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La deteccion

del VIH

SE

adapta a los
nuevos tiempos

Se investigan métodos mas rapidos,
coémodos vy accesibles que mantengan altos
niveles de sensibilidad y especificidad

MADRID MARIA SANCHEZ-MONGE
maria.sanchez@diariomedico.com

La oferta de pruebas de deteccion
del VIH se amplia. Por un lado, aca-
ba de hacer su aparicién en Es-
pafia el autotest; por otro, prosigue
la investigacién de mejores méto-
dos de laboratorio. Una buena
prueba de la intensa investigacion
que se estd desarrollando en este
terreno es un trabajo que se aca-
ba de publicar en Proceedings of
the National Academy of Sciences
(PNAS), dirigido por Carolyn Ber-
tozzi, de la Universidad de Stan-
ford (Estados Unidos). La mayo-
ria de los test se basan en la detec-
cién de anticuerpos en sangre. En
este caso, los investigadores se han
decantado por un método que rea-
liza esa busqueda enla saliva. Este
fluido se recoge de forma mas c6-
moda y segura, pero presenta el in-
conveniente de que la concentra-
cién de anticuerpos frente al VIH
es menor que en la sangre, lo que
hace que la sensibilidad de detec-
cién sea inferior en las

primeras semanas

tras la infeccién. ASi FUNCIONA

Con el fin de soslayar este pro-
blema, el equipo de Bertozzi ha de-
sarrollado una estrategia indirec-
ta: en vez de dirigirse a los anti-
cuerpos en si, el método se cen-
tra en lo que pueden hacer. Esto se
consigue con la tecnologia de De-
teccion de Anticuerpos por Agluti-
nacién-PCR (ADAP).

De forma simplificada, el sis-
tema aprovecha un rasgo clave
de los anticuerpos: que tienen dos
brazos, cada uno de los cuales se
agarra facilmente a virus como
el VIH. Los investigadores unieron
antigenos de VIH a una y otra mi-
tad de un fragmento de ADN. A
continuacion, afiadieron estos an-
tigenos modificados a una mues-
tra de saliva.

De esa manera, si esa muestra
contenia anticuerpos de VIH, sus
dos brazos se agarrarian a los an-
tigenos conjugados con ADN,
uniendo las dos mitades de ADN
en una hebra continua. Una vez
que el ADN alcanza esa longitud
total, resulta sencillo detectarlo
usando técnicas estandar de labo-
ratorio.

Dos investigadores de la Universidad de Stanford ponen a punto una de las primeras versiones del nuevo test.

Este método, que aun debe per-
feccionarse, diagnosticé correcta-
mente a 22 personas que habian
dado positivo con otros métodos
de deteccion. Por otro lado, el test
no arrojoé ningun falso positivo
en otros 22 participantes que eran
seronegativos.

PERIODO VENTANA

“Creemos que podemos captar
seflales de infeccidn a partir de
fluido oral en torno a 30 dias tras
la infeccion”, ha explicado Ber-
tozzi a DM. “En comparacion, los
test orales actualmente disponi-
bles captan sefiales a partir de los
40 dias y los test de sangre en tor-
no alos 15 dias”. La investigadora
confia en poder mejorar su tec-
nologia para aproximarse a ese
periodo minimo que en la actuali-
dad se sitiia en dos semanas.

Dado que este test requiere “la
amplificacién de una secuencia

distintiva de ADN mediante PCR,
de momento esta tecnologia no
puede aplicarse a la autodetec-
cién”, aclara la investigadora. “Es
un test que tiene que realizarse en
un laboratorio”.

Cada modalidad cubre una ne-
cesidad diferente. Tal y como co-
menta Javier de la Torre, porta-
voz de la Junta Directiva del Gru-
po de Estudio del Sida (Gesida),
“muchas personas prefieren ha-
cerse la prueba tranquilamente en
su domicilio sin involucrar a na-
die mas”. La principal razén es
“el estigma que todavia se asocia
al VIH". El experto recalca que “un
negativo no significa que no se
tenga VIH. Hay un periodo venta-
na de tres meses”.

Miguel Angel Benitez, presiden-
te del Grupo de Trabajo de Micro-
biologia de la Sociedad de Medici-
na de Laboratorio y director técni-
co del Consorcio del Laboratorio

Intercomarcal del Alto Penedés,
Anoya y Garraf (Barcelona), co-
menta que con los sistemas de la-
boratorio ese plazo se puede redu-
cir hasta 2-8 semanas. “En casi el
100 por cien de los laboratorios
clinicos empleamos métodos de
cuarta generacion”, precisa. En
ellos se mezcla la deteccion de an-
ticuerpos frente aVIH 1 y 2 con
la deteccion del antigeno p24, “que
aparece antes que los anticuerpos,
con lo que se puede reducir el pe-
riodo ventana”.

Generalmente, la tecnologia que
se emplea en esos test de cuarta
generacion es la quimioluminis-
cencia, que es un sistema basado
en la transmision de luz que se usa
para detectar anticuerpos y hor-
monas.

Hoy por hoy, la deteccién direc-
ta del virus queda reservada para
casos muy excepcionales en los
que no se pueda esperar.

EL METODO DE
DETECCION
EN SALIVA
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DeteCCIOn por ADAP El sistema se basa en la seleccion de protec-

cién de proteinas inmunogénicas (A), como p24 -en azul- y gp160, que se escinde en
gp41 -en marrén- y gpl2 -en verde-. Las proteinas recombinantes virales (B) se acti-
van con el empleo de maleimidas en los residuos de lisina a través del agente sulfo-
SMCC. El ADN funcionalizado con grupos tiol se liga de forma covalente a esas ma-
leimidas mediante reaccién de Michael para formar conjugados de proteinas y ADN.
Con la incubacién con muestras que contienen anticuerpos (C), los anticuerpos y los
conjugados forman complejos inmunes, lo que permite que el ADN que esté proximo
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se ligue en un amplicon de longitud completa gracias a la adicién de un puente uni-
versal de oligonucledtidos y una ligasa de ADN. Cada amplicén presenta primers que
constituyen sitios de unién inicos para la amplificacién independiente y la cuantifi-
cacion mediante qPCR en tiempo real. Los conjugados de ADN por si solos, sin liga-
do, presentan solo un primer de unién y son, por lo tanto, incompetentes para PCR.
Solo el ligado con éxito en amplicones de longitud completa permite la amplificaciéon
exponencial por PCR. Este mecanismo de ‘encendido’ hace que el sistema ADAP al-
cance la sensibilidad analitica de la PCR preservando su especificidad como prueba.




