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Introduccion:

La mejoria en el control de la infeccion y la eficacia de las terapias antirretrovirales (TAR) han cambiado
las expectativas de vida del paciente infectado por el VIH y ello ha conllevado un incremento del nimero
de parejas que desean tener descendencia. Asimismo, el TAR administrado a la embarazada y recién
nacido ha permitido reducir la tasa de transmision vertical (TV) del VIH hasta cifras inferiores al 1%. En
Espafia, la incidencia de nuevas infecciones por VIH en mujeres se estima en 20 casos por millén y afio.
La mayoria de ellas son mujeres jovenes e infectadas por transmision sexual, ya que las tasas de
infeccién debidas al consumo de drogas por via parenteral ha disminuido drésticamente y, con ello,
también la coinfeccion por hepatitis C. Sin embargo, en ocasiones, estos nifios son dados en adopcion
por diferentes motivos. Es importante determinar en estos casos si el nifio presenta o no infeccion por
VIH, pues esto puede determinar como se realice la adopcién y el tiempo en el que el nifio pueda ser
adoptado.

De la mano de la mejora en las técnicas diagnosticas, se puede determinar de forma mas precoz y con
mayor seguridad el estado de infeccién en el hijo de madre VIH, de manera que a los 5-6 meses se
puede tener bastante certeza en la mayoria de los casos de si el nifio esta infectado o no. Para justificar
este punto, a continuacién, se exponen los datos relativos al diagndstico en todo hijo de madre con
infeccién por VIH.

Esquema diagnéstico.

El diagnéstico de la infeccion VIH en los nifios >18 meses se realiza mediante serologia como en
el adulto. Sin embargo, en los nifios menores de esta edad se tiene que hacer un diagnéstico precoz
utilizando las pruebas virologicas que detecten directamente alguna de sus proteinas (como el antigeno
p24) o mas frecuentemente el genoma del virus en forma de ADN proviral o ARN viral y, principalmente,
por la reaccion de la polimerasa en cadena o PCR. Ello se debe a que los anticuerpos de la madre se
transfieren al nifio a través de la circulacidn placentaria y pueden persistir en él hasta en torno a los 18
meses, aunque pueden desaparecer varios meses antes o persistir mas en algunos casos. Por eso la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda un diagnéstico de VIH sisteméatico a todos los nifios
expuestos al VIH (nacidos de madre infectada) a las 4-6 semanas de edad con pruebas virolégicas que
tengan una sensibilidad de, al menos, el 95%, asi como la iniciacién de terapia antirretroviral triple
inmediatamente tras el diagnostico de la infeccidon. Un diagnéstico precoz requiere un primer test
virolégico positivo confirmado por una segunda prueba viroldgica positiva realizada en una muestra
diferente. Las guias de la OMS recomiendan realizar una prueba de diagndstico seroldgico a partir de los
9 meses de edad a todos los nifios expuestos al VIH. (1-4)
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Las pruebas virologicas mas usadas son la PCR ADN VIH que detecta ADN proviral en sangre o células
infectadas, cuya sensibilidad aumenta con la edad (40% durante la 1 semana de vida, aumentando la
sensibilidad al 96% con especificidad del 99% a partir del mes) y/o la PCR RNA VIH, que detecta RNA
viral libre en plasma (a la vez que lo cuantifica), siendo esta técnica la que se usa en la mayoria de los
centros. La sensibilidad también aumenta con la edad (25-40% durante la 1% semana de vida,
aumentando a partir de la 3% semana de vida y alcanzando > 90-100% a partir de los 2-3 meses).

En los documentos de consenso del Plan Nacional sobre el sida se recomienda que la
deteccion de RNA y/o DNA viral se realice en las primeras 48 horas de vida. Si en este momento las
pruebas viroldgicas son positivas nos indica que ha existido una infeccién intrautero. Dado que la
sensibilidad de las pruebas virolégicas aumentan, sobre todo, a partir del mes de vida, estas deben
repetirse a las 4 6 6 semanas de nacer (se recomienda también entre los 15-21 dias de vida, en caso de
alto riesgo de TV de VIH) y tras = 4 meses. Esta Ultima determinacién tiene especial interés en el caso de
nifios que hubieran recibido terapia combinada, lo cual podria haber disminuido la carga viral y originar
falsos negativos en las determinaciones previas, sobre todo cuando se hace la determinacion con ARN.
Si se obtiene un resultado positivo de alguna de estas técnicas, deben repetirse rapidamente en una
muestra diferente de sangre para confirmar la infeccién y descartar un falso positivo. Sin embargo, si
todas las pruebas virolégicas son negativas, y siendo una de ellas obtenida =4 meses de vida, se puede
afirmar con seguridad que el paciente no esta infectado por VIH, siempre que no haya recibido lactancia
materna, que en nuestro medio se contraindica.(5,6)

El esquema diagnéstico que se recoge en el documento de consenso del PNS en colaboracion
con la SEIP es el siguiente:

[Edad | Actuiacion | Comentarios

0-48 horas

4 -6 semanas

24 meses

12-18 meses

Iniciar profilaxis antirretroviral
Solicitar PCR RNA/DNA HIV en
las 12 48h.

Si negativa repetir 15-21 dias de vida.
Si positiva, repetir en otra muestra para confirmar infeccion
intrautero y descartar falso positivo.

Solicitar PCR RNA/DNA VIH
(opcional si bajo riesgo de TV de
VIH)

Si negativa repetir a 4-6 semanas de vida. Solicitar en caso de
riesgo alto de TV.

Si positiva, repetir en otra muestra para confirmar infeccion y
descartar falso positivo.

Solicitar PCR RNA/DNA VIH.
Stop profilaxis a las 4 semanas
de vida

Si negativa repetir a los 4 meses de vida.
Si positiva, repetir en otra muestra para confirmar infeccion y
descartar falso positivo.

Solicitar PCR RNA/DNA HIV

Si negativa: infeccion practicamente descartada en el 99% de los
casos.

Si positiva, repetir en otra muestra para confirmar infeccion y
descartar falso positivo.

ELISA confirmado por western
blot

Comprobar desaparicion de anticuerpos para VIH

Es excepcional que persistan anticuerpos positivos si las pruebas
virolégicas han sido negativas, pero puede verse con el grupo O
del VIH-1y con el VIH-2, que pueden dar resultados negativos en
la deteccion por técnicas viroldgicas. Estas variantes del VIH son
excepcionales en nuestro pais.




Factores que pueden afectar al diagnéstico molecular del VIH en nifios

Existen varios factores que pueden afectar a la eficacia de las técnicas diagnéstico molecular
basadas en la amplificacién del material genético viral para el diagnéstico precoz de la infeccién por el
VIH en nifios. Entre ellas se encuentran el tiempo de adquisicidn de la infeccion en el nifio, la carga viral
de la muestra, la variabilidad genética del VIH-1, el tipo de muestra, el volumen empleado en el ensayo, el
limite de deteccion de la técnica empleada, y el TAR recibido en el nifio como profilaxis post-exposicién.

Influencia del momento de adquisicién de la infeccién en el nifio.

Los nifios se pueden infectar por VIH durante el embarazo, el parto y tras el nacimiento por lactancia
materna. El nifio mayor y el adolescente pueden infectarse por transmision sexual o parenteral. Los nifios
que se infectan en el Utero generalmente tienen VIH detectable en el nacimiento, y tienen una
enfermedad con mayor rapidez de progresion. Los nifios que se han infectado durante el parto tardan
mas tiempo en tener virus detectable y muestran pruebas viroldgicas negativas en las primeras 48 horas
de vida. Por ello, la sensibilidad de todos los métodos moleculares son menores si se hacen mas cerca
del momento del nacimiento. En nifios infectados en el utero se puede detectar ARN viral y ADN
proviral en sangre a las 48 horas de nacer, pero si se infectan en el parto pueden tardar algunas semanas
(de 1 a 2 semanas) en ser detectables. En general, a las 6 semanas de edad se deberia detectar el virus
(técnicas ultrasensibles de p24, ARN viral, ADN proviral) en casi todos los nifios infectados en el parto y,
sobre todo, a los 4 meses cuando ya ademas no tendra profilaxis antirretroviral que podria disminuir la
carga viral.(7-9)

Influencia de la carga viral (CV). El grado de viremia de la muestra para los ensayos
moleculares también es un factor limitante para el diagnostico precoz en nifios. La deteccion de ARN viral
depende de la replicacion viral y del TAR que reciba el paciente, ya que esta modifica la CV y puede
afectar a la deteccién de anticuerpos y virus (10-12). Aunque se espera que el nifio VIH tenga CV
elevada, si ha recibido profilaxis con biterapia o triple terapia se han descrito ocasionalmente (hasta el
10%) falsos negativos al disminuir la viremia por debajo del limite de deteccion de las técnicas
moleculares, sobre todo ARN. Algunos estudios indican que el nimero de falsos negativos en el
diagnostico neonatal empleando técnicas de CV aumenta en muestras con viremias bajas (<5.000 copias
de ARN viral/ml). Esto puede minimizarse utilizdndose a la vez de las técnicas de ARN, el
ADN proviral en las primeras 4-6 semanas de vida si se tiene disponible. Si no es asi, debe asegurarse
que se repite la PCR RNA para VIH a las 6 semanas y a los 4 meses cuando ya no tiene profilaxis, como
se recoge previamente.

Influencia del tipo y volumen de muestra empleada. La sensibilidad del ensayo puede verse
afectada también por el tipo y volumen de muestra empleada en la técnica molecular. La mayoria de
ensayos viroldgicos requiere normalmente un minimo de 0.5 ml a 1 ml de plasma o suero. Ello precisa
tomar entre 1-2 ml de sangre en el paciente, por lo que es importante advertirlo a las unidades de
neonatologia. Sin embargo, La OMS recomienda el uso de unas pocas gotas de sangre seca recogida en
papel de filtro (DBS; dried blood spots) para el diagndstico precoz de la infeccién por VIH en lugares con
infraestructuras limitadas y cuando se tiene poco volumen de sangre disponible (13,14).

Influencia de la tasa de transmisién vertical del virus. Hay trabajos que ya han estimado que
la tasa de falsos positivos en el diagnostico molecular mediante ADN proviral puede aumentar a mayor
tasa de transmision vertical del virus en la poblacién de estudio (15). Por eso siempre debe repetirse una
primera determinacion positiva en una muestra de sangre diferente.

Influencia de la variabilidad genética viral.
La mayoria de las infecciones en nifios ocurren en paises donde circula un mayor nimero de variantes
diferentes del VIH, como es el caso de Africa Subsahariana (16). La variabilidad genética del virus puede
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conducir a falsos negativos en el diagnéstico (17). La alta variabilidad genética del VIH, resultado de su
alta tasa de mutacién, de recombinacion y de replicacién, puede influir en el diagnéstico molecular precoz
del VIH en nifios (18-20). Asi, basado en su homologia genética, el VIH se ha clasificado en diferentes
variantes (Figura 1). Existen dos grandes tipos llamados tipo 1 (VIH-1), que causa méas del 99% de los 37
millones de infecciones en todo el mundo y tipo 2 (VIH-2), presente en algunas regiones de Africa
Occidental y que asocia menor riesgo de transmision vertical. Ambos pueden determinarse por serologia
convencional.

Dentro del VIH-1, se encuentran cuatro grandes grupos (grupos M, O, N y P), teniendo los 3 Gltimos
minima prevalencia y estando restringidos a Africa central. La practica totalidad (99%) de infecciones por
VIH-1 estan causadas por variantes del grupo M, que se ha subdividido a su vez en 9 subtipos hasta el
momento (A-D, F-H, J, K) y en mdltiples variantes recombinantes, entre las que se encuentran 72
recombinantes circulantes (CRF, ver http:/www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html) y
numerosos recombinantes unicos (URF). La prevalencia de infeccién por recombinantes de VIH es
elevada, sobre todo en regiones donde circulan simultaneamente muchos subtipos, como es el caso de
Africa Subsahariana, lo que favorece su recombinacion tras coinfecciones o reinfecciones con distintas
variantes (21, 22).

En el estudio SPREAD, coordinado por la Sociedad Europea de Resistencias a Antivirales, como objetivo
secundario, se determinaron las variantes virales de VIH-1 circulantes en nuevos diagnosticos en Europa
entre 2002 y 2005 (16). Las méas prevalentes fueron el subtipo B (66%), seguido por el subtipo A1 (6.9%),
C (6.8%) y el recombinante CRF02_AG (4.7%). Los paises con mas variantes no-B fueron Portugal e
Israel. En funcién del origen del paciente, las nuevas infecciones presentaron la siguiente distribucion:
alta proporcién de subtipo B en los pacientes del oeste de Europa (76%), Latinoamérica (78%), Europa
del este y centro de Asia (86%). En el caso de sur y sureste asiatico, el mas prevalente fue el
recombinante CRFO1_AE (64%). Entre los pacientes del Africa Subsahariana, la mayoria de los subtipos
fueron C (31%), mientras que en los que proceden del norte de Africay Oriente Medio eran
fundamentalmente subtipos B (59%), seguidos del C (17%).

Estudios mas recientes realizados en nuestro pais han demostrado que, aunque la variante mayoritaria
en Espana es el subtipo B del VIH-1, la prevalencia de subtipos no-B y recombinantes oscila entre el 10-
15%, segun la cohorte estudiada (23-25), aumentando hasta mas del 90% entre los infectados
procedentes de Africa Subsahariana (Figura 2). Se ha publicado una similar prevalencia de infecciones
por variantes no-B en poblacién pediatrica y adulta infectada en Europa. En Espafia se ha detectado la
presencia de todos los subtipos no-B del VIH-1 y de un gran numero de recombinantes CRF y URF,
favorecida por los movimientos de poblacién desde zonas donde estan presentes estas variantes,
principalmente de Africa Subsahariana y ciertas zonas de Latinoamérica. Incluso se ha detectado la
presencia de infecciones causadas por recombinantes entre dos subtipos CRF diferentes. De hecho, la
mayoria de cepas no-B encontradas en nuestro pais son formas recombinantes, siendo el recombinante
CRF02_AG la variante no-B més frecuente en practicamente todos los estudios. En Galicia se detecté un
brote entre usuarios de drogas por via parenteral (UDVP) producido por el subtipo G, procedente de
Portugal, que conllevé la formacién en esta regién de recombinantes entre B y G. En la actualidad, algo
similar esta ocurriendo también en Galicia con el subtipo F procedente de Brasil entre hombres infectados
por relaciones homosexuales. También se han encontrado personas infectadas por variantes del grupo O
del VIH-1 y por VIH-2 en Espafia, aunque son excepcionales, siendo estos dos ultimos los que pueden
ocasionar falsos negativos en la deteccién precoz en el neonato.

Se estima que las variantes no-B (diferentes al subtipo B del VIH-1) causan en Espafia una de cada

10 infecciones, tanto en adultos como en nifios (Figura 3) (23,24). Las variantes no-B estan
aumentando entre los nuevos diagndsticos en nuestro pais en los ultimos afios, tanto en poblacién nativa
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como en inmigrantes infectados procedentes de Africa y de Latinoamérica (25). Ello se ha confirmado
también para poblacion pediatrica infectada en seguimiento clinico en la Comunidad de Madrid (23), al
incrementarse el nimero de infecciones por variantes no-B, principalmente recombinantes (Figura 4).

La variabilidad genética del virus entre variantes virales, incluso en el mismo subtipo, puede influir en el
diagnédstico molecular de los nifios, ya que puede afectar a las regiones del VIH donde hibridan
los primers o sondas que se emplean en las técnicas de diagndstico molecular del VIH, y puede conducir
a falsos negativos en el diagnéstico. Asi, no siempre las diferentes técnicas moleculares comerciales
detectan con la misma fiabilidad variantes del VIH de todos los subtipos, recombinantes, grupos o tipos
del VIH, ni tampoco tienen el mismo limite de deteccion (18,20,26). Por tanto, aln se tienen que hacer
mas esfuerzos para optimizar estas técnicas comerciales y que sean capaces de detectar con la misma
eficacia todas las variantes no-B del VIH (subtipos diferentes al B y recombinantes), que causan la
mayoria de las infecciones a nivel mundial y son prevalentes en muchos de los paises mas castigados
por el VIH/SIDA si bien tienen baja prevalencia en nuestro medio.

Ademas, la mayoria de los ensayos virolégicos comerciales no detectan ni el grupo O ni el VIH-2, por lo
que muchos laboratorios han disefiado PCR no comerciales que emplean para su diagndstico molecular.
El VIH-2 es més caracteristico de Africa y esta presente en Angola, Mozambique, oeste de Africa (Costa
de Marfil, Cabo Verde), Gambia, Guinea-Bissau, Mali, Mauritania, Nigeria, Sierra Leona, Benin, Burkina
Faso, Ghana, Guinea, Liberia, Niger, Nigeria, Sao Tome, Senegal y Togo y en ciertas partes de India.
El grupo O del VIH-1 se localiza en la zona centro occidental de Africa (Guinea Conacry, etc.). En
ocasiones, pueden detectarse coinfecciones por VIH-1 y VIH-2, por lo que debe testarse de nuevo en la
gestacion el tipo de VIH de la madre si la pareja tiene VIH-2 o proviene de zonas endémicas para el
mismo.

Por tanto, en nifios que provienen de un area endémica de variantes no-B del grupo M, grupo O del VIH-
1 0 VIH-2, como son Africa Subsahariana y sudeste asiatico, puede ocurrir que la PCR ADN sea
falsamente negativa, ya que las técnicas actuales no detectan dichos subtipos. En este caso debe
cursarse también PCR RNA VIH, disponible en la mayoria de los centros, y que habitualmente detecta a
dichas variantes. En estos casos es fundamental comprobar la negativizacién de anticuerpos frente a VIH
antes de descartar la infeccion, lo que suele ocurrir entre los 12 y los 18 meses.(3) En muchas ocasiones,
la serologia a los 12 meses se encuentra en el limite de deteccion y negativiza en la siguiente
determinacién.

Para soslayar la dificultad derivada de la variabilidad genética viral, se deben tener en cuenta ciertos
aspectos que se resumen en el siguiente apartado.

Diagnéstico de infeccion por VIH en hijos de madre con infeccion VIH por tipos y
subtipos/recombinantes virales no detectables por técnicas convencionales de PCR.
ESQUEMA PROPUESTO.

En estos casos sera importante conocer el tipo/subtipo/recombinante viral del virus materno. Muchas
madres pueden no tener hecho el subtipo viral, ya que esta prueba no se solicita de forma rutinaria o
bien puede tenerlo hecho en otra regién del genoma viral diferente a la que detecta la técnica diagnéstica
que se empleara. Estudios previos nos pueden indicar las variantes mas prevalentes en los lugares de
origen del nifio a adoptar donde se infecto su madre.

Si la madre presenta infeccién por un subtipo B del VIH-1, este se detectara en principio sin
problemas tanto en la madre con el nifio. Por tanto, si el nifio tiene todas las PCR VIH negativas siendo
alguna obtenida =4 meses, se puede descartar la infeccion.



Si tiene una variante no-B del VIH-1, es recomendable usar dos técnicas moleculares diferentes que
detecten distintas dianas del genoma viral en muestras diferentes. Si alguna de las técnicas ha resultado
positiva en la madre (habitualmente técnicas de PCR RNA VIH-1), la utilizaremos en el diagndstico del
nifio con el esquema habitual.

Si es un VIH-2, grupo O del VIH-1 o desconocemos el subtipo viral materno y no podemos
diagnosticar al paciente por las técnicas de PCR convencionales, sera necesario esperar a que
desaparezcan los anticuerpos (determinaciones seriadas a los 6, 9, 12, 15 y hasta 18 meses; titulando
un previsible descenso de sus niveles y hasta que una determinacion sea negativa). En estos casos,
podemos recurrir a laboratorios de referencia con otras técnicas de PCR para VIH no disponibles
habitualmente y debe hacer un estricto control clinico-inmunolégico del paciente.

Madre sin subtipo conocido:

Serologia positiva para HIV-1:

0 Si la madre tiene cargas virales detectables en algin momento, por ejemplo al diagnéstico, la
técnica de PCR en el nifio también sera capaz de hacerlo y se supone un subtipo habitual.

[ Si la madre ha tenido siempre carga viral indetectable (aiin sin TARGA) con serologia
positiva para VIH 1, podria tratarse de una variante del VIH no detectada por técnica de PCR VIH
y, por tanto, en este caso es muy importante asegurar que en el nifio no tiene la infeccién
comprobando la negativizacion de anticuerpos.

Serologia positiva para HIV-2. Habra que seguir al nifio con serologia por el motivo anterior.

Se puede plantear en ambos casos la determinacién de anticuerpos frente al VIH mas precoz con el
esquema 6-9-12-15-18 meses hasta la negativizacién de los anticuerpos.

En resumen, con relacion al diagndstico se considerara que:

+ En ausencia de sintomas compatibles, existe infeccién en un nifio < 18 meses si presenta PCR de
RNA y/o DNA de VIH positiva en 2 determinaciones de sangre diferentes.

+ Las técnicas actuales permiten descartar la infeccion en un elevado porcentaje de casos (99%) en los
primeros meses de vida.

+ Se puede descartar la infeccién en < 6 meses, si tiene al menos dos PCR de ARN y/o ADN de VIH
negativas en determinaciones de sangre diferentes, obtenidas por encima de las 6-8 semanas de
vidaya sin tratamiento antirretroviral (especialmente, en aquellos nifios que reciben terapia
combinada) y siendo alguna de estas obtenida = 4 meses.

+ En aquellos en los que la madre tenga una infeccién por VIH-2 o grupo O del VIH-1, o siendo una
variante no-B del grupo M del VIH-1 que nunca haya presentado una carga viral detectable, se debera
comprobar la negativizacién de los anticuerpos para asegurar que el nifio no tiene infeccion. Esta
situacion es mas prevalente en los hijos de madres de origen asiatico o africanos subsaharianos con
variantes no-B de VIH-1.
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ANEXOS

Figura 1. Clasificacion de las variantes del VIH.
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Elaborado por La Dra. Africa Holguin. 2015. CRF, formas recombinantes circulantes:
http://www_hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html. URF, formas recombinantes
Unicas.
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Figura 2. Distribucion mundial de subtipos y recombinantes del VIH-1.
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(Tomado del Hemelaar J, Journal of Infection 2013;66:391-400)
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Figura 3. Variantes del VIH-1 en la cohorte de nifios y adolescentes infectados por VIH de Madrid y en
adultos de la cohorte espaiiola CoRIS.

Cohorte de nifios y adolescentes Cohorte nacional de adultos
infectados por VIH-1 de la infectados por VIH-1 de |la Red de
Comunidad de Madrid (1993-2011) Investigacién en SIDA (2004-2008)
n=221 n=670

(Tomada de Mulder et al., PIDJ 2012;31:€213-21; Yebra et al., JCM 2012;50:407-13)

Figura 4. Variantes del VIH-1 en pacientes de la Cohorte de nifios y adolescentes de Madrid infectados
por VIH nacidos antes y después del afio 2000.
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(Adaptada de Mulder et al., PIDJ 2012;31:€213-21).
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