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Falso negativo en el diagnostico de VIH-1

P. Diaz Pernas?, S. Riesco Riesco?, B. Larra Martinez?,
M.A. Mufioz-FernindezP, S. Garcia-Bujalance® y M?1. de José Gémez?

aServicio de Enfermedades Infecciosas. Hospital Universitario La Paz.
bServicio de Inmunologia. Hospital General Universitario Gregorio Marafion. Madrid. Espafa.

Se presenta un caso de falso negativo en el diagnéstico
de infeccion por virus de la inmunodeficiencia humana
tipo 1 (VIH-1) en una nifia de origen africano. Las pruebas
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de ADN pro-
viral realizadas a los 2 y 4 meses de vida fueron negativas.
A los 18 meses, por persistencia de los anticuerpos anti-
VIH-1, se realizé una PCR de ARN que resultd positiva, con-
firmandose la infeccion por VIH-1, subtipo no B, forma re-
combinante A-G. La prevalencia de los subtipos no B esta
en aumento en nuestro medio en relacion con el fenéme-
no de la inmigracion, ya que un tercio de los extranjeros
infectados lo estan por subtipos no B y asciende al 70 %
de los pacientes africanos. En estos subtipos son mas fre-
cuentes los resultados falsos negativos y las discrepancias
entre la carga viral y el recuento de linfocitos CD4. Los
subtipos no B muestran una mayor tasa de resistencias a
los inhibidores de la proteasa, lo que puede tener implica-
ciones terapéuticas.
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FALSE NEGATIVE DIAGNOSIS OF HIV-1

We report a case of a false negative diagnosis of HIV-1 in-
fection in an African girl. Two HIV-1 DNA polymerase
chain reaction (PCR) tests were negative at the second and
fourth months of life. Because anti-HIV antibodies persist-
ed when the patient was 18 months old, the HIV-1 RNA
PCR test was performed with a positive result, confirming
HIV-1 non-B subtype, recombinant A-G. The prevalence of
non-B HIV-1 subtypes are increasing in Spain, which could
be related to the phenomenon of immigration. Approxi-
mately one-third of HIV-infected foreigners have non-B
subtypes and the percentage increases to 70 % of the
African population in Spain. In non-B HIV-1 subtypes,
false negative results and inconsistencies between viral
load and CD4 count are more frequent. These subtypes
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also show a higher rate of resistance to protease inhibi-
tors, which can have therapeutic implications.
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INTRODUCCION

La deteccion precoz de la infeccién por virus de la inmu-
nodeficiencia humana (VIH) en nifios es crucial para esta-
blecer un correcto seguimiento y tratamiento del paciente,
as{ como para mejorar su pronéstico, evitando las infeccio-
nes oportunistas, la diseminacién neurologica que produce
alteraciones irreversibles y el deterioro inmunolégico.

El diagnéstico de infeccién pedidtrica por VIH, de
acuerdo a los criterios del Center for Disease Control
and Prevention (CDC) de 19941, requiere, en los ninos
menores de 18 meses, 2 resultados positivos, en 2 mues-
tras de sangre diferentes separados una semana, de prue-
bas directas de virus, siendo la mas utilizada la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), ya sea de ARN o de
ADN proviral. Sin embargo, en nifios por encima de los
18 meses, el diagnostico se basa en la serologia, con la
deteccion de anticuerpos anti-VIH por la técnica de anali-
sis de inmunoabsorcién ligada a enzimas (ELISA) y con-
firmados por Western blot. Se descarta de forma razona-
ble la infeccién por VIH en el nifo cuando se obtienen
dos resultados negativos de PCR después del primer mes,
y al menos uno de ellos es posterior al cuarto mes de
vida?, comprobando posteriormente la serorreversion.

Se habla de exposicion perinatal al VIH en aquel nifio
menor de 18 meses seropositivo por ELISA y Western blot,
hijo de madre infectada y no habiendo existido riesgo de
otra via de infeccion. La serorreversion se produce en el
nifio nacido de madre VIH positiva que presenta dos o
mds pruebas de anticuerpos negativas entre los 6 'y 18 me-
ses; basta una prueba si el nifio es mayor de 18 meses.
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Presentamos un paciente en el que el diagnéstico de
infeccion por VIH-1 se realiz6 tardiamente por presentar
dos resultados negativos de ADN proviral a los 2 y a los
4 meses de vida.

PACIENTE

Nina nacida en 2002, tras embarazo no controlado, de
madre procedente de Camerin. Parto vaginal, a término.
Se desconoce el tiempo de amniorrexis. En la sangre de
cordén se detecté serologia positiva para VIH, por lo que
se inici6 profilaxis con zidovudina a las 48 h de vida de la
nifa, manteniéndose durante 6 semanas.

Por riesgo de infeccion, la paciente fue controlada a los
2,4, 6,12y 18 meses. Las PCR de ADN proviral (Versant
HIV-1 RNA 3.0 Assay Bayer) realizadas a los 2 y 4 meses
fueron negativas. Por esta razén se clasificé a la nina
como expuesta no infectada, segin los criterios del CDC!
comentados anteriormente.

A los 2 meses de vida la paciente presentaba en el es-
tudio inmunolégico una proporcién de linfocitos CD4 del
50% (4.200 cél./pD).

Los anticuerpos anti-VIH-1 continuaron siendo positi-
vos por encima de los 18 meses. Esto llevé a realizar una
nueva PCR, esta vez de ARN (Amplicor HIV-1 Monitor
Test 1.5 Roche), que resulté positiva, revelando una carga
viral de 243.000 copias/ml. El diagnéstico de infeccion
por VIH se realiz6 a los 21 meses de vida (tabla 1).

En los posteriores controles inmunolégicos la propor-
cién de linfocitos CD4 se encontraban alrededor del 17 %
(1.000-1.500 cél./wD, con una carga viral de 100.000 co-
pias/ml; por esta razon, a los 30 meses de vida de la nifia,

clinicamente asintomdtica, con situacion inmunologica
normal y carga viral indetectable, estando incluida en la
clase Al de la clasificacion del CDC para el VIH pedia-
tricol.

Se realiz6 estudio del subtipo viral, con el resultado de
VIH-1, grupo M, forma recombinante A-G.

DiscusiON

En el caso presentado, se utiliza inicialmente la PCR del
ADN proviral, que esta basada en el proceso de trans-
cripcién inversa en el que se sintetiza ADN proviral com-
plementario del ARN del VIH-1; este ADN se integra en el
cromosoma de la célula mediante la integrasa viral. El
ADN proviral persiste en las células mononucleares de
sangre periférica y en los ganglios linfiticos a pesar del
tratamiento antirretroviral3. Se trata de un método cualita-
tivo, utilizado para cribado y que en la actualidad no se
encuentra disponible.

La PCR de ARN es una técnica cuantitativa, que se de-
nomina carga viral. Existen en el mercado dos métodos
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se inicia tratamiento con triple terapia antirretroviral, con ° 2002 2004 2005

dos anilogos de los nucleésidos (zidovudina y lamivudi- Afio

na) y un inhibidor de la proteasa (lopinavir-ritonavir).

Tras 20 meses de seguimiento la paciente se encuentra

TABLA 1. Resultados analiticos

Recién nacido 2 meses 6 meses 12 meses 18 meses 21 meses 30 meses 36 meses

PCR-ARN NR NR NR NR 243.000,0 100.000 Indetectable
PCR-ADN N N N N N N Retirado
ELISA + + + + +
W-B + + + + +
Hb 11,3 13 13,3 13,6 129 13,3 13 13,2
Leucocitos 13.500 15.490 9.700 17.730 10.270 12.800 11.500 7.810
Linfocitos 8.400 11.340 6.560 13.330 7.000 8.660 8.960 6.540
CD4 (%) 50 17 23
Colesterol 122 109 115 145 176 188 256 252
TGC 96 92 86 103 138 93
GOT 103 70 67 77 38 88 46 33
GPT 184 80 57 165 28 81 19 17
GGT 117 43 78 27 33 27 30

NR: no realizado; N: resultado negativo; PCR: reaccion en cadena de la polimerasa; ELISA: analisis de inmunoabsorcion ligada a enzimas; W-B: Western blot;
Hb: hemoglobina; TGC: triglicéridos; GOT: transaminasa glutdmico oxalacética; GPT: transaminasa glutimico piravica; GGT: gammaglutamil transpeptidasa.
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para detectar el ARN del VIH-1. El aprobado por la Food
and Drug Administration (FDA), VIH, ARN, PCR (Ampli-
cor HIV-1 Monitor test 1.5) se basa en la RT-PCR, reali-
zando una transcripcién inversa del ARN del gen gag y
posteriormente la PCR. Y el denominado branched DNA
o ADND (Versant HIV-1 RNA 3.0 Assay Bayer) que reali-
za una hibridacion de 98 probes a diferentes regiones del
gen de la polimerasa y su posterior amplificacion. En un
estudio comparativo se demostré mayor sensibilidad del
ADND para detectar subtipos no B4,

El VIH es un virus de gran variabilidad genética. Exis-
ten 2 tipos: VIH-1 y VIH-2. El VIH-2 agrupa 5 subtipos
(A-E) y se encuentra principalmente en el oeste de Africa.
Es menos transmisible que el VIH-1 y raramente se con-
tagia por transmision vertical. Se asocia a una menor car-
ga viral medida por PCR-ARN, y a un descenso de los
linfocitos CD4 y una progresion clinica mas lentos. Es fre-
cuente que pacientes portadores del VIH-2 estén coin-
fectados con VIH-1. El VIH-2 no es sensible a los inhi-
bidores no nucleésidos de la transcriptasa inversa y
presenta mayores tasas de resistencias a los inhibidores
de la proteasa que el VIH-1. La confirmacién de la infec-
cién puede ser complicada ya que existen el 20-30% de
falsos negativos en la serologia por ELISA.

El VIH-1 engloba 3 grupos: M (major), O (outlier) y N
(non-M, non-0). El grupo M contiene 10 subtipos (A, B,
C, D, E, F G, H, Jy K) segln las secuencias de env, gag
y pol; y 4 formas recombinantes (CRFO1-AE, CRF02-AG,
CRF03-AB y CRF04-cpx)3©.

El subtipo B del VIH-1 predomina en los paises occi-
dentales (América del Norte, Europa), asi como en Orien-
te Medio, Este de Asia y Latinoamérica. El resto de subti-
pos se denominan como “no B” y son los responsables
de la epidemia de sida en los paises con recursos limita-
dos; en concreto, en el continente africano se encuen-
tran todos los subtipos no B, con una presencia minima
del subtipo B”.

En los ltimos afos la prevalencia de subtipos no B
estd en aumento en los paises occidentales, en clara rela-
cién con el fenémeno de la inmigracién. Un tercio de los
inmigrantes infectados lo estin por subtipos no B, y esta
proporcién asciende al 70% cuando se trata de personas
africanas®’. En nuestro medio se ha demostrado alta pre-
valencia de cepas de subtipos G, gran parte de las cuales
son formas recombinantes CRF02-AG, al igual que en el
€aso que presentamos®.

Los factores asociados a la infeccién por subtipos no B
son la transmision heterosexual, origen africano, regién
geogrifica donde se produce la infeccion y el ano del
diagnéstico, ya que el haber contraido la infeccion en los
dltimos anos aumenta la probabilidad de subtipo no B

En personas infectadas por estos subtipos se ha en-
contrado mayor frecuencia de pruebas diagndsticas con
resultados falsos negativos, asi como discrepancias de la
carga viral esperada en relacion con el recuento de linfo-
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citos CD4 o el estadio clinico. Es decir, en pacientes con
disminucién en el recuento de linfocitos CD4 o estadio
clinico avanzado se encuentran cargas virales inesperada-
mente bajas. Este fenémeno parece explicarse porque
las técnicas diagnosticas utilizadas en nuestro medio es-
tan disefiadas basindose en secuencias de subtipos B,
que no son lo suficientemente sensibles para detectar
otros subtipos diferentes®13,

En general, no hay evidencia de que los subtipos no B
se asocien con una peor respuesta virolégica al trata-
miento antirretroviral y responden a los analogos de los
nucledsidos de la transcriptasa inversa. Sin embargo,
muestran altas tasas de polimorfismo en el gen de la pro-
teasa, con sustituciones en posiciones asociadas con re-
sistencias a los inhibidores de la proteasa (IP). Una de
estas mutaciones es la M361, que estd presente en el 96%
de los subtipos no B, frente al 12% de los subtipos B.
Esto condiciona un aumento de resistencias a los IP7:14.15,
lo que debe ser valorado al iniciar el tratamiento antirre-
troviral.

De la experiencia de este caso podemos concluir que
es conveniente considerar la posibilidad de infeccién por
subtipos no B en pacientes africanos, ante discrepancias
entre carga viral y la situacion clinica o el recuento de lin-
focitos CD4 y, en nifios expuestos, con serologia de VIH
positiva mas alld de los 18 meses de vida. En todos estos
casos se recomienda el uso de técnicas diagnésticas sen-
sibles para detectar subtipos no By realizar estudios ge-
notipicos de resistencias del VIH, para elegir la pauta de
tratamiento antirretroviral mas adecuada.
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