH SIDA. Guias Clinicas. Espafia 2004;2(17)
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Cuadro No. 8.- Quimioprofilaxis primaria de infecciones en el paciente VIH/ SIDA

Microorganismo Patégeno

Pneumocystis carinii

Toxoplasma gondii

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacteriumaviumintracelulare

CMV

Virus varicela - zoster

Histoplasmacapsulatum

Indicacion

CD4 < 200
Candidiasis
orofaringea

fiebre inexplicada de

>20 dias de
evolucién o
enfermedad
definitoria de sida
que curse con
inmunodepresion

Serolgia (IgG) + vy
CD4 < 100

PPD + ( OO5 mm )
PPD ? y alto riesgo
(*)

PPD - anérgicos
Contacto con
personas con TB
activa

CD4 < 50 50 sin
posibilidad de TARV

Serologia + y CD4<

Pacientes
susceptibles al VVZ
que han tenido
contacto con
personas con
varicela o zoster

CD4 < 50/ml en
regiones endémicas

Primera
eleccion

Cotrimoxazol

Cotrimoxazol

Alternativas

Dapsona sola
0 con
pirimetamina
Fansidar
Pentamidina
en aerosol o
iv
Atavaquona

Dapsona con
pirimetamina

Atovaquona
Isoniazida 300 Rifampicina
mg /d durante 600 mg
9-12 meses dia 9-12
Rifampicina + meses.
Pirazinamida 2 Isoniazida
meses 900 mg dos
Isoniacida + dias
Rifampicina 3 semanales 4
meses meses
Azitromicina o Rifabutina
Claritromicina Azitromicina

semanal

Ganciclovir oral

Ig anti-VVZ en
las primeras 96
h postcontacto

Itroconazol

Aciclovir oral
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(*) contacto intimo con enfermo bacilifero, antecedentes de PPD1 5 mm, y los que han estado mucho tiempo en centros

(**) en las directrices mas recientes de la Sociedad Tor4cica Americana se recomiendan pautas de 9 meses ,
desaconsejandose las pautas de 6 0 12 meses.(***) En la actualidad no se recomienda la profilaxis primaria en general.
Sélo puede que tenga sentido en pacientes que inicien TARV con menos de 50 CD4 y con serologia 0 PCR de CMV

positiva durante un periodo de 3 0 4 meses. Tomado de: Galiana L. VIH SIDA. Guias Clinicas. Espafia 2004;2(17)
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ANEXO IV

Generalidades del SMARTube ™

La solucién a la deteccion temprana es la "maquina del tiempo" en el interior de la
SMARTube ™ VIH y VHC.

+ MONTHS
DAYS L1 ch take wEEXS A MOWTHS %0 detect MIV by eaisting methods
T skt DAYS 10 Sutect HIV Antbodhes’

Procedimiento del Smartube:

1
Una pequefia muestra de sangre se transferira en

el tubo que contiene VIH / VHC detectable
SMARTube ™,

1S

Se incubard a 37 ° C durante un periodo de

tiempo hasta un méximo de cinco dias.

D2ON 1Y A

-
.
8
A
~

2 . . .
Después de la incubacion, una muestra del
sobrenadante, separada del resto de la sangre, se

afety in the
palm of youre hands

retira para profundizar el proceso de prueba,

3 utilizando cualquier tipo de prueba disponible
ELISA.
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Advertencias y Precauciones

Colocar el tubo a la temperatura ambiente antes de su uso.
No utilice el SMARTube ™ mas alla de la fecha de caducidad indicada.
No utilice el SMARTube ™ si presenta signos visibles de deterioro como: Un
cambio de color de rosa, un gran precipitado blanco en la parte inferior del
SMARTube ™, o el sobrenadante nublado.
Utilice una pipeta desechable para cada muestra para evitar la contaminacion
cruzada. La contaminacion cruzada entre muestras invalidara los resultados de las
pruebas.
No pipetear muestras con la boca.
No fumar, comer, o beber en las zonas en las que el SMARTube ™ es manipulado.
Usar guantes de latex o polietileno y manejar todos los materiales utilizados en la
recoleccion de muestras, y en la manipulacion del SMARTube ™, con cautela, ya
que pueden transmitir agentes infecciosos. Consulte con un médico de inmediato en
caso de que los materiales contaminados se ingieren o entran en contacto con
heridas abiertas, lesiones, u otras rupturas en la piel.
Inmediatamente limpiar el derramamiento de sangre que contiene el material con
una dilucién 1:10 de 5% de solucion de hipoclorito de sodio y tratar el material de
limpieza por un método aceptable de eliminacion.
El tratamiento antes de su eliminacion:

=  Autoclave durante 60 minutos a 121 ° C

= Incinerar o utilizar materiales desechables

= Mezclar residuos liquidos con 5% de solucion de hipoclorito de sodio para

que la concentracion final sea de aproximadamente 1% de hipoclorito de

sodio. Dejar 30 minutos antes de la eliminacion.
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PROBLEMAS EN LA UTILIZACION Y PRECAUCIONES

1.

Si la muestra de sangre esta coagulada (aunque sea parcialmente). Esto ocurre

cuando el tubo no ha sido bien mezclado en el punto de recoleccion o no se utilizo

suficiente heparina. No use esa muestra de sangre.

Si la muestra de sangre estd hemolizada. Se puede usar, pero puede afectar el

resultado.

La formulacion actual sélo acepta sangre en heparina.

Si después de la incubacion el sobrenadante no es claro. Puede usarse con

precaucion, ya que esto indica un alto nivel de lipidos en el plasma o existencia de

contaminacion. La contaminacion puede afectar el resultado.

Si después de la incubacion hay agregados blancos cerca de las células rojas pero el

sobrenadante esta claro; no hay problema.

En més de 5 dias de incubacion. El sobrenadante debe ser probado entre 3 'y 5 dias

(mejor en el dia 5). Si no se puede ver en 5 dias, quite el sobrenadante de la prueba

y refrigere de 2 a 10° C en un tubo estéril y vacio. Incubar por mas de 5 dias puede

[levar a una reduccion en los anticuerpos de la muestra.

Si al comparar resultados de plasma y SMARTube, no se detectaron casos positivos

adicionales. Depende de la incidencia, del tiempo de la prueba y de la poblacién.

Factores que pueden afectar:

a. Contaminacion de la muestra.

b. Fuerte Hemdlisis en las células rojas.

c. La muestra de sangre estuvo por 24 horas a temperatura ambiente (15-30°C), o a
temperatura muy caliente o fria.

d. Sangre muy vieja.

e. No se mezcl6 bien la sangre.

f. La tapa de SMARTube no se dej0 medio abierta (ventilacion) durante la

incubacioén.
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INSTRUCCIONES DE USO Y PRECAUCIONES

1. Absténgase de exponer el SMARTube a luces fluorescentes.

2. ElI SMARTube no debe ser almacenado en refrigeradores con puerta de vidrio.

3. La sangre debe ser recolectada en un tubo de ensayo con heparina y transferida al
laboratorio en un méximo de 20 hrs a una temperatura de (15°-25°C)

4. Transfiera un Mililitro (ml) de sangre (mézclela bien) dentro del SMARTUBE,
siempre dentro de condiciones asépticas y limpias.

5. Tape el recipiente de SMARTUBE y cologue en la incubadora (al 5% CO2 y a una
temperatura de 37°C.), escriba la fecha en la tira del SMARTube (también ponga la
fecha de retiro).

6. Después de 3-5 dias (los resultados éptimos son a los 5 dias) saque el recipiente de
SMARTube de la incubadora y utilice el reactivo de diagnéstico usual para realizar
la prueba.

7. Guarde el SMARTube con la muestra en la refrigeradora y repita la prueba ese

mismo dia.

Instrucciones de Almacenamiento

Se debe almacenar el SMARTube ™ de 2-8 ° C cuando no esté en uso.



75

ANEXO V
Metodologia
OBTENCION DE
MUESTRA
|
v \’
Tubo sin Tubo
anticoagulante heparinizado
(Tubo a) (Tubo b)
|
v \’
Determine HIV -1/2 Prue'ba re?plda Inoculacién en el
(Resultado a) Biostrip tubo SMARTube
(Resultado b.1)

Comparar resultado a con resultado b.1
Comparar resultado b.1 con resultado b.2

Incubacién por 5
dias

Prueba rapida

Biostrip
(Resultado b.2)
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ANEXO VI

Tabla de 2X2 utilizada para el analisis de datos.

Prueba de referencia

Prueba estandar Enfermos Sanos Total
Positivo 5 0 5
Negativo 0 439 439

Total 5 439 444

p<0.00001
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