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Resumen. Objetivos. Estudio comparativo de |os tres marcadores
directos de lainfeccion VIH-1: reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), cultivo viral (CV) y deteccion de antigeno p24 en el diagnéstico
delainfeccion por € virus de lainmunodeficiencia humana (VIH-1) en
nifios nacidos de madres seropositivas menores de 15 meses de edad.
Métodos. Se evaluaron 39 nifios nacidos de madres seropositivas para
VIH-1 con las tres técnicas. Se realizd un seguimiento de los nifios hasta
los 18 meses de edad. L os niveles de antigeno p24 se midieron en suero
y/o plasma; la presencia de ADN provira de VIH-1 se determiné en
células mononucleares de sangre periférica por amplificacion por PCR
con oligonucl edtidos especificos correspondientes a tres regiones del
genomadel virus VIH-1. Resultados. En el primer estudio de
seguimiento realizado alos 39 nifios, 15 (100%) de los nifios que
posteriormente fueron clasificados por seguimientos clinicos como
infectados, fueron positivos por PCR, 14 (93,3%) fueron positivosen €
ensayo de cultivo viral y solamente 8 (53,3%) dieron positivo por €l
ensayo de Agp24. Conclusiones. LaPCRYy € cultivo vira tuvieron
mayor sensibilidad que el ensayo de Agp24 parael diagnostico dela
infeccion VIH-1. El Agp24 se demostré como un marcador (til para el
prondstico de la enfermedad. Este estudio demuestra que la PCR es una
dternativamésfiabley rapidaque el cultivo vira parael diagndstico de
lainfeccion VIH-1 en nifios menores de 15 meses de edad.
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(93.3%) by theinitial VC assay and only 8 (53.3%) by the p24 antigen
assay. In conclusion, PCR and V C assays were found to have higher
sensitivity than the p24 antigen assay for the diagnosis of HIV-1
infection. In addition, p24 antigenaemiawas shown to be useful in
predicting the onset of the disease. This study shows that the PCR test
represents amore reliable and faster aternative to viral culture for the
diagnosis of pediatric HIV infection.
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COMPARATIVE STUDY OF THE TECHNIQUESFOR THE
DIAGNOSISOF IMMUNODEFICIENCY VIRUSIN CHILDREN
UNDER 15 MONTHS OF AGE: VIRAL CULTURE,
POLYMERASE CHAIN REACTION AND p24 ANTIGEN

Abstract. The objective of this study was to compare the
polymerase chain reaction (PCR), virus culture (VC) and antigen
detection (AG), assays which can be used for the early diagnosis of
vertically transmitted HIV-1 infection in infants under 15 months of age,
when a diagnosis cannot be based on seropositivity because of maternal
antibody persistence. Thirty-nine children born to HIV-1-seropositive
mothers were evaluated by the three techniques. The children were then
followed to at least 18 months of age. The p24 antigen was measured in
plasmaand HIV proviral DNA was determined in peripheral blood
mononuclear cells after amplification by PCR. Primer pairs from three
different regions of the proviral genome were used for the PCR tests.
We found that in the first evaluation, 15 (100%) of the children who
later developed clinical symptoms were positive by PCR analysis, 14
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Introduccion

Latransmision maternofetal del virus de lainmunodeficien-
ciahumana (VIH-1) eslamayor fuente de riesgo de contagio en
la poblacion infantil. La OMS estima que para el afio 2000, al
menos habra diez millones de nifiosinfectados en e mundo y que
de ellos moriran entre tres o cuatro millones por la enfermedad®.
Lastasas de transmision del VIH delamadre al nifio varian se-
gun los paises, aceptandose oscilaciones entre e 15-35%.

Lainfeccion por VIH en lainfancia presenta un amplio es-
pectro clinico, que varia desde los nifios que permanecen asin-
tomaticos durante 4-5 afios y posteriormente desarrollan SIDA,
hasta | os nifios que desarrollan en los primeros meses de vida
unaformamuy agresiva de laenfermedad, que les conduce ala
muerte antes de |0s 12 meses. Entre estos dos extremos existen
formas intermedias con cuadros clinicos que van apareciendo
amedida que se produce €l deterioro del sistema inmunol 6gi-
co del nifio. Aproximadamente el 70% de los nifios infectados
desarrollan unaformalentay progresivay € 30% restante, una
formagrave y precoz que pone de manifiesto la alteracion in-
munol 6gica grave y temprana que presentan estos nifios.

El diagnostico precoz de lainfeccion es esencial paralains
tauracion rapida de terapias preventivas de | as infecciones opor-
tunistas, de tratamientos antirretroviralesy clave paralaposible
adopcion de aguno de estos nifios®. Uno de |os mayores pro-
blemas que plantea el diagndstico de lainfeccion VIH en ni-
fios esla limitacion que tienen las técnicas habituales del diag-
ndstico en adultos. Dichas técnicas se basan en la deteccion de
anticuerpos 1gG anti-VIH, queen € caso delamujer VIH+ em-
barazada atraviesan libremente laplacentay pueden persistir en
los nifios hasta los 15 meses de edad®. Esto hallevado alabls
queda de nuevas técnicas que permitan realizar con precision el
diagndstico precoz de los nifios infectados por € VIH®8),

En este trabajo presentamos un estudio comparativo de los
tres marcadores directos de lainfeccion VIH-1: co-cultivo vi-
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ral, deteccion de ADN provira por PCR y deteccion de Agp24,
para evaluar la especificidad y sensibilidad de los mismos en
la deteccidn de VIH-1 en nifios menores de 15 meses.

Métodos
Pacientes

Serealiz6 un estudio en 39 nifios nacidos de madres con an-
ticuerpos anti-VIH-1. Los nifios se evaluaron clinica, inmunol 6-
gicay virolégicamente cada 3 meses hasta los 2 afios de edad y
posteriormente cada 6 meses. L os nifios fueron diagnosticados
positivos para lainfeccion VIH-1 de acuerdo alas normas del
«Center for Disease Control» (CDC) en infeccion pediatrica®.
El grupo control consta de 16 adultos seronegativosy 6 nifios
VIH negativos. Todos los ensayos de laboratorio fueron reali-
zados consecutivamente a partir de una misma muestra de san-
gre del paciente (2-4 ml) usando EDTA como anticoagulante.

Ensayos clinicos

La presencia de anticuerpos anti-VIH-1 en el suero delos
nifios se realiz6 por inmunotransferencia o Western blot (Pasteur-
Sanofi). Ladeteccion de Agp24 en el suero fue evaluada por un
enzimoinmunoensayo (Elavia-Ag |, Diagnostics Pasteur)(0,

Microcultivo viral

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de
los pacientes se aislaron de 2-4 ml de sangre con EDTA e mis-
mo dia de la extraccién en un gradiente de densidad Ficoll
Hypague (Pharmacia Fine Chemicals, Uppssala, Sweden). 2 x
106 de linfocitos del paciente en 1 ml de medio completo (me-
dio RPMI 1640, 20% suero fetal deternera, 5% IL-2 [Boheringer
Manheim], 100 Ul/ml de penicilinay 100 pg/ml de estreptomi-
cina, Gibco) se cultivaron con 2 x 106 PBMC de donantes sanos
previamente estimulados durante 48 horas con 5 pg/ml defito-
hemaglutinia (PHA-P, Difco Laboratories, Detroit, USA) en 1
ml del mismo medio de cultivo. Los co-cultivos se realizaron
por duplicado en placas de 24 pocillos. Loslinfocitos de sangre
periférica de donantes sanos estimulados se prepararon unavez
alasemanay se afiadieron en 1 ml a co-cultivo, retirandose a
suvez 1 ml del medio que se guardd a-70°C parala posterior
determinacion de Agp24. Los co-cultivos se mantuvieron du-
rante 4-6 semanas. Se evaluo la replicacion viral, midiendo la
produccién de Agp24 del VIH en el sobrenadante de los co-cul-
tivos unavez ala semana hastadl dia45. Los co-cultivos se con
sideraron positivos para VIH-1 basandose en | os resultados ob-
tenidos en la deteccidn de Agp24 seguin el siguiente criterio: a)
Dosvalores consecutivos de Agp24 VIH = 30 pg/ml, de los cua
les el segundo valor es a menos cuatro veces mayor que € pri-
mero o esta fuera de rango (es mayor del punto mas alto de la
curvaesténdar del ensayo); b) Dos val ores consecutivos de Agp24
VIH que se salen de rango, o ¢) Tres aumentos de valor conse-
cutivos de Agp24 VIH = 30 pg/ml, donde ningn valor conse-
Cutivo es cuatro veces mayor que el primero. En los casos a) y
b) descritos anteriormente, €l primer diaque el Agp24 VIH fue
> 30 pg/ml se considerd el diadel primer positivo. Parael caso
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c) el diade obtencién del primer positivo se asocio con la se-
gunda muestra que dio positiva.

PCR
Preparacion de la muestra o extraccién de ADN

Las PBMC obtenidas de sangre periférica se lisaron en 400
I de solucion tampon delisis (10 mM Tris hidrocloride pH 8,3,
1 mM EDTA, 0,5% Tritén X-100, 0,001% dodecil sulfato sodi-
coy 300 pg/ml de proteinasa-K). El lisado se tratd con protei-
nasa-K durante 1 h a55°C otodalanochea37°Cy seinactivo
la enzima durante 15 min a94°C. El lisado celular se guardd a
-20°C hasta su utilizacién. Los oligonucledtidos especificos pa-
ralaf-globinahumana, PCO3y PCOAMW), se utilizaron en todas
las muestras para comprobar que € lisado celular se podiaam-
plificar, verificando de esta forma que las muestras eran idone-
as para poder ser amplficadas.

Se utilizaron oligonuclettidos para amplificar las regiones
pol (JAL17-20)™ env (JA9-12)) y gag (SK380-390)2 del ge-
nomadel virus VIH-1. LaPCR serediz6 en dos reacciones; pri-
mero con un par de oligonucledtidos externos 'y posteriormen-
te con un par de oligonucledtidosinternos (doble PCR). LaPCR
serealizé en tubos de 0,5 ml (Perkin Elmer corp.) en un volu-
men de reaccidn de 50 pl. Lamezcla de reaccion contiene una
concentracion final de Tris CIH (pH 8,3) 10 mM, KCI 40 mM,
la concentracion 6ptima de MgCl, dependiendo de los oligonu-
cledtidos utilizados (paraJA17 y JA20, 7 mM; paraJA9 y JA12,
4 mM y para SK380, SK390, SK38, SK39, JA10, JA11, JA1S,
JA 19, 3mM); 1 uM de cada oligonucledtido, 50 UM de cada
nucledtido (ATP, CTP, GTR, TTP) (Pharmacia) y 2 U de Tag po-
limerasa (Perkin Elmer) por cada 50 pl de mezcla de reaccién.
Se afiaden 10 pl del lisado celular (correspondiente a 105 PBMC)
alamezclade reaccion parala primera PCR. Las muestras se
desnaturalizaron primero a 94°C durante 5 minutos
(Termociclador Perkin Elmer 9600) y luego se sometieron a
24 ciclos para los oligonucledtidos JA9-JA12, JA17-JA20y
30 ciclos para los oligonucledtidos SK380-SK 390 a 95°C du-
rante 30 seg; a47°C oligonucledtidos JA9y JA12, JA10y JALL,
a41°C oligonucledtidos JA17 y JA20, JA18; a53°C oligonu-
cledtidos SK380 y SK390 y a59°C oligonucledtidos SK38'y
SK 39 (temperatura de hibridacion); y a 72°C durante 30 seg, au-
mentando dos ciclos por segundo.

Finalmente se incub6 a 72°C durante 5 min; 1/10 (5 pl) del
producto de laprimera PCR se amplific durante 24 ciclos con
los correspondientes oligonucledtidos internos. El producto de
lasegunda PCR (10 pl) se analizo por electroforesisen gelesde
agarosaa 1,5% y setifid con bromuro de etidio. Lamezclade
reaccion paraladoble PCR se realiz en un laboratorio donde
no se trabaja con productos amplificados ni con plasmidos de
ADN. De todos los reactivos se hicieron aicuotas en volime-
nes suficientes para 10 reacciones de PCR y se guardaron a
-20°C en un congelador destinado paratales reactivos. Todoslos
ensayos de PCR incluyen un control positivo y dos controles ne-
gativos, un donante seronegativo y la mezcla de reaccion. La
preparacion de ADN y mezcla de lareaccion se realizaron de

Estudio comparativo de técnicas para el diagndstico del virus de lainmunodeficiencia humana en nifios menores de 15 meses... 541



Tabla | Resultados comparativos de la deteccion
del VIH-1 proviral por PCR y por
microcultivos en 39 nifios menores de 15

meses de edad

Cocultivo
Positivo Negativo
PCR positiva 14 1 15
PCR negativa 0 24 24
14 25 39

forma rutinariaen un laboratorio diferente de donde se efectud
la electroforesis para reducir €l riesgo de contaminacion. Para
dar un resultado de PCR positiva se requieren al menos la am-
plificacion de dos grupos de oligonucledtidos correspondien-
tes a dos regiones diferentes del genomaviral.

Resultados

Estudiamos 39 nifios menores de 15 meses nacidos de ma-
dres seropositivas para VIH-1. Todos | os nifios fueron positivos
para anticuerpos anti-VIH-1 al nacimiento. Dos nifios desarro-
Ilaron SIDA, 13 tuvieron signos'y sintomas sugestivos de in-
feccion por VIH y 24 nifios fueron considerados sanos, pues no
presentaron ningln signo ni sintoma de infeccién por VIH des-
pués de 15-18 meses de edad. Quince nifios de edad entre 1y
8 meses tuvieron PCR positivaen € primer estudio, 10 con los
oligonucledtidos correspondientes a las tres regiones del virus
y 5, dos regiones de PCR positiva (Tabla l); estos 15 nifios co-
rrespondieron a aquellos que posteriormente se diagnosticaron
como positivos para VIH. En este primer estudio y con PBMC
de la misma extraccién de sangre se realizaron los co-cultivos
detectandose en 14 de €ellos antigeno p24. Solamente no se en-
contrd correlacion con laPCR en uno de | os casos (este nifio con
PCR positivay co-cultivo negativo tenia un mes de edad y en
un estudio posterior, alos 2 meses, se obtuvo PCR positivay co-
cultivo viral positivo). En los estudios de seguimiento de los 39
nifios seropositivos, que se realizaron cada 3 meses, se siguie-
ron detectando en los mismos 15 nifios VIH por PCR positiva,
y en sus correspondientes 15 co-cultivos se detectd antigeno p24.
Se realizd también en los 39 nifios seropositivos un andlisis de
laantigenemia en muestra de suero extraidael mismo diaquela
muestrade PBMC. Se detectd antigeno p24 Unicamente en 8 de
los 15 nifios con PCR positivay co-cultivo vird positivo (Tabla
).

En los 24 nifios que no presentaron posteriormente sintomas
deinfeccion por VIH, todos tuvieron PCR negativa, co-cultivo
vird negativo y antigenemia p24 negativa. En estos nifios a ha
cer los estudios de seguimiento para anticuerpos anti-VIH-1 se
observd serorreversion alos 15-18 meses como se demostro por
la ausencia de bandas especificas par VIH en Western blot o con
Western blot indeterminado dependiendo de |a edad (datos no
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Tablall Resultados comparativos de la deteccién
del VIH-1 proviral por PCR y de la
antigenemia p24 en 39 nifios menores de
15 meses de edad

Antigenemia p24
Positiva Negativa
PCR positiva 8 7 15
PCR negativa 0 24 24
8 31 39

mostrados). Todos ellos presentaron los marcadores virales, es-
tudiados en paralelo con |as tres técnicas, negativos en todos | os
estudios de seguimiento.

En nuestro estudio, lasensibilidad y especificidad delaPCR
fue del 100%; mientras que la sensibilidad del cultivo viral fue
de un 93,3%y laespecificidad del 100%. A partir delos 2 me-
ses de edad |a concordancia de | as dos técnicas fue del 100% en
cuanto a sensibilidad y especificidad. Enrelacion alaPCR y
€l co-cultivo viral con €l ensayo de antigeno p24, éste tuvo una
sensibilidad del 53,3% y una especificidad del 100%.

Discusion

Nuestro estudio indica en lainfeccion VIH-1 perinatal que
latécnicade PCR tiene unaatasensibilidad y especificidad. Los
resultados demuestran una concordancia en cuanto a sensibili-
dad entre laPCR y el co-cultivo viral de un 93,3% en el pri-
mer estudio redlizado en nifios menores de 15 mesesy en los se-
guimientos posteriores de un 100%. Como era de esperar, € en-
sayo parala deteccion de antigeno p24 en el suero y/o plasma
de los nifios fue menos sensible que laPCR y € co-cultivo vi-
ral, aunque también con un 100% de especificidad.

El co-cultivo viral fue negativo en un nifio menor de un mes
de edad, mientras que la PCR dio positiva paratres regiones di-
ferentes del genomaviral. Las posibles causas de la discordan-
cia pueden ser que las células del donante no estuvieran esti-
muladas o que la carga proviral circulante fueramuy baja para
ser detectada por co-cultivo viral pero suficiente para poder
ser amplificaday dar un resultado positivo por PCR®3),

En este estudio, el resultado de la PCR se obtiene dentro
de los tres dias de recepcion de la muestra. Por €l contrario, el
co-cultivo para el aislamiento de virus necesito de 28 a 45 dias
paradar un resultado definitivo.

La doble PCR debido a su ata sensibilidad y especificidad
permite la visualizacion directa del producto amplificado me-
diante una electroforesis en gel de agarosa, evitando asi lane-
cesidad de utilizar sondas radiactivas parala deteccion del pro-
ducto amplificaco®,

Un problema potencia de |la alta sensibilidad de la PCR es
la posible contaminacién de las muestras o reactivos con pro-
ductos amplificados o con muestras positivas. Estos resultados
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de falsos positivos se pueden evitar con normativas de labora-
torio estrictas, como cabinas de flujo laminar de uso exclusivo
paralarealizacion de la PCR, el uso de pipetas de desplaza
miento positivo y mediante protocolos simples de preparacion
de lamuestra, amplificacion de ADN y deteccidn del producto
amplificado. Esimprescindible tener separadala zona de mani-
pulacién de los distintos reactivos de aquella donde se mangja
el ADN amplificado(4.

El riesgo de fal sos negativos se minimiza utilizando varios
pares de oligonucledtidos de diferentes regiones del genomavi-
ral. Esto aumenta, asimismo, lasensibilidad de latécnicaen las
muestras de pacientes entre 0 y 3 meses. Para dar un resultado
de PCR positiva se requieren al menos laamplificacion de dos
grupos de oligonucleétidos correspondientes a dos regiones
diferentes del genomaviral. El caso de los cinco nifios con dos
regiones de PCR positivas 0 que daban una de |as regiones ne-
gativas se puede explicar, 0 por un nimero muy bajo de copias
proviral enlas PBMC, o por unadiferencia en dicharegion del
virus VIH presentes en estos nifios, dando como resultado una
disminucion de la sensibilidad para estaregion del genoma por
€l par de oligonucledtidos utilizados. El ADN de VIH-1 seiden-
tifico en todas las muestras de nifios seropositivos, que poste-
riormente desarrollaron alguna sintomatologiaclinicaalo largo
del estudio, mientras que ningtin control negativo tuvo resulta-
dos de ADN VIH positivos.

De especial importancia es el hecho de que todos los ni-
fios que posteriormente se hicieron seronegativos tuvieron PCR
negativa. Esto estd en contraposicion con una serie de estudios,
donde una alta proporcion de nifios sin serologia de infeccion
por VIH-1 tuvieron PCR positivai’319). Nuestros resultados es-
tan en concordancia con los obtenidos en estudios posteriores
gue han demostrado una buena correlacion entre los resultados
obtenidos por PCR y otros signos y sintomas de la transmi-
sién perinatal de lainfeccidn por VIH®1619)  Estas discrepan-
cias pueden ser debidas alas diferentes poblaciones estudiadas,
alos distintos métodos de PCR utilizados o alas condiciones
en las cuales se redlizaron 1o0s estudios®®. Nosotros no hemos
obtenido falsos negativos por PCR. Ladoble PCR utilizada
en nuestro estudio, lacual es altamente sensible, detecté co-
rrectamente todos | os nifios que tuvieron algiin signo o sintoma
deinfeccidn por VIH.

Los co-cultivos de virus, a pesar de que tienen similar sen-
sibilidad y especificidad que laPCR, tienen ladesventajade que
se necesita un minimo de 28 dias para poder dar un diagnésti-
€0, aunque por otra parte, permiten posteriores estudios fenoti-
picos del aislado viral. Pero es necesario destacar que es muy
importante la identificacion precoz de lainfeccion por VIH en
la poblacion neonatal para lainstauracion répida de terapias pre-
ventivas de |as infecciones oportunistas, de tratamientos anti-
rretrovirales y clave parala posible adopcion de alguno de es-
tos nifios, por lo cual se necesita un ensayo o una combinacion
de ensayos Optimos para la confirmacion de VIH en neonatos.
El ensayo 0 ensayos arealizar deben ser répidosy se debe ne-
cesitar muy poca muestra de sangre.
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El ensayo de deteccion de antigeno p24 en suero y/o plas-
ma, aungue es un método simple, rdpido y tiene una especifici-
dad del 100%, no es un método que se pueda utilizar con sufi-
ciente sensibilidad como indice de infeccion y su utilidad es|i-
mitada en nifios menores de 15 meses de edad®2Y. Sin embar-
go, la presencia de antigeno p24 en un recién nacido es signo
inequivoco de infeccion; ya que nunca se ha encontrado antige-
nemia p24 positiva en recién nacidos no infectados, ni siquiera
en aguellos en los que su madre es positivaparael antigeno p24.

En conclusion, nuestro trabajo muestraque el VIH se pue-
de detectar rapidamente en un 100% de lisados obtenidos de
PBMC de nifios infectados, mayores de un mes, mediante la uti-
lizacién de unadoble PCR. Es necesario analizar un minimo de
tresregiones del genomaviral, y de estaforma, solamente se ne-
cesitariade uno atres dias paradar un diagnéstico definitivo de
lainfeccion por VIH.
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