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Curso de la Infeccion por HIV-1
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Haynes. In: DeVita et al, eds. AIDS: Etiology, Treatment and Prevention.
4th ed. Lippincott-Raven Publishers; 1997:89-99.



DIVERSIDAD GENETICA DEL VIH

TIPO GRUPO SUBTIPO RECOMBINANTES

M (mayor) A,B,C,D, B/F, A/G, A/E, A/C,

G,H,ILJK,L ascs
HIV-1 (D (outlier)

A\ (no M, no O)

HIV-2 B,C,D,E,F




Alta tasa de variabilidad

Alta tasa de error en la lectura de la Retrotranscriptasa: 1 nucleotido/ciclo replicativo
Alta tasa de replicacion viral: 4,4 x 1010 particulas virales por dia.
Recombinacion retroviral: “Formas Recombinantes Circulantes” (CRFs),

“Formas Recombinantes Unicas” (URFs)

SIMULTANECUS INFECTION
SEQUENTIAL INFECTICN RECOMBINATION
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ESTRUCTURA GENOMICA DE LAS FORMAS RECOMBINANTES
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DIAGNOSTICO DE INFECCION VIH

HIV binding via
. cell surface receptors

. CD4 &
“receplors

CD4a lymphocyte




DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

gr\, G
Test de Tamizaje :
e Enzimo inmuno
analisis (EIA)
e Test rapidos
e Aglutinacion de
particulas
Test Confirmatorios
e \Western Blot (WB)
e Ensayo en Linea (LIA

e Pruepas confirmatorias

Son altamente
especificos para
confirmar con certeza la
presencia de Ac.
Especificos contra HIV.

e Pueden discriminar
infeccion por HIV-1 o por
HIV-2



estudio de respussta inmune numoral: IgW, IgA, Igh

Los test seroldgicos se basan en la interaccion Antigeno - Anticuerpo.

Son altamente sensibles para poder detectar los Ac en la muestra.
Detectan anticuerpos para HIV-1y HIV-2 (sin lograr discriminar)
Detectan anticuerpos contra grupo My O

Antigenos: Lisado total de virus, Proteinas recombinantes, Peptidos
sintéticos

altamente especificos para confirmar con certeza la presencia de Ac.
Especificos contra HIV.

Pueden discriminar infeccién por HIV-1 o por HIV-2
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38.
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VERSION DEL ELISA

GENERACION
GENERACION
GENERACION

GENERACION

Lisado Viral
Proteinas Recombinantes
Péptidos Sintéticos

Proteinas Recombinantes, Péptidos
Sinteticos y codigo de colores



PRUEBAS PRESUNTIVAS

EQUIPO

Abbott 32 Generacion Plus

IMX System 111 Plus

Serodia

Vidas HIV Duo

Scan Plus HIV

ImmunoComb HIV

Vironostika HIV Uniform

Ortho Ab-Capture ELISA

Genelavia Mixt

Multispot

GENIE Il

DIA HIV

Sens

Espec |




Causas de Resultados Falsos-Positivos
para HIV en EIA

e Enfermedad maligna e Vacunacion Hepatitis B
Hematologica e Transferencia Pasiva de

e Infecciones DNA viral anticuerpos

e Enf. Autoinmunes e Anticuerpos anti leucocitos

e Mieloma Multiple clase Il

e Cirrosis biliar Primaria e Transplante Renal

e Hepatitis Alcoholica e Falla renal Cronica

e Vacunacion para Influenza  ® Sindrome de

Stevens-Johnson

Cordes RJ, Ryan ME: Pitfallsin HIV testing: application and limitations of current tests. Postgrad
Med 98:177, 1995.



Causas de Resultados Falsos-Negativos
para HIV en EIA

Periodo ventana e Disfunsion de celulas B

e Terapia e Transplante de medula osea
Inmunosupresora e Kits que detectan

e Transfusion de principalmente anticuerpos
Reemplazo contra p24

e Enfermedades e Polvo de almidon de los
Malighas guantes de laboratorio

Cordes RJ, Ryan ME: Pitfallsin HIV testing: application and limitations of current tests.
Postgrad Med 98:177, 1995.



TEST RAPIDOS

onjuga Cellulose absorbent Positive Nf.-'f.]d“"u"f"

Accuwik™ membrane papers
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PRUEBAS PRESUNTIVAS

EQUIPO Sens Espec
Abbott AXSym System 100 97.8
TestPack HIV-1/HIV-2 976 994

Retrocell 84.2 994

HIV-Check 100 08.7
Rapid Elavia 100 98.8
Dipstick 89.1 100

Peptide HIV ELISA Test | 75.8 99.7
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gpl20

P17
gpl05

gp36

Criterios:

WB Positivo: p24,gp41,gp120/160
(p24 con al menos otra)

WB Negativo: Ausencia total de
Bandas



PRUEBAS CONFIRMATORIAS
Western Blot

Bio Rad Organon Cambridge




Causas de Resultados Falsos-Positivos e
Indeterminados en Western Blot HIV-1

e Ribonucleoproteinas humanas Normales
e Otros retrovirus humanos

Anticuerpos contra antigenos mitocondriales, nucleares, y
celulas T

Globulinas producidas durante gammopatia policlonal
Proteinas en papel filtro

Anticuerpos Anticarbohidratos

Suero inactivado por calor

Alta concentracion de bilirubinas en suero

Anticuerpos adquiridos Pasivamente

Cordes RI, Ryan ME: Pitfalls in HIV testing: application and limitations of current tests. Postgrad
Med 98:177, 1995.



PRUEBAS CONFIRMATORIAS
Imnunofluorescencia

Conjugado (anticuerpo  anti-humano
unido a un compuesto fluorescente)

Anticuerpos del paciente

Células infectadas Portaobjetos (Soporte
solido)



PRUEBAS CONFIRMATORIAS
Radioinmunoprecipitacion (RIPA)

H Adicionar aminoéacido
i Il - marcado (Fo S) - @

Cultivo celular con HIV

Lisis de la particula viral

Adicionar muestra del
paceiate

4
Electroforesis l’

- Proteina A sepharosa

Autoradiografia

-




EFECTO DE LA PREVALENCIA EN EL

DESEMPENO
Prevalencia Valor Predictivo
HIV Positivo
10 % 96 %
5% 91 %
2 % 80 %
1% 67 %
0.5% 50 %
0.3% 38 %

0.1 % 18 %



ALGORITMO PARA EL DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR EL VIH

Suero / Plasma

Prueba presuntiva 1

(ELISA, Aglutinacion, Dot ELISA)
|

| |
| No reactiva Reactiva

Reportar como

Hegative . Prueba presuntiva 2
No reactiva (ELISA, Aglutinacion, Dot ELISA)
Repelr por Reactiva
duplicado
Prueba Confirmatoria
(WB, IFI, RIPA)
| | |
Negativa | ndeterminada Positiva

Hacer seguimiento cada 3 meses
hasta definir estado serol 6gico




Algoritmo para el diagnéstico seroldgico de la infeccion
por VIH

No Reactivo
informar Técnicas de Tamizaje Laboratorio Periférico

Banco de Sangre

No Reactivo 2 Técnicas de Tamizaje Laboratorio de Referencia
_(‘/ ‘) Distinta Configuracion antigénica
informar

Indeterminado

Repetir serologia en
30 dias




Diagnostico Molecular de la Infeccion por HIV

Deteccion cualitativa de Acido Nucleico (ADN proviral o ARN viral)
Diagnéstico en nifios nacidos de madres seropositivas
Serologia indeterminada

Hipoglobulinemia

Deteccion cuantitativa de Acido Nucleico (ARN viral)
Carga Viral ( n° copias de ARN v/ml) en pacientes infectados
Inicio de tratamiento

Evaluacidn de tratamiento

Cambios de tratamiento

Estudio resistencia a drogas antiretrovirales



DINAMICA DE LOS AC. ANTI-HIV (I66) EN NINOS NACIDOS
DE MADRES VIH +

(D.O. vs edad en meseS)

R X

EDAD EN MESES

IgA en sangre: indicador de una respuesta inmunologica especifica a la
infeccion viral en el nino.




Seqguimiento en el laboratorio del nifo
nacido de madre VIH +

-Diagnostico de no infeccion: 3 PCR -

2 muestras negativas en dos momentos distintos en ninos >1 mes de vida,
mas 1 muestra negativa en > 4 meses de vida

-Diagnostico de infeccion: 3 PCR +

3 muestras positivas en dos momentos distintos y al menos una de ellas
en ninos > 4 meses

-Diagnostico de serorreversion:

2 0 mas muestras con ELISA y Western Blot negativos entre los 6 y 18
meses de edad y dosificacion de inmunoglobulinas normales




El LABORATORIO de VIROLOGIA
EN LA INFECCION POR VIH EN PEDIATRIA

Diagnostico de la Infeccion por VIH

Nifios mayores de 18 meses: ELISA - Western Blot

Nifios menores de 18 meses: Determinacion Cualitativa

ADN proviral
ARN

Seguimiento de Ninos infectados

Carga Viral : n°de copias de ARN v/ ml
Inicio de tratamiento

Evaluacion de tratamiento

Cambios de tratamiento

Estudio de Resistencia a drogas antirretrovirales
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MARCADORES DE
PROGRESION

Carga viral

Subpoblaciones de Linfocitos
(CD3, CD4 y CD8)



UTILIDAD DE LOS MARCADORES

INICIO DE TRATAMIENTO

RESPUESTA O FALLA DEL TRATAMIENTO
PRONOSTICO DE PROGRESION

RIESGO DE TRANSMISION PERINATAL

CLASIFICACION CLINICA (CDC)



Que podemos medir?

RNA Viral DNA Proviral

p24 Titulo Cel. Infectadas

) “ ¢ Q OQ
9 P

Titulo virus en Plasma Conteo Cel. CD4




PRUEBAS PARA HIV-1

Ensayo Cuenta CD4 % Sensibilidad

Serologia > 3 meses 99.3-99.7 %

rutinaria transmision

Pruebas > 3 meses > 99 %

rapidas transmision

Ag p24 200 - 500 / mm?3 10 - 20 %
<200/ mm3 37-95%

Cultivo <500/ mm?3 05 -100 %

PBMC

CV >200/ mm3 90 %

<200/ mm?3 98 - 100 %



CARGA VIRAL

LA CARGA VIRAL ES LA MEDIDA DE LA
CANTIDAD CIRCULANTE DE VIHY SE ENCUENTRA EN
RELACION DIRECTA CON LA PRODUCCION VIRAL

LA CV SE EXPRESA COMO NUMERO DE COPIAS

DE RNA (MATERIAL GENETICO VIRAL)POR ML
DE PLASMA

LAS VARIACIONES DE LA CV SE EXPRESAN EN FORMA
LOGARITMICA (BASE 10)







ANALISIS DE CARGA VIRAL

CV Anos de
(copias / mL) evolucion
< 500 > 10

500 - 3,000 > 10
3,000 - 10,000 > 10
10,000 - 30,000 7.5

> 30,000 4.4



Progresion de |la enfermedad con relacion a
el nivel en Plasma de RNA HIV-1y el conteo
de celulas CD4




Progresion de la enfermedad con relacion a el nivel
en Plasma de RNA HIV-1y el conteo de celulas CD4




CORRELACION DE COMPLICACIONES

CON CD4
Cuenta INFECCION
de CD4
>500 / mm?3 Infeccion aguda, vaginitis/candida

200 - 500 / mm3

<200/ mm3

<50/ mm?3

LGP

Pneumonia bacteriana, TB, Herpes zo0ster
Cryptosporidiosis, Sarcoma de Kaposi

Esofagitis/candida, Pneumonia (P. carinii)
Toxoplasmosis, TB extrapulmonar,
Herpes simple diseminado, Sx desgaste

CMV, M. avium diseminado



CV

30.0E+04

25.0E+04 1

20.0E+04 4

15.0E+04 -

10.0E+04 -

05.0E+04 1

00.0E+00+

PRUEBAS ESPECIALES

A3

Bl B2

Estado clinico

M Sin Tx

B Con Tx




DIAGNOSTICO PERINATAL

CULTIVO

Ag p24

Western blot para IgA

PCR



DIAGNOSTICO PERINATAL
Western Blot para IgA
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DIAGNOSTICO PERINATAL

No. de No. Copias Ciclos
del Blanco

1 2

2 4

3 8

4 16

5 32

6 64

Carga viral: RT-PCR
20 1,048,576
GMPRCOR 10) 1,073,741,824

NUCLISENS



Definiciones de Resistencia a
Antirretrovirales

e Resistencia Genotipica :
Cambios en el genoma que aparecen como
consecuencia de exposicion al medicamento

e Resistencia Fenotipica :
crece en cultivo a pesar de la presencia del
medicamento

e Resistencia Clinica:
Falta de benificio del agente antirretroviral



Principios de los Ensayos de
Resistencia

— —— | Reporte del
Secuencias obtenidas del ﬁ 1) Genotlpo
paciente Secuenciacion Analisis por

— automatizada computadora

\ — 4%,

— & ,c, — |Reporte del
/Q W Fenotipo

Recombinacion Virus Viable
Homologa

Secuencias deletadas
o[<]
Genoma del
HIV-1
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PRUEBA NAT
Y
SEGURIDAD TRANSFUSIONAL
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CAUSAS RIESGO RESIDUAL

Donacion en periodo ventana seroldgica (= 90%0)

Donante inmunosilencioso

Variantes no detectables en pruebas

Accion de otros virus

Error en pruebas de Laboratorio

Error humano

Report of the Interorganization Task Force on NAT Testing of Blood
Donors, 2000



Riesgo residual ANTES DE NAT

USA UK Italia Australia Hong
Kong
HIV 1:493,000 <1:2mill 1:408,000 1:1,200,000 1:877,147
HCV |1:103,000 < 1:200,000 |1:230,000 1:250,000 1:86,137
HBV |[1:63,000 1: 170,000 1:63,400 1:160,000 1:3,357

Muller-Breitkreutz K. et al. Vox Sang 2000;78:149-157
Aubuchon JP, et al Ann Int Med 1997;127:904-909
Regan FAM et al. Br Med J 2000;320:403-406.

Tosti ME, et al. Br J Haemat, 2002;117:215-219




MARCADORES VIH DURANTE INFECCION TEMPRANA

e s i Pl T )

JEGLIPSE:

Anti-HIV
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=
Time

—Pre-seroconversion window—l

EoCe e it X HIV RNA window = 10-12 days
I  H!V/-1 p24 antigen window = 16-17 days
I Anti-HIV-1 window = 20-25 days




con métodos muy
sensibles eliminaria la fase infectiva de la
ventana, si la sensibilidad de la prueba
excede la para el virus

Murthy KK et al, Transfusion 1999



Marcadores VHB durante infeccidn

HBV DNA (PCR)

Infection

femprana

£

anti-HBc

N

| 1

30 40

Infection
HBV DNA

HBsAQ

I [ I I I ] 1 !

50 60 70 80 90 100 110 120
Days

Day O
Variable up to 23 days prior to HBsAg (average, 6-15 days

Day 56; disappears Day 120
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FIGURE

Residual risk of transfusion-transmitted viral infections by
period of time, France, 1992-2003
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RIESGO RESIDUAL DE LAS TRANSFUSIONES

Se define como la probabilidad (matematica o
estadistica), de que la transfusion de un
componente sanguineo, pueda transmitir un
agente infeccioso (viral) después de realizadas las
pruebas por métodos directos o indirectas de
particulas 0 componentes antigénicos.



RIESGO RESIDUAL

El riesgo de adquirir ITT viral depende:

DIMENSION del periodo de ventana (fase
Infecciosa)

INCIDENCIA de la infeccion en una
pablacion de donantes



> En las dos ultimas décadas se han introducido una
larga serie de medidas, especialmente en el tamizaje
de sangre para incrementar de manera considerable la
seguridad de los productos sanguineos.

> Mejoramiento de las pruebas de tamizaje para: VIH:
Antigeno P24,VHC: Antigeno core para hepatitis C

» Otras medidas:
» Métodos de viruinactivacion
» Plasma en Cuarentena



> |Introduccion de las pruebas NAT inicialmente
basado en la experiencia de las industrias
fraccionadoras de plasma para detectar VHC, luego

VIH y posteriormente VHB.

> Objetivo reducir el periodo de ventana serologica
para detectar infecciones viricas agudas no
detectadas por métodos de tamizaje convencional

desde 1999-2001.



)

ANTECEDENTES

Drastica disminucion de incidencia de infecciones
debidas a la transfusion, hacia dificil determinar el
riesgo residual.

Desarrollo de un modelo matematico (Modelo Schreiber
et al) basado en la incidencia de seroconversion
(infeccién) en donantes repetidores y en la duracion del

“periodo de ventana” para determinar riesgo residual de
Infeccion.

Estos modelos matematicos son muy aproximados pero
tienen limitaciones por ejemplo: error técnico, error
humano, baja sensibilidad de las pruebas, no tiene en
cuenta donantes de primera vez.



Riesgo Residual ITT*

PV Serologia PV  NAT

dias dias
VIH 22 1:3000 000 11 1:5 000 000
VHC 70 1:500 000 10 1:5 000 000
VHB 68 1:135 000 45 1: 250 000**

* Schreiber et al NEJM;334:1685-90
** serologia PV: periodo de ventana
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PRUEBAS NAT EMPLEADAS

PCR: (Reaccion en cadena de la polimerasa) Roche
Diagnostics: minipools 16, 24, 48, extraccion material
genomico manual y automatizada, (retrotranscripcion)
amplificacion, desnaturalizacion y deteccion. Equipo Cobas

Amplicor: VHC, VIH1 VHB

TMA: (amplificacion mediada por transcriptasa) Chiron:
muestra individual o minipools de 8: fases: captura de la
diana, amplificacion y deteccion: VHC, VIH1 VHB

PCR — in house (Alemania) : minipools de 48 y 96: VHC,
VIH-1



BENEFICIO DEL NAT 1997-2005 POR POOLES DE 96
ESTUDIO MULTICENTRICO CRUZ ROJA ALEMANA

VIRUS NAT SOLA/ DONACION TASA DE INCIDENCIA/
POSITIVO PROBADA POSITIVOS MILLON

VHC 20 26.7 millbn  1:1.48 millon 0.74

VIH-1 7 24.7 milldén  1:3.62 millén 0.28

VHB 48 24.7 millon 1:0.46 mill 1.94



FIGURE

Estimated risks in the Swiss repeat donor population from
1996 to 2003
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Current US Residual Risk of Transfusion

HIV 9 (8-10) 1:1.9 to 2.4 million
HCV 7 (8-9) 1:1.2 to 1.7 million
HBV 45 (34-66) 1:77,000 to 149,000

After REDS 1998-2000 adjusted, back extrapolated to 1 gEq of virus/20 ml of plasma



BENEFICIO DE NAT EN TAMIZAJE DE DONANTES (NAT
positivo ACS negativo)

USA/ Australia | Alemania UK Japon
Canada * ** ok
=1\V4 1:4,3 0:1,4 1:1,0 1:3.1 1:1,7
millones millones millones millones millones
HCV | 1:259,000 1:360,000 1:543,500 1:230.000 1:272,200
HBV 1:543,500 1:60,759

*  pooles 16-24
**  pooles 96
*** pooles 50




INDICADORES TRAZADORES:

Indice de donacién de sangre.
Porcentaje de donacion voluntaria

-

Porcentaje de donantes de repeticion

-

Porcentaje de donantes de primera vez
Numero de unidades colectadas/banco/aino
Porcentaje de sangre tamizada

Seroprevalencia de marcadores infecciosos.




CONTEXTO EN LATINOAMERICA

Alta prevalencia e incidenciade ITT
Falta de recursos de infraestructura
Falta implementacion prueba serologica

13 millones de unidades circulan cada ano sin
pruebas serologicas basicas

Pruebas serologicas insensibles
Transfusion inadvertida de unidades positivas



CONTEXTO EN LATINOAMERICA

- Alto numero de bancos de sangre de bajo rendimiento con

Implantacion de métodos manuales o0 semiautomaticos en el
procesamiento de la sangre.

- Baja poblacion de donantes voluntarios y altruistas.

- Escaso desarrollo de programas de donacion de sangre de
manera voluntaria, altruista y repetida.



V1EaNZ3ANIA

AVNONdN

VNVYOININOAQ™H

NY3d
AVNOVYVd

VYINVYNYd

VNOVAEVOIIN

ODIXaN

SVYdNANOH

V IVINALVYNO

dOAvAIVS 14

d0dvno4
vdno

VOld V1SOJ

VIGWNO'10D

31IHO

7ISvyg
VIAITOS

VNILINIOEY




CONTEXTO EN LATINOAMERICA

- Alto porcentaje de donantes de primera vez, por encima
del 80%.

- Mayoria de paises cuentan con bancos de sangre de

bajo volumen sin mayor grado de sistematizacion ni
automatizacion.

- Dificultad en establecer incidencia o prevalencia de

Infecciones virales en poblacidn de donantes de sangre,
por ser una poblacion abierta.



CONSIDERACIONES PARA IMPLEMENTAR PRUEBAS
NAT EN _r\r INOAMERICA

- Consideracion Técnica.
- Consideracion Econdmica

. Consideracion de Salud Publica y Seguridad
Transfusional

- Consideracion Politica
. Consideracion Etica y Legal




CONSIDERACION ECONOMICA

Cuanto impactara el costo de las pruebas NAT, en el
costo de procesamiento de los productos sanguineos?

Cual es el costo/beneficio de realizar las pruebas?
Se cuenta con los recursos financieros?

Cual es la ganancia?



CONSIDERACION DE SALUD
TRANSFUS

- Cual sera el impacto de la implementacion de las
pruebas NAT en la salud publica y en la seguridad
transfusional?

- Es posible medir el impacto en la disminucion del riesgo
residual de infeccion transmitida por la sangre?

- Cuanto mas seqguras seran las transfusiones con NAT?



CONSIDERACION DE SALUD PUBLICA Y SEGURIDAD
TRANSFUSIONAL

Qué acciones o estrategias para incrementar la base de
donantes voluntarios y repetitivos seran
Implementadas?.

- Cuanto se mejorara el sistema de seleccion de
donantes de sangre?.



v

CONSIDERACION POLITICA

- Cual es la responsabilidad del estado para garantizar la
seguridad y el abastecimiento oportuno y suficiente de
sangre y productos sanguineos a la poblacion?

- La implementacion de pruebas NAT debe ser una
decision obligatoria del nivel nacional?



CONSIDERACION ETICA Y LEGAL

- Cual seria el impacto ético y legal de la no
implementacion de pruebas NAT en caso de
transmision transfusional de una infeccion?



Muestras
analizadas

50.569

Pooles
positivos

Pooles
negativos

Pooles

2101

2096 11

2087 20

Muestras
negativas

50.569

Muestras
positivas




CONCLUSIONES

- El principal factor que ha incidido en la seguridad de la
sangre hoy en el mundo, lo constituye un programay
una base confiable de donantes voluntarios, altruistas y

fidelizados o repetitivos.

- El mejoramiento de las pruebas convencionales de
tamizaje ha sido significativo para incrementar la

seguridad de la sangre.



CONCLUSIONES

- En los bancos de sangre de Latinoamerica con mayor
riesgo de incidencia o seroreactividad de donantes, la
implementacion de pruebas NAT constituye una buena
medida de seguridad transfusional (principio de
precaucion) pero antes sera necesario hacer ajustes a los
sistemas y programas nacionales de sangre (centralizar y
regionalizar) y mejorar y desarrollar los servicios de
sangre.

- Los costos de las pruebas NAT han disminuido
significativamente; apenas representan un porcentaje de
las pruebas de tamizaje convencionales.



¢ PREGUNTAS ?
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