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RESUMEN

Introduccién: El virus de lainmunodeficiencia humana (VIH), es el agente causal del Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida. Han sido identificados hasta la fecha dostipos de virus VIH-1y VIH -2, y varios
subtipos. Latécnica Elecsys HIV Combi PT del COBAS e 602 de Roche permite detectar simultaneamente
anticuerpos anti-VIH y el antigeno p24. El kit bioblot HIV-1 plus es un ensayo inmunoenzimatico cualitativo, que se
disefié como andlisis complementario més especifico para muestras que presentan reactividad repetida. La
cuantificacién de viremia por VIH se puede realizar mediante la determinacién indirecta del ARN viral con €l aparato
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, version 2.0.

Caso clinico: Varén de 70 afios de edad, ingresa en medicinainterna por afectacion respiratoria. En las pruebas
realizadas se objetiva neumonia por Pneumocystis jiroveci y gastritis por citomegalovirus. Al paciente selerealizo la
prueba de VIH en dos ocasionesy tanto el COBAS e 602 como €l kit bioblot dieron un resultado negativo. No fue
hasta la determinacion del ARN viral, cuando se encontré la verdadera infeccion por este virus.

Discusion y Conclusion: Lamarcadainmunodepresion del paciente dio lugar a un falso negativo, ya que las técnicas
utilizadas para diagnosticar VIH se basan, fundamentalmente, en |a busqueda de anticuerpos.

PALABRASCLAVE: VIH. Inmunoensayo. ARN viral. Falso negativo.

SUMMARY

Introduction: The Human Inmunodeficiency Virus (HIV) is the causative agent of the Acquired Immunodeficiency
Syndrome. Two types of virus, called HIV-1 and HIV-2, and severa subtypes have been identified to date. The
Elecsys HIV Combi PT Roche COBAS e 602 technique can simultaneously detect anti-HIV antibodies and p24
antigen. The bioblot HIV-1 plus kit is a qualitative enzyme immunoassay. It was designed as a more specific
supplementary test for samples with repeatedly reactive results. Quantification of HIV viraemia can be conducted by
the indirect determination of the RNA viral load by means of the COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1
apparatus, version 2.0.

Casereport: 70 year-old man is admitted in Internal Medicine with respiratory impairment. Tests conducted show
pneumonia by Pneumocystis jiroveci and gastritis by cytomegalovirus. The patient underwent HIV test twice and
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both COBAS e 602 and the bioblot kit were negative. It was not until the determination of the RNA viral load that the
genuine HIV infection was found.

Discussion and conclusion: The severe inmunosuppression of the patient resulted in a fal se negative due to the fact
that the techniques used to diagnose HIV are based on the search for antibodies.

Key words: HIV. Immunoassay. RNA viral. False negative.

INTRODUCCION

Lafamiliadelos retrovirus es un grupo grande de virus. Uno de los miembros de esta familia, que infectaa ser
humano son los virus de lainmunodeficiencia humana (VIH). El virus de lainmunodeficiencia humana, es €l agente
causal del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), enfermedad viral caracterizada por la ausencia de
respuesta inmunol égica. Latransmision viricatiene lugar por contacto sexual, exposicion a sangre, hemoderivadosy
exposicion perinatal. El sitio de latencia del virus son los linfocitos TCD4 causantes de la disfuncién inmunel.

Dos tipos de virus han sido identificados hastalafechaVIH -1y VIH -2. Ademas, varios subtipos han sido descritos,
cada uno de ellos con una distribucion geografica diferente. EI VIH-1 grupo M subtipo B es € més frecuente en
Américadel Nortey Europa Occidental, el subtipo A es mas comin en Europadel Estey Asia Central, y el subtipo C
enlalndia. VIH-2 es menos infeccioso y generalmente se limita a areas del oeste africano.

VIH-1 puede ser dividido en 3 grupos: Grupo M (“main” master), grupo O (“outlier” atipico) y el grupo N (no M, no
0). En el grupo M se han identificado al menos 9 subtipos diferentes (A, B, C, D, F, G, H, J, K) basandose en su
relacion genética. Ademas existen algunas variantes, resultantes de la combinacidn de dos o més subtipos diferentesy
un nuevo grupo, el grupo P, ha sido recientemente identificado?.

Normalmente de 6 a 12 semanas tras contraer lainfeccidn se pueden encontrar en el suero |os anticuerpos frente a
proteinas del VIH, anticuerpos que indican la presencia de unainfeccion por este viruss,

En las proteinas de envolturadel VIH -1 grupo M, € VIH -1 grupo O y VIH-2 la secuencia de epitopos
inmodominantes difiere, por lo tanto es necesario que las técnicas de inmunoensayo sean dirigidas contra la deteccion
de antigenos especificos para evitar errores en los resultados.

LatécnicaElecsysHIV Combi PT del COBAS e 602 de Roche (42 generacion) es una prueba de screening que
permite detectar simultdneamente el antigeno p24 del VIH 1, anticuerpos anti VIH-1y anti VIH-2, detectatodas |las
subclases de anticuerpos y no solo la IgG. Debido aladeteccién del antigeno p24, es posible determinar el VIH
alrededor de 6 dias antes que con los ensayos de anticuerpos tradicionales. Asi se consigue una mayor sensibilidad
para reconocer la primoinfeccion y una ventana diagndstica mas corta 4-6.

Esta prueba utiliza antigenos recombinados derivados de las regiones env y pol, del VIH-1 (incluyendo € grupo O) y
del VIH 2. Por otro lado para detectar €l antigeno p24 se emplean anticuerpos monoclonal es especificos. Este método
ha sido estandarizado frente al VIH-1 (antigeno p24 del VIH 1) primer reactivo de referenciainternacional de 1992,
codigo 90/636 del Instituto Nacional de Estandares Bioldgicosy Control (NIBSC)?.

Con € reactivo HIV Combi PT de Roche las muestras con un indice de corte (1C) < 0.90 son no reactivas, se
consideran VIH negativo y no requieren méas andlisis. Las muestras con un |C dentro del intervalo > 0.90 a< 1.0 se
consideran limitrofes. Las muestras con un indice de corte > 1.0 se consideran reactivas, es decir, VIH positivo. Las
muestras limitrofes hay que redeterminarlasy si son repetidamente reactivas deben confirmarse segiin los algoritmos
confirmatorios recomendados’.

Otro método diagndstico de VIH es el kit bioblot HIV-1 plus (western blot), un ensayo inmunoenzimatico cualitativo
paraladeteccion de anticuerpos frente VIH-1y VIH-2. Se disefié como andlisis complementario parala
confirmacion de los resultados obtenidos con las pruebas de screening, es més especifico y se utilizaen el caso de
muestras que presentan reactividad repetida por otros métodos mas sensibles pero menos especificos, como el HIV
Combi PT del COBAS e 602 de Roche. Consiste en antigenos viricos especificos de VIH-1 y un péptido sintético
especifico de VIH-2, que se adhieren alas tiras mediante procedimientos de electroforesis y electrotransferencia, lo
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gue le confiere mayor exactitud. Aun asi, un blot negativo no constituye una garantia de la ausencia del agente causal
del SIDAS.

Por otra parte, y dejando a un lado las técnicas inmunoenziméticas como pruebas diagnésticas de VIH, ha surgido la
cuantificacién de viremia por VIH, que se puede realizar mediante la determinacién indirecta del ARN viral por
medio de técnicas de amplificacion de acidos nucleicos o por amplificacion de sefial es como la reaccion en cadena de
la polimerasa®. La prueba COBAS® AmpliPrep/ COBAS® TagMan® HIV-1, version 2.0 es una prueba de
diagndstico in vitro mediante amplificacién de acidos nucleicos total es para la deteccion cualitativade ADN y ARN
del VIH-1 en muestras de plasma humano. Este aparato utiliza técnicas de PCR para conseguir lamaxima
sensibilidad en la deteccién cuantitativade ARN del VIH-1 en plasmal0.

CASO CLiNICO

Acude a nuestro centro un varén de 70 afios de edad con antecedentes personal es de hipertension, no fumador y
bebedor moderado. El paciente ingresa en medicinainterna por sindrome general y afectacion respiratoria. Desde
hace 4 meses tiene disnea de esfuerzo, opresion toracica, astenia e hiporexia. Haperdido 10 Kg en 5 meses. No ha
tenido fiebre. Muy discreta tos con expectoracion blanquecina. Laradiografia de térax y abdomen eran normales, en
la analitica sblo destacaba alteraciones menores en la serie blanca (neutrdfilos absol utos 7,3 mil/micralitro, 79,9%,
linfocitos absolutos 1,2 mil/microlitro, 13%), y serologia positiva de Hepatitis B con Anti-HBc: Positivo, HBs-Ag:
Negativo, Anti HBs 7934 Ul/I. Los marcadores tumoral es fueron negativos.

Progresivamente |a disnea fue aumentado hasta ser I1/IV siempre con opresion torécicay se ha acentud la pérdida de
peso. Se le pidi6 una bateria de pruebas y se objetivé neumonia por Pneumocystis jiroveci con afectacion intersticial
bilateral, insuficiencia respiratoria aguda secundariay gastritis por citomegalovirus (multiples Ulceras agudas). Se
trataba de un paciente con unainmunodepresién severa por lo que seinicié un estudio por parte de Hematologiay
ademés se pidid una nueva analitica parala determinacion de VIH. En el laboratorio se realizé la serologia anti-VIH
en 2 ocasiones con latécnica Elecsys HIV Combi PT que resultaron negativas. Los val ores obtenidos por esta técnica
fueron 0,8 en la primera determinacion y 0,3 en la segunda, por |o tanto no seria necesario continuar €l algoritmo
diagndstico de VIH ni realizar andlisis complementarios. En el estudio hematol égico se observaron:

. Linfocitos totales: 4.9% (19-48%)
. Poblaciones linfocitarias: -
. Linfocitos CD3: 472.3 cells/microlitro (1292-2004)
. Linfocitos CD4: 3.5 cellg/microlitro (656-1245)
. Linfocitos CD8: 444 cells/microlitro (360-881)
. Cociente CD4/CD8: 0%

Es por €ello, que en caso de no conocer ningln dato clinico, probablemente hubiéramos realizado solo €l cribado
habitual sinir més alla, informandolo como resultado negativo. Sin embargo, al poseer un resultado tan gjustado (0,8)
y alavistade lainformacion clinica, se decidié ampliar € estudio y realizar una nueva determinacion usando e kit
de bioblot, encontrando igual mente un resultado de western blot negativo.

Ante la discordancia entre las pruebas serolégicas y €l resto de pruebas de laboratorio y la situacion clinica del
paciente, con (infeccion por Pneumocystis y citomegal ovirus, ambas enfermedades definitorias de SIDA segun el
grupo de estudio del SIDA-SEIM (GeSIDA)!! se decidi6 readlizar |a determinacion de cargaviral de VIH mediante
PCR con €l equipo COBAS® AmpliPrep/ COBAS® TagMan® HIV-1, version 2.0, que objetivo que el paciente
poseia 353000 copias/ml (valor de Referencia: < 20 copias/ml), con lo que se diagnostico definitivamente la
infeccion por VIH estadio C36 (Tabla 1).
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Tabla 1: Categorias clinicas para la codificacion del VIH en mayores de 13 afios

Categorias clinicas

o B infeccitn C Procesos

A Infeccion aguda : s : :
Categorias Inmunologicas ; : sintomatica no A no incluidos en la
asintomadtica o LPG e
C definicion de 51DA
Al Bl ci
2 A2 B2 c2
A3 B3 C3

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

Categoria 2. Linfocitos CD4 entre 200 v 499/mm3 o bien entre 14-28%

Categoria 3. Linfocitos CD4 menor de 200/mm3 o bien CD4 menor del 14%

Por ello seinici6 el tratamiento antirretroviral y dadala buena evolucién se decide altay control ambulatorio.

DISCUSION

Disminuir e diagndstico tardio de lainfeccion por VIH es uno de los principal es retos de la respuesta ala epidemia
por este virus, € diagndstico precoz de lainfeccion reduce la morbilidad y la mortalidad de los pacientesS. De ahi la
gran importancia que tiene poseer técnicas de alta sensibilidad y especificidad.

Como se puede observar en nuestro caso en un principio las determinaciones iniciales de VIH por inmunoensayo
dieron como resultado un falso negativo. Con las técnicas de cuarta generacion, mas sensibles que las que utilizan
anticuerpos convencionales, se reduce la posibilidad de estos fal sos negativos. Aun asi, este hecho puede darse en
ciertas situaciones como son €l periodo ventana previo ala seroconversion, y en menor medida, en estadios finales de
laiinfeccidn, trasplantados de médula Gsea etc.

Por otra parte hay que tener en cuenta que los fal sos negativos se dan en menor proporcion que los falsos positivos,
ya que los resultados negativos no son confirmados a no ser que exista unaindicacion clinica precisa que nos oriente.

Dentro de las causas de fal sos negativos se encuentran también:

. Error técnico, fallos en €l proceso de fabricacion del equipo diagnéstico.

. Infeccién por tipos de VIH no detectables o no descritos.

. SIDA terminal con profundainmunodepresion.

. Respuestas andmalas ante lainfeccion VIH

. Tratamiento inmunosupresor prolongado y/o agresivo

. Disfunciones delinfocitos B

. Plasmaféresis, exanguinotrasfusion

. Neoplasias

. Errores de extraccion o identificacion

. Sujetos queinician tratamiento antirretroviral en el periodo agudo de la infeccién y/o mantienen cargaviral
indetectable largo tiempo.

Actualmente el desarrollo de las técnicas diagndsticas ha disminuido la posibilidad de falsos negativos, ya que los
nuevos métodos permiten salvar ciertos problemas como son las respuestas de anticuerpos suboptimas generadas por
las infecciones que tienen lugar debido a ciertos subtipos o grupos marginales del VIH 612, y por otra parte estas
técnicas evolucionadas permiten a su vez detectar ciertos antigenos como el p24. Pero la deteccion de la antigenemia
depende de varios factores como sonb:

. El estadio de la enfermedad: solo €l 10-20% de los infectados asintométicos presentan antigenemia detectable,
en cambio mas del 70% de los pacientes con SIDA larevelan.

. Los pacientes de raza negra presentan con menor frecuencia antigenemia

. Laadministracién de antivirales disminuye la antigenemia como consecuencia de una menor replicacion viral .

. Lasinfecciones por patdgenos oportunistas estimulan de un modo indirecto la produccidn de antigenos.
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En el caso del estadio final de lainfeccién por VIH o SIDA pueden desaparecer 10s anticuerpos contra proteinas
estructurales del virus como son la: p24, p17, p55, etc. En algunos pacientes se ha observado la ausencia de criterios
diagndsticos de positividad mediante western blot en esos meses finales de la enfermedad, como consecuencia del
intenso deterioro inmunitario 13-14,

CONCLUSION

Concluimos por nuestra parte, que probablemente la marcada inmunodepresion del paciente por encontrarse en un
estadio muy avanzado de la enfermedad enmascarase ambas técnicas analiticas usadas (Elecsys HIV Combi PT del
COBAS e 602 de Roche y d kit bioblot HIV-1 plus), ya que se fundamentan en la blsqueda de anticuerpos, que en €l
paciente han desaparecido.

En segundo lugar, es posible que nuestro paciente pertenezca a ese porcentaje minoritario de enfermos en los que la
antigenemia no se detecta, a pesar de que las técnicas de inmunoensayo de cuarta generacion estén preparadas para
elo.

Siendo por estas dos razones que nos encontramos ante un falso negativo. Resolviendo este problema con la
deteccion directadel RNA viral en plasma.
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