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RESUMEN

Introduccion: La inclusion en las pruebas de deteccion del VIH de la capacidad de determinar
clantigeno p24 ha potenciado su capacidad diagnéstica para infecciones recientes. Objetivos:
Evaluar el antigeno p24 como predictor de infeccion reciente por VIH en pacientes con prueba
confirmatoria negativa. Método: Estudio descriptivo de seroconversién en 245 muestras de
personas desde los 14 afos de edad con resultado confirmatorio negativo para el VIH, en mues-
tras de las serotecas de los laboratorios de Salud Piblica Distrital y el Centralizado de VIH en
la ciudad de Bogotd, Colombia. Se encontraron en 12 de ellas y se estudié la seroconversion
en 6. Resultados: Se confirmé seroconversién en el 60% de pacientes positivos para prucba
presuntiva de p24 y en ¢l 75% de los positivos para confirmatoria del mismo antigeno. Con-
clusiones: Estos resultados sugieren la necesidad de realizar prucbas diagnésticas adicionales
a todos los casos con resultado reactivo en prucba presuntiva y negativo para confirmatoria,
en los que la reactividad de la primera pueda estar determinada por la presencia del antigeno
p24 en la muestra, a fin de establecer una posible infeccién reciente por este virus.
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PROBABILITY OF RECENT HIV INFECTION IN PATIENTS WITH PRESENCE
OF P24 ANTIGEN AND NEGATIVE CONFIRMATION TEST

ABSTRACT

Background: The inclusion of the capacity to generate p24 antigen in presumptive tests to
detect the Human Immunodeficiency Virus (HIV) have enhanced its diagnosing potential in
recent infection cases. The absence of this condition in confirmatory tests creates a risk of
false negatives. Aims: To assess p24 antigen as a predictor of recent HIV infection in patients
with negative confirmation test. Methods and design: Descriptive study of seroconversion of
patients with confirmed negative test for HIV. Scenario: A study based on samples taken from

1

2

Bacteriéloga del Laboratorio Distrital de Salud Piblica de Bogotd. Epidemicloga de la Universidad El Bosque,
Bogotd, Colombia.

Médico de la Direccion de Aseguramiento en Salud de la Secretaria Distrital de Salud de Bogotd, con Especializa-
cion en Gerencia en Servicios de Salud de la Universidad Jorge Tadeo Lozano, Bogota, Colombia. Epidemiologo
de la Universidad El Bosque, Bogota, Colombia.

Revista de Investigaciones en Seguridad Social y Salud, Nim. 11 (enero-diciembre), 2009 11



12

Lilidn Maritza Nufez-Forero, Alvaro Javier Giron-Cepeda

the serum banks of the District Public Health Lab and Centralized HIV Lab in Bogotd, D.C.,
Colombia. Participants: p24 antigen was sought in 245 samples of people aged 14 or older,
cither reactive for presumptive tests or negative for confirmatory tests. The antigen was found
in 12 of them and seroconversion took place in 6 of them. Interventions: 253 blood samples,
either reactive for presumptive tests or negative for confirmatory tests were obtained out of
393,247 samples taken between January 2006 and November 2007. Finally, seroconversion was
studied in patients with reactive test for p24 antigen. Outcome measurement: Seroconversion
took place in patients with reactive tests for p24 antigen test for presumptive test and negative
confirmatory test. Results: Seroconversion was confirmed in 60% of the patients tested positive
for presumptive p24 antigen and in 75% of the patients tested positive for confirmatory test
of the same antigen. Conclusions: These results suggest the need to carry out additional diag-
nostic tests to all cases with reactive results in presumptive testing and negative confirmatory
testing in which the reactivity of the presumptive testing can be determined by the presence
of p24 antigen in the sample, in order to establish a possible recent infection by this virus.

Keywords: Recent infection, p24 antigen, immunological window, seroconversion, HIV.

Introduccion

Desde su introduccién en 1985, la confiabilidad
de las prucbas diagndsticas para la deteccion del
virus de inmunodeficiencia humana (VIH) ha
mejorado ostensiblemente. El tiempo de venta-
na inmunolégica, es decir, aquel que transcurre
entre la entrada del virus al organismo vy el
momento en que los anticuerpos producidos
por este ultimo contra el primero alcanzan el
umbral de deteccion de las pruebas diagnésticas
serologicas especificas ha venido disminuyendo
sustancialmente (1,2).

Laincorporacion alas pruebas de tamizaje para
VIH de la capacidad de detectar la proteina p24
del core viral, antigeno que aparece en los prime-
ros 10 a 20 dias de evolucién de la infeccién
(3), ha abierto la posibilidad de detectar perso-
nas en fase de infeccién reciente, cuando los
valores de sus anticuerpos no alcanzan atn el
umbral de deteccion de las pruebas diagnésticas
presuntivas y confirmatorias, ni sus manifes-
taciones clinicas son suficientes ni especificas
como para generar la sospecha clinica de que
se encuentran infectados (3).

Estas pruebas, llamadas de cuarta generacion,
reaccionan ante la existencia de anticuerpos
contra el VIH o la presencia del antigeno p24.
Su reactividad debe ser confirmada por medio
de otra prueba mds especifica (4). Actualmente,

la confirmacién diagnéstica por laboratorio se
hace con pruebas Western Blot o IFI, las cuales
tienen altisima capacidad para detectar a las per-
sonas no infectadas (especificidad), conservando
una alta capacidad para detectar a las infectadas
(sensibilidad) (5).

Las pruebas confirmatorias presentan como
limitacion el hecho de que ratifican solamente la
presencia de los anticuerpos especificos contra
el VIH detectados con la prueba presuntiva,
mas no la del antigeno, por lo que las muestras
reactivas por antigeno, pero confirmadas como
negativas por las técnicas nombradas mantendrin
la duda sobre la condicién de no infectado del
paciente del cual proviene la muestra.

La situacion descrita no ha recibido la aten-
c16n debida desde la legislacion colombiana, lo
que puede ser resultado del rezago del desarro-
llo normativo del pais con relacién al desarrollo
técnico, el que ha marchado a pasos mucho mds
agigantados que el primero.

Se ve entonces que existen avances técnicos
que permitirian o facilitarian un diagnéstico mas
temprano de la infeccién por VIH; pero que su
uso no es considerado vilido para hacer parte
de las guias de diagnéstico, ni sus resultados son
tomados en cuenta. Esto podria estar determi-
nado principalmente por la falta de suficientes
hallazgos sobre su valor diagnéstico.

Revista de Investigaciones en Seguridad Social y Salud, Nim. 11 (enero-diciembre), 2009



Probabilidad de infeccion reciente por VIH en pacientes con presencia de antigeno p24 y prueba confirmatoria negativa 13

De esta manera, los pacientes recientemen-
te infectados —asumidos como negativos para
infeccion por VIH por prueba confirmatoria,
a quienes no se les realizan estudios exhausti-
vos para demostrar tal condiciéon— presentan
riesgos de propagaciéon no premeditada de la
infeccién y desarrollo no controlado, con el
consecuente impacto personal, familiar y social,
que podria verse minimizado ante la posibilidad
de un oportuno diagnéstico.

Desde la aparicién de la infeccién por VIH
—una de las enfermedades de mayor interés
en salud publica—, se ha visto un indeclinable
ascenso de su prevalencia y de su diseminacién
entre diferentes grupos poblacionales, pese al evi-
dente subregistro, por lo que se considera ne-
cesario y ético determinar con mayor precisién
st un resultado reactivo para antigeno p24 en la
prueba presuntiva de cuarta generacién si co-
rresponde a una verdadera infeccién por VIH.

Las caracteristicas de las pruebas diagnésticas
han determinado en gran parte la posibilidad de
detectar tempranamente el virus en el organis-
mo. Con el tiempo han ido surgiendo nuevas
pruebas encaminadas a disminuir el periodo
de ventana inmunoldgica, durante el cual las
concentraciones de anticuerpos utilizados como
marcadores de la infeccién no alcanzan el um-
bral de deteccion de las pruebas diagnésticas basa-
das en la determinacién de anticuerpos y arrojan
resultados negativos en personas infectadas (2).

Esta caracteristica genera un alto riesgo para
los individuos con infeccién reciente que se asu-
men no infectados, dado que pueden presentar
conductas que implican riesgo de transmisién
de la infeccién, retardo en el inicio oportuno de
un adecuado tratamiento, propagacién de la
infeccidn, entre otras, con un acrecentamiento
desmesurado del costo econémico y social de
la atencion relacionada con el caso no diagnos-
ticado o tardiamente diagnosticado y de sus
consecuencias (6).

La inclusion en las pruebas de tamizaje
(basadas en la deteccidn de anticuerpos) de la
posibilidad de detectar antigeno p24 (producto

viral codificado por el gen gag) potencié su
capacidad diagnéstica del VIH, si se tiene en
cuenta que este antigeno es una de las primeras
moléculas virales codificadas y detectables en
la circulacién de individuos infectados. Este
antigeno estd presente transitoriamente durante
el inicio de la infeccién por VIH y reaparece
posteriormente en su fase tardia sintomatica
(7,8). Su presencia debe ser ratificada mediante
una prueba confirmatoria para p24.

Una reciente modificacién de algunas prue-
bas de tamizaje ha permitido diferenciar si la
positividad generada es por la presencia de
anticuerpos o exclusivamente de antigeno p24.
Pese a esto, actualmente no hay un protocolo
claro que muestre la conducta a seguir frente a
un resultado positivo por p24 en la prueba de
tamizaje. En el momento, las unicas técnicas
aceptadas por normatividad para confirma-
c16n de diagnostico estan basadas en la deteccion
de anticuerpos; por lo cual, ante un resultado
negativo por prueba confirmatoria, persiste la
duda frente a la condicién real de presencia o
ausencia de infeccion en el paciente.

En el Distrito Capital de Bogotd se vienen
desarrollando las estrategias de centraliza-
ci6n del diagnéstico y seguimiento por laborato-
rio de la infeccion por VIH vy la de reduccién de
la transmision del VIH de madre a hijo. Para
esta ultima en particular, la certeza sobre la
ausencia de infeccion en la gestante es de vital
importancia para alcanzar la meta de reducir con
tendenciaa cero la transmisién vertical del virus, al
abordar a las embarazadas que fueron confirmadas
como negativas para VIH, pero que habiendo sido
sus muestras reactivas para p24, podrian estar en
la fase inicial de la infeccion.

Dada laimportancia que tiene para las perso-
nas que acceden a la prueba diagnéstica y para
la caracterizacion y el control de la epidemia el
saber con certeza y de forma oportunala condicién
verdadera ante la infeccion por VIH, es necesaria
una bisqueda mds exhaustiva de las personas
infectadas.
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Este estudio pretende evaluar la importancia
del seguimiento a pacientes negativos para VIH
por Western Blot, con previa prueba presun-
tiva de cuarta generacion reactiva por p24, en
desarrollo de una busqueda mds exhaustiva de
la infeccion; servir de prueba piloto para un
estudio a largo plazo sobre el valor diagnéstico
de la prueba confirmatoria para antigeno p24 del
VIH en infeccién reciente, y, de acuerdo con los
resultados, recomendar la respectiva modifica-
c16n del actual protocolo diagnéstico utilizado
en el Distrito Capital de Bogotd, Colombia.

Materiales y métodos

Diseno

Estudio descriptivo de seroconversion de pa-
cientes a quienes no se les comprobé infeccién
por VIH mediante prucba confirmatoria, aun-

que les habia detectado antigeno p24 por prueba
presuntiva.

Poblacion de estudio y escenario

De 393.247 muestras tomadas entre enero del
2006 y noviembre del 2007, conservadas en las
serotecas del Laboratorio Centralizado de VIH
(LCVIH) y del Laboratorio Distrital de Salud
Publica de Bogotd (LSP), se seleccioné como
poblacion de estudio alas 12 que correspondian
a individuos, hombres y mujeres desde los 14
anos de edad, a quienes no se les comprobé
infeccion por VIH mediante prueba confirma-
toria, pero se les habia detectado antigeno p24
por prueba presuntiva.

Intervenciones

En 245 muestras reactivas por prueba presun-
tiva para VIH y negativas por confirmatoria se
buscé el antigeno p24 con la prueba de tamizaje
(presuntiva) de cuarta generacién HIV DUO
Ultra (HIV5), con capacidad para diferenciar
reactividad por antigeno o anticuerpo, de la casa
comercial Biomerieux. De estas muestras, 12
reaccionaron por antigeno p24 y a seis de ellas
se les realizé prueba confirmatoria para p24,
HIV p24 11 Confirmation. La seroconversién,
como desenlace esperado, se constaté mediante

la confirmacion de anticuerpos contra las pro-
teinas virales o de la deteccion directa del virus.

Principales variables (por categoria)
y su medicion
Se midieron las siguientes variables cualitativas
binomiales:
* Reactividad por prueba presuntiva y con-
firmada negativa para VIH.
® Presuncién de antigeno p24 del VIH en
muestras confirmadas como negativas para
el virus.
* Confirmacién de antigeno p24 del VIH en
muestras presuntamente reactivas para p24
y confirmadas como negativas para el virus.
* Seroconversion (si/no) en pacientes pre-
suntamente reactivos para p24 y confir-
mados como negativos para VIH.
* Seroconversion (si/no) en pacientes con-
firmados reactivos para p24 y confirmados
como negativos para VIH.

Andlisis estadistico

En una primera fase se obtuvieron y se tabularon
en Excel version 2007, las frecuencias simples
de las variables de interés. En una segunda fase
se describieron los resultados en proporciones
y razones, y se resumieron en tablas.

Resultados

La exploracién de las bases de datos consulta-
das entre enero del 2006 y noviembre del 2007
arroj6 un total de 393.247 muestras tamizadas
para VIH. Del total de muestras tamizadas para
VIH en el periodo analizado, se encontraron
253 reactivas por prueba presuntiva y negativas
por confirmatoria, es decir una por cada 1.554
tamizadas.

De las 253 muestras negativas, 245 fueron
procesadas por prueba presuntiva de p24 para
detfinir su reactividad al antigeno. Ocho se
descartaron por volumen insuficiente para su pro-
cesamiento. De las 245 procesadas, 12 (4,9%)
fueron presuntamente reactivas para p24 y 233
(95,1%) negativas (tablas 1 y 2).
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En cinco de los seis pacientes con presunta
reactividad para antigeno p24 se logré establecer
su condicion ante la infeccion. De ellos, el 60%
(tres) seroconvirtié y al 40% se le descarté la
infeccion por VIH. El sexto paciente no pudo
ser contactado y quedé pendiente verificar su
estado serolégico (Tabla 3).

De las 12 muestras con resultado presuntivo
reactivo para antigeno p24, seis se procesaron
para su confirmacién, lo que ratificé su presen-
cia en cuatro de ellas (66,7%). A las seis mues-
tras restantes no se les realizé la confirmaciéon
del antigeno por volumen insuficiente (Tabla 2).

Tabla 1
Reactividad por prueba presuntiva para antigeno p24

Tamizadas en LCVIH y LSP entre enero de 2006 y noviembre de 2007 393.247
Reactivas por presuntiva para VIH y negativas por confirmatoria 253
Razdn presuntivas reactivas confirmadas negativas/tamizadas 1:1.554
Procesadas por presuntiva para antigeno p24 245
Reactivas por presuntiva para antigeno p24 12
Proporcion reactivas por presuntiva para p24 en las procesadas (X 100) 4.90

Tabla 2

Reactividad por prueba confirmatoria para antigeno p24

Reactivas por presuntiva para antigeno p24 12
Procesadas por confirmatoria para antigeno p24 6
Reactivas por confirmatoria para antigeno p24 4
Proporcion reactivas por confirmatoria para p24 en las procesadas (X 100) 66,7

Tabla 3

Seguimiento de seroconversidn en pacientes con prueba presuntiva reactiva
para antigeno p24

Pacientes con

Seroconversion

verificacion de si Proporcidn de No Proporcidn de no
seroconversion seroconversion (X 100) seroconversion (X 100)
5 3 60 2 40

De los cuatro pacientes a los que se les confirmé la presencia del antigeno p24, tres (75%) se-
roconvirtieron (Tabla 4). Ademds, en la Tabla 5 se registran los resultados de muestras recibidas

por tipo de prueba.

Tabla 4

Seguimiento de seroconversion en pacientes con prueba confirmatoria reactiva

para antigeno p24

Pacientes con

Seroconversion

verificacion de si Proporcion de No Proporcion de no
seroconversion seroconversidon (X 100) seroconversion (X 100)
4 3 75 1 25
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Tabla 5
Resultados de muestras recibidas por tipo de prueba
(presuntiva y confirmatoria para antigeno p24)
Resultadra prueba .Resultado Resultado prueba | Resultado prueba Resultado de
ID muestra presuntiva para prlme:lra prue.ba presuntiva para confirmatoria seroconversion
VIH sobre punto confirmataria 24 N (por confirmatoria)
de corte para VIH P parap P
13160 2,03/0,25 Negativo Positivo Positivo Positivo
137 2,95/0,90 Negativo Positivo Positivo Positivo
222 0,94/0,90 Negativo Positivo Positivo Positivo
13909 1,95/0,25 Negativo Positivo Positivo Negativo
218 5,06/0,90 Negativo Positivo Negativo Negativo
30736 3,18/0,25 Negativo Positivo Negativo Pendiente

En todo el proceso hubo 14 muestras que no pudieron procesarse por volumen insuficiente.
En la Figura 1 se presenta un algoritmo de todos estos resultados.

Discusion

La mayoriade pacientes diagnosticados por prue-
bas de laboratorio como infectados con VIH son
captados en fases en las cuales ya son detectables
los anticuerpos contra este virus. Esto supone,
de acuerdo con la evolucién que han tenido las

Figura 1
Algoritmo de resultados
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Todo esto podria representar una alarmante
situacion de infecciones recientes por VIH
en la poblacion, que pueden pasar ficilmente
inadvertidas, aun con pruebas de laboratorio
presuntamente positivas (10), por no poseer
cantidades detectables de anticuerpos contra el
virus para su confirmacion.

La frecuencia de resultados presuntamen-
te reactivos para p24 en el total de muestras
procesadas fue del 4,9%. Kenny y cols. (13)
realizaron un estudio en el que encontraron
antigeno p24 en el suero del 70% de pacientes
considay en el 4% de individuos seropositivos
asintomaticos. Este hallazgo podria explicarse
por diferentes causas, entre las cuales estd el re-
ducido tiempo durante el que es posible detectar
el antigeno p24, sobre todo por la formacién
de inmunocomplejos durante la respuesta del
organismo invadido. Principalmente por esta
razon este marcador, presente en las actuales
prucbas de tamizaje de cuarta generacién y
que podria revelar la existencia de pacientes en
ventana inmunoldgica, no siempre se detecta en
poblacién recientemente infectada por el VIH,
por lo que la mayoria de estudios reportan una
leve sensibilidad de estas pruebas para detectar
ese antigeno (14).

No obstante lo anterior, se considera de vital
importancia evaluar una posible infeccién re-
ciente de VIH en pacientes con prueba presun-
tiva reactiva y confirmatoria negativa, teniendo
en cuenta que en este grupo se podrian estar
informando resultados falsos negativos, con las
graves consecuencias que esto puede acarrear
en términos de inicio tardio de tratamiento,
retardo en la prevencion de la propagacion de la
infeccidn, costos exagerados a los sistemas de
salud v a la sociedad misma (6,14,15).

El estudio mostré que en aquellas personas
a quienes se les descarté infeccion por VIH se
alcanz6 una seroconversion del 60%, en quie-
nes existia una presuncién de antigeno p24; en
las que éste se confirmé, fue del 75%, lo que
podria hacer presumir en ellas una condicién
de posible infeccién reciente que estaria en las

mismas proporciones, de acuerdo con los datos
preliminares de seroconversion observada. En
un estudio descriptivo de caso se comprobd se-
roconversién en una paciente expuesta al VIH,
con resultado negativo en la prueba presuntiva
de tercera y reactivo en cuarta generacion, lo
que podria estar determinado por la capacidad
de estas dltimas de detectar el antigeno p24 (12).

Por lo tanto, se debe determinar en los pa-
cientes que presentan tales resultados si estan
en fase de ventana inmunolégica, es decir, de
posible infeccién reciente, realizando pruebas
de laboratorio adicionales, lo que es concordante
con la conclusién obtenida en un estudio en
el que se comparé la sensibilidad de pruebas
tamiz de tercera y cuarta generaciones, contra
una confirmatoria para p24, durante la fase de
ventana inmunoldgica (15).

En nuestro estudio, dada la baja frecuencia
del evento y las pérdidas presentadas durante
la investigacion —estas tltimas debidas al volu-
men nsuficiente de las muestras para su proce-
samiento—, es necesario prolongar el plazo de
realizacion de la investigacion, asumiendo lo
hecho como un piloto, a fin de reunir la informa-
c16n necesaria y llegar a establecer con un mayor
grado de certeza el valor diagnéstico de la prueba
de antigeno p24 como marcador que confirme o
excluya una posible infeccion reciente.

No obstante las pérdidas, si supusiéramos el
escenario extremo en el que las muestras perdidas
hubieran sido confirmadas como no reactivas
para p24 y ninguna hubiera seroconvertido,
se habrian obtenido entonces tres serocon-
versiones de 20 muestras que hubieran sido
procesadas y la frecuencia de seroconversion
hubiera sido del 15%. No obstante, dado que
las muestras perdidas fueron resultado del azar,
podriamos esperar en ellas unos resultados si-
milares al presentado en las procesadas.

Conclusiones y recomendaciones

De cualquier manera, los hallazgos actuales, no
obstante ser preliminares, pueden orientar hacia
las siguientes conclusiones:
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Las pruebas presuntivas de cuarta genera-
c10n, por su capacidad de detectar antigeno
p24, pudieran ser un buen identificador de
personas en ventana inmunolégica de in-
feccion por VIH, por lo que la tamizacién
debiera hacerse con este tipo de prueba.
En pacientes con resultado reactivo por
prueba presuntiva de cuarta generacion, pero
negativo por confirmatoria, se deberfa veri-
ficar la reactividad por antigeno p24. Si éste
tltimo fuera positivo, entonces garantizar
el seguimiento o la realizacién de pruebas
diagnésticas complementarias.

Debe estudiarse la costoefectividad de modi-
ficar los protocolos diagnésticos para VIH
por laboratorio y darle valor al antigeno p24
como predictor de posible infeccién reciente
por VIH, en pacientes a los que se les ha
descartado infeccion por VIH.

En pacientes a quienes se les descarté in-
feccion por VIH, aun cuando existia una
presuncion de antigeno p24, se alcanzé
una seroconversion del 60%. En las que éste
se confirmé, fue del 75%.

Dada la evidentemente escasa deteccion
de infeccién reciente por VIH, que podria
pensarse responde mds a una situacién
fortuita que a una busqueda intencionada
del diagnéstico, tanto por los pacientes
como por el personal de salud, se sugiere la
induccion tanto a la poblacién como al per-
sonal asistencial hacia la demanda y oferta
de servicios de salud, segtin el caso, para su
oportuno diagndstico.
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