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Introduccidn

1. INTRODUCCION

1.1 Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) y Sindrome de Ila

inmunodeficiencia Adquirida (SIDA)

El sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) fue por primera vez descrito en 1981
13 bero no fue hasta 1983 cuando se identificé el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
como el agente infeccioso causal de esta enfermedad *®. Inicialmente fue llamado virus T-
linfotrépico humano Il (HTLV-III “human T-lymphotropic virus”) por su infeccién preferencial de
los linfocitos T o virus asociado a linfoadenopatias (LAV “lymphadenopathy-associated virus”)
por ser causante de trastornos a nivel de los ganglios linfaticos. Mas tarde fue denominado
Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) 8, nombre con el gue se conoce actualmente. El
VIH pertenece al género Lentivirinae, llamado asi por su largo periodo de incubacién y lento
curso clinico de la enfermedad®. Dentro de la familia Retroviridae, estos virus se caracterizan
por la transcripcion reversa de su genoma de ARN a ADNc y la integracién de éste en el genoma
de la célula huésped infectada, en este caso los linfocitos. La destruccion selectiva y progresiva
de los linfocitos T CD4 por parte del VIH causa la inmunosupresién que caracteriza las fases
avanzadas de la infeccidn por el VIH-1 o SIDA. El SIDA engloba diversos sintomas, sindromes,
infecciones y tipos de cancer asociados con el deterioro del sistema inmunolégico, diana del

virus.

El VIH-1y el VIH-2 tienen su origen en el virus de la inmunodeficiencia de los simios (VIS),
que infecta primates no-humanos (PNH), y aparecerian como resultado de transmisiones entre
especies por diferentes tipos de VIS. Sin embargo, aunque el VIH-1 y el VIH-2 son patogénicos
en humanos, se conoce que el VIS infecta normalmente sus huéspedes naturales sin conllevar
una progresién a SIDA. Pese a la variedad de /entivirus que infectan naturalmente a PNH, solo se
conoce patogénesis en huéspedes naturales, causando una enfermedad similar al SIDA humano,

en macacos y chimpancés. El hecho de que la mayoria de infecciones por SIV en sus huéspedes
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Introduccion

naturales no cause desarrollo de enfermedad, hace pensar en un control del virus (VIS) por
parte del huésped (PNH, en este caso) mas que en un virus inofensivo; ya que cuando se
presenta una transmisién entre especies se torna extremadamente patogénico (revisado en

Pandrea, et al *°).

1.2 Epidemiologia del VIH

En estos 30 afios de epidemia, alrededor de 25 millones de personas han muerto a causa
del SIDA, llevandola a ser uno de los principales problemas de salud publica a nivel mundial. En
2009 se produjeron 2.7 millones de nuevas infecciones, y se estima que aproximadamente 33.3
millones de personas en el mundo viven infectados por el VIH, la mayoria de ellas en paises de
baja renta. Africa subsahariana sigue siendo la regién mas afectada, donde se encuentran el
68% (22.5 millones) de las infecciones por el VIH, se producen el 69% (1.8 millones) de las
nuevas infecciones, y el 72% (1.3 millones) del total de muertes atribuibles a la epidemia, segun
estimaciones de 2009. Cabe destacar que en 33 paises la incidencia del VIH ha disminuido un
25% en la Ultima década (2001 a 2009), y 22 de ellos se encuentran en Africa subsahariana. Por
otro lado, el creciente acceso al tratamiento antirretroviral en Africa subsahariana en los
ultimos afios ha hecho disminuir en un 20% la poblacién infectada que muere a causa del VIH,
comparado con datos de 2005. Sin embargo, se estima que de los 15 millones de personas VIH
positivas en paises de baja y media renta que requieren tratamiento, solo el 37% tiene acceso a
él. Haciendo un balance de estos datos, el nimero de nuevas infecciones todavia supera al de
muertes asociadas a SIDA en esta region, lo que ha hecho aumentar el nimero de personas que

viven con el VIH de 8.6 a 11.3 millones durante los Gltimos 10 afios **.

En la figura 1 se puede observar la prevalencia de infeccién por el VIH en el mundo y su
distribucién geografica. Como muestra la figura, el sur de Africa es la regién mads afectada dénde
se concentran las prevalencias mas elevadas desde 25.9% en Swaziland, 24.8% en Botswana
hasta 17.8% en Sudéfrica, y 11.5% en Mozambique, siguiendo con el este de Africa con 6.3% en

Kenia 0 5.6% en la Republica de Tanzania. En la zona del caribe, la prevalencia del VIH no supera
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el 3% en los paises mas afectados. Mientras que en Europa del este y Asia Central, la Federacion

Rusa junto con Ucrania, con las prevalencias mas elevadas, no superan el 2%.

Los diferentes subtipos circulantes del VIH-1 se distribuyen de forma geograficamente
distinta. Los subtipos predominantes son A, B, y C; siendo el subtipo C el responsable de
alrededor del 50% de las infecciones por el VIH-1 en todo el mundo. El subtipo A, es
predominante en Africa central y del este (Kenya, Uganda, Tanzania y Ruanda), asi como en
paises de Europa del este. El subtipo B se encuentra mayoritariamente en paises de Europa
central y occidental, asi como América, Australia, algunos paises del sudeste asiatico y el norte
de Africa. Mientras que el subtipo C es predominante en Africa subsahariana y la India, paises

que soportan la mayor carga de infeccién por el VIH del mundo *.

En Asia y este de Europa, la transmisidon se produce mas frecuentemente entre usuarios
de drogas inyectables, mientras que en Norteamérica y el resto de Europa la transmisién es
principalmente por relaciones sexuales desprotegidas entre hombres™. En cambio, en Africa
subsahariana, el modo predominante de transmisién del VIH a diferencia de otras regiones, es a
través de relaciones heterosexuales sin proteccion, dénde la poblacion mds afectada son
mujeres: un 60% de las personas VIH-positivas. Como infeccién de transmisién sexual el VIH
afecta de manera importante a los adolescentes y adultos jévenes, especialmente a mujeres
entre 15y 24 ainos que tienen una probabilidad 8 veces mas elevada que los hombres de ser VIH
positivas. Sin embargo, seglin datos de ONUSIDA/OMS del 2010 se ha observado una
disminucién en la incidencia anual de nuevos casos de VIH en este grupo etario de mujeres en
algunos paises de Africa subsahariana, lo que sugiere que la epidemia se encuentra en fase de

madurez en esta regién comparando con paises dénde la incidencia sigue subiendo .
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33.3 million people [31.4-35.3 million] living with HIV, 2009

Source LNADS No data <0.1% 0.1%-<05% M05%-<1.0% W1.0%-<50% WM50%-<150% M 150%-28.0%

Figura 1. Prevalencia de infeccién por el VIH en 2009 (UNAIDS report on the Global AIDS
epidemic 2010 ™).

De aqui en adelante nos referiremos al VIH-1 como VIH.

1.2.1 Epidemiologia del VIH en Mozambique

Mozambique se incluye dentro de los 10 paises mas afectados por el VIH/SIDA en el
mundo con 1.4 millones de personas VIH-positivas, segin estimaciones de ONUSIDA/OMS
publicadas en 2010 **. La prevalencia del VIH en adultos de entre 15y 49 afios se estima en un
11.5%, variando segun provincia, sexo y franja de edad. Segun el informe nacional de 2009
sobre SIDA 3, las mujeres entre 15-49 afios tienen una mayor prevalencia del VIH que los
hombres, 13.1% vs. 9.2%. Ademas, en la franja de edad mas joven, 15-24 afios, la de mujeres
triplica a la de hombres con un 11.1% respecto a un 3.7%, segun estimaciones del informe
nacional. Estratificando por provincias, se observa una heterogeneidad geografica con respecto
a la prevalencia; con un 25% de la poblacién infectada por el VIH en Gaza, provincia fronteriza

con dos de los paises mas afectados por el VIH en el mundo: Sudafrica y Zimbabwe;
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contrastando con la de 3.7% en Niassa, provincia mas al norte del pais colindante con Tanzania
y el lago Malawi (ver mapa de Mozambique en figura 2). En el sur del pais se encuentra la
provincia de Maputo dénde se ubica la capital con el mismo nombre y a la que pertenece
Manhica, poblacién donde se llevd a cabo el estudio en el que se basa esta tesis doctoral. Segun
datos nacionales se estima que la prevalencia del VIH en esta provincia alcanza el 19.8% de la

poblacion ** (tabla 1).

Tabla 1. Prevalencia del VIH en Mujeres y Hombres de 15-49 afios segun provincia.

(Datos del informe oficial del ministerio de salud de Mozambique (MISAU) 2009 %)

MOZAMBIQUE Mujeres Hombres Total

Provincia % VIH+ (N) % VIH+ (N) % VIH+ (N)
Niassa 33 (291) 4.3 (218) 3.7 (508)
Cabo Delgado 9.5 (425) 9.2 (321) 9.4 (746)
Nampula 5.5 (1022) 3.3 (781) 4.6 (1803)
Zambézia 15.3 (948) 8.9 (704) 12.6 (1652)
Tete 8.0 (433) 5.7 (334) 7 (767)
Manica 15.6 (356) 14.8 (256) 15.3 (612)
Sofala 17.8 (421) 12.6 (319) 15.5 (740)
Inhambane 10.0 (320) 5.8 (166) 8.6 (487)
Gaza 29.9 (333) 16.8 (196) 25.1 (529)
Maputo Provincia 20.0 (344) 19.5 (259) 19.8 (603)
Maputo Ciudad 20.5 (336) 12.3 (279) 16.8 (615)
Total (15-49 afios) 13.1 (5229) 9.2 (3832) 11.5 (9061)

No obstante, estudios recientes en Manhica, basados en estimaciones en la comunidad,
muestran valores mucho mas elevados con tasas del 40% y del 43% de prevalencia comunitaria
en adultos y en mujeres en edad reproductiva respectivamente '*. Durante los Gltimos 11 afios

se ha observado un incremento significativo en la prevalencia del VIH en mujeres, desde un 12%
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en 1999 hasta un 29% en 2010 ** *°, seglin datos de la clinica antenatal de Manhica (ANC).
Ademas del 49% observado en mujeres que dan a luz en el mismo hospital *>.*

Este aumento de la prevalencia podria deberse a un aumento de la incidencia, a una
disminucién de la mortalidad relacionada con la introduccién de terapia antirretroviral de gran
alcance (TARGA) o como resultado de un aumento del nimero de diagndsticos unido al
incremento de la cobertura de TARGA. Sin embargo, desde que en 2004 se inicid en
Mozambique la ampliacidn a escala nacional del programa nacional de tratamiento del VIH, se
ha conseguido que, hasta Octubre de 2010, aproximadamente 210.000 personas estén en
tratamiento *®, un 32% de las personas con criterio para iniciarlo *'. Con esta cobertura de
TARGA en el pais, no es esperable que en Manhica sea mas elevada; por lo que el aumento de
prevalencia del VIH en Manhica podria atribuirse a un aumento de la incidencia durante este

periodo mas que a una disminucion de la mortalidad vinculada al tratamiento *°.

Con estas elevadas cifras de prevalencia del VIH y como consecuencia del aumento de
mortalidad entre adultos, la esperanza de vida de la poblacién de Manhica ha disminuido de

53.2 afios en 1997 *’ hasta 49.3 afios en 2010 (Sacoor, C. datos no publicados).

*los datos de prevalencia del VIH derivados de clinicas antenatales se han utilizado tradicionalmente como reflejo de la epidemia del VIH en
. .. . o~ . 18
muchos paises, ya que se asume una correlacidén entre mujeres embarazadas y adultos entre 15-49 afios de la poblacién general ™.
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Figura 2. Mapa de provincias de Mozambique

Algunos estudios sobre migraciones poblacionales sugieren que la introduccién del VIH
en el sur de Mozambique puede estar asociado a las frecuentes migraciones laborales de

hombres adultos entre el sur de Mozambique y Sudafrica *’. Esta hipdtesis se ve reforzada por

19, 20

la presencia mayoritaria de subtipo C en Mozambique , €l mismo subtipo predominante en

21-23

Sudafrica A esto hay que anadir que la amplia variacién de secuencias genéticas

encontrada dentro del subtipo C al analizar VIH de mujeres de Manhiga, sugieren multiples
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* lo que se podria asociar a multiples

introducciones del subtipo C en Mozambique
migraciones laborales. Por otro lado, algunas teorias acerca de la elevada prevalencia del VIH en
ciertas zonas de Africa subsahariana y de su variacién geogréfica, sugieren la existencia de
puntos calientes o “hotspots”, zonas geograficas especificas con una prevalencia del VIH muy
elevada y que serian fundamentales en la transmision del VIH y en el mantenimiento de la

epidemia 2%,

1.3 Historia natural de la infeccion por el VIH

El VIH, en una persona infectada, esta presente en diferentes tipos de fluidos bioldgicos:
sangre, semen, fluidos vaginales y leche materna, entre otros. La transmision del virus se
produce por contacto directo ya sea a través de la sangre por via parenteral o por alguna herida,
a través de las mucosas genitales por via sexual, o de madre a hijo durante el embarazo, el
parto o la lactancia. Sin embargo, el 80% de los casos de infeccion por el VIH son debidos a la

transmision por via sexual ', a través del tracto genital o la mucosa rectal.

La historia natural de la infeccidn por el VIH en ausencia de tratamiento sigue 4 fases
diferenciadas: eclipse, aguda, crénica y SIDA (figura 3). Inmediatamente después de la
transmisiéon y durante un periodo aproximado de 10 dias, el VIH se replica en la mucosa y
submucosa pero el ARN del virus no puede detectarse todavia en plasma. Esta fase se denomina

28,29 A ésta le sigue la fase aguda, que se da dentro de las primeras 6 semanas

fase eclipse
después de la infeccidn, y corresponde a la fase inicial de la infeccidn en la que el virus se esta
replicando activamente pero aidn no se han desarrollado anticuerpos. Sin embargo, ya puede
detectarse el ARN viral. Durante la fase aguda, los niveles de carga viral (CV, copias de ARN del
VIH presentes por mililitro) son muy elevados en plasma *” *! llegando a picos de hasta 10’
copias/ml solo comparables a los niveles en las fases finales de la infeccion 2. Es durante esta
fase que la poblacién de linfocitos T CD4, principal diana del virus, disminuye en gran nimero
coincidiendo con el pico de carga viral (ver figura 3). Después de alcanzar su pico, empieza un

declive en los niveles de CV en plasma probablemente debidos a la respuesta del huésped en su

lucha para controlar la infeccidn.
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La aparicion de respuesta celular especifica, linfocitos T citotdxicos o CTL (del inglés
Cytotoxic T lymphocytes) especificos para el VIH, se ha asociado a la disminucién de la CV
durante esta fase, lo que refleja el esfuerzo del huésped para contener la replicacion viral *> 3.
Después de esta caida inicial de la viremia, en los meses siguientes se establece un punto de
equilibrio en la carga viral, iniciando asi |la fase crénica o de latencia clinica de la infeccién. En
esta fase, generalmente se producird una paulatina disminucién del nimero de linfocitos T CD4
(figura 3). A medida que progresa la enfermedad, el sistema inmunitario se va debilitando y ya
no puede hacer frente a las nuevas infecciones. La continua activacion del sistema inmunolégico
es aprovechada por el virus para replicarse activamente incrementando la viremia circulante.
Finalmente se desarrolla la fase sintomatica o fase SIDA, con manifestaciones clinicas de las

enfermedades oportunistas asociadas a la inmunodeficiencia causada por el VIH. Sin

tratamiento, esta fase finalizara con la muerte del individuo en pocos afios *°.

En la mayoria de personas infectadas, la fase crénica o asintomdtica se prolongard
aproximadamente unos 8-10 afios en ausencia de tratamiento ** *’. Sin embargo, hay varias
excepciones. Por un lado se encuentran los progresores rdpidos de la enfermedad,
aproximadamente un 5% de la poblacién infectada, que desarrollaran SIDA en un periodo corto
de tiempo, alrededor a cuatro afios desde la infeccion. Por otro lado, hay un porcentaje de
pacientes en los que no se observa una progresién de la enfermedad y permanecen

38 39 Se trata de los

clinicamente e inmunolégicamente estables durante mas de 10 afios
progresores lentos de la enfermedad o LTNP (del inglés long-term nonprogressors), un 5-15% de
la poblacién infectada, que mantienen una estabilidad en el nimero de sus linfocitos T CD4 (por
encima de 500 células por mililitro) durante mas de 10 afios a pesar de tener CV detectable *.
Ademads, recientemente se han descrito, dentro de los LTNP, otro grupo de pacientes a los que
se les ha denominado controladores de élite (<1% de los pacientes) y que mantienen niveles de
viremia indetectables (<50 copias/ml) durante al menos un afio después de la infeccién y en
ausencia de tratamiento *'. Estos pacientes, asi como los LTNP son objetivo de muchos estudios

con el fin de establecer qué caracteristicas les confieren protecciéon desde el punto de vista de

no progresion de la enfermedad.
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Sindrome de infeccion aguda
diseminacion del virus
asentamiento del wirus en drganos linfoides
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Figura 3. Historia natural de la infecciéon por el VIH. Niveles de ARN viral y linfocitos T CD4
durante las diferentes fases de la infeccion por el VIH en ausencia de tratamiento (modificado
de Berger et al. **). La linea roja representa los niveles de ARN viral, mientras que la azul el

numero de linfocitos T CD4 y la verde los anticuerpos especificos contra el VIH.

1.3.1 Fisiopatologia de la fase aguda y reciente de la infeccion

Durante la fase aguda de la infeccion por el VIH o AHI (del inglés acute HIV infection), los
pacientes pueden desarrollar sintomas parecidos a una gripe o a mononucleosis, incluyendo en
su mayoria fiebre, y dolor de cabeza, seguidos de mialgia, artralgia, fatiga, pérdida de peso,

31, 43-46

exantema, faringitis o problemas gastrointestinales . 'Y durante esta fase se pueden

observar patologias como: linfoadenopatias, esplenomegalia, Ulceras orales, artritis, faringitis

31,44, 46, 47 Ectos sintomas se

exudativa, ulceras genitales o rectales y signos de neuropatias
pueden presentar desde dias hasta 10 semanas después de la infeccidon, aunque normalmente

su duracion es de alrededor de 2 semanas **. Sin embargo, al tratarse de una sintomatologia tan
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inespecifica, la mayor parte de las veces estas personas con sintomas de enfermedad pasan por
la fase aguda sin ser detectadas. Ademas, se estima que la mitad de las nuevas infecciones por
el VIH son asintomdticas *®, de manera gue, siendo las infecciones en esta fase dificiles de

detectar, la mayoria pasaran inadvertidas.

En Africa subsahariana, regién donde se concentra la mayor prevalencia del VIH del
mundo y déonde la malaria es una enfermedad endémica, se diagnostican mas de 225 millones
de casos de malaria al afio *°. En los centros de asistencia primaria de Africa subsahariana,
aproximadamente el 25-40% de todos los casos de fiebre (adultos y nifios) son diagnosticados

como malaria °°

, pero el resto tienen una etiologia desconocida. En una zona con alta
prevalencia del VIH, una parte de ellos podrian deberse a AHI. Y aunque hay un solapamiento
entre los sintomas de AHI y los sintomas de malaria clinica (fiebres, sudoracién, mialgia y
cefaleas), un sindrome febril en estas latitudes sera rutinariamente diagnosticado como malaria
por delante de otro tipo de etiologia, previo a una confirmacién en laboratorio. De modo que
las consultas externas de determinadas partes de Africa dénde hay alta prevalencia de malaria

podrian ser un punto clave para detectar estas AHI.

La AHI representa un momento de elevada replicacién viral, con niveles de hasta 10° o
10 copias/ml durante los 10 primeros dias después de la infeccién *. La fase aguda se prolonga

44,51

aproximadamente de 3 a 6 semanas , ¥ la duracion, severidad y nimero de sintomas se han

asociado con un prondstico mas rapido de progresidon de la enfermedad y a un valor mas

elevado del punto de equilibrio de la carga viral **>°

. Segun modelos animales, durante la
transmisidn sexual el virus cruza la barrera de la mucosa epitelial, o entra en contacto con las
células de Langerhans de la mucosa, e infecta los linfocitos T CD4. Otras células dendriticas (DC,
del inglés Dendritic Cells) también juegan un papel importante durante la transmisién sexual, ya
gue el virus se une a ellas que a su vez infectan linfocitos T CD4 a través de su funcidn

presentadora de antigenos. Todo esto ocurre en pocas horas >°°®

. En la figura 4 se esquematiza
la transmisidon sexual por el VIH a través de la mucosa y submucosa genital o rectal por virus
libre o asociado a células dendriticas. Se establece una poblacién de células infectadas que en

pocos dias llega a los ganglios linfaticos, desde donde se disemina rapidamente por el
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organismo alcanzando el tejido linfoide asociado a intestino o GALT (del inglés Gut-associated

lymphoid tissue), donde residen una gran parte de células T del organismo.

Infeccién sexual por VIH

a) Infeccan porvirus libre

Ficosa

@
@

elua

‘infectad

&:«m Ei.,

?‘ ;.if‘nacro’fago
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célula dendritica

celula dendritica

Temporalidad de los eventos

wirus o célulasinfectadas
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diseminacidn sistemnatica
de lainfeccian

propagacié local de la
infeccidn de células T CD4

seminacion hacia estable nto de
los gangios linfaticos reservorios en células CD4

Figura 4. Transmision sexual del VIH y establecimiento de la infeccidn

(adaptado de Cohen et al.*®)

Durante las 3-6 primeras semanas de infeccién por el VIH, el GALT sufre una importante

e irreversible pérdida de células T CD4 memoria, tanto por efecto citopatico directo como por

59-61

mecanismos apoptodticos indirectos . Concretamente un 50% de las células T CD4 del

56, 58, 62

organismo son destruidas en esta fase de la infeccion . Durante esta fase de replicacion

masiva del virus, la CV en plasma alcanza su pico (3-4 semanas después de la infeccion) 0.31 14
rapida expansidn del virus, sistémica y hacia los érganos linfaticos 6 junto con el subsiguiente
incremento de ARN viral en plasma se asocia a la destruccidn irreversible de las reservas de
células T CD4 y al establecimiento de reservorios de virus en latencia, principalmente en células

T CD4 memoria > % durante las primeras semanas de la infeccidn. Por otro lado, el dafio
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producido por el VIH en la barrera de la mucosa intestinal facilita la entrada de productos
microbianos del lumen intestinal hacia tejidos estériles y hacia la sangre, lo que contribuye a la
activacion del sistema inmunoldégico. La activacidn se manifiesta con la secrecidn de citoquinas,
sobreexpresion de receptores, proliferacion celular y desarrollo de funciones efectoras,
facilitando asf la replicacion viral y la destruccién de linfocitos T CD4 ®. Esta activacion crénica
del sistema inmunoldgico se ha asociado a la progresién de la enfermedad . Ademas, en el

modelo no patogénico de infeccién por VIS no se observa dafio en la mucosa intestinal ni una

activacion cronica del Cuadro 1. Virus de la Inmunodeficiencia de Simios (VIS)

sistema inmunoldgico, lo

que sugiere que la activacion En la infeccién por VIS en PNH africanos (huésped
tendria un papel importante natural) se observa, depués de una reduccién inicial, un
en la progresion de la restablecimiento de los niveles de CD4+ en GALT, que
enfermedad (cuadro 1). ademas se da durante la replicacion viral activa. No

obstante, la no progresién a SIDA en PNH no se atribuye
Durante la  fase

Unicamente a la conservacion de los CD4+ de la mucosa,
aguda, poco antes de

) ] ] sino a que los niveles de activacidon inmunolégica durante
alcanzar el pico de viremia

la infeccion cronica son normales, a diferencia de la
en plasma, se observa un

) ] ) hiperactivacidon observada durante la infeccion por VIH-1.
incremento de linfocitos

L 33 El mantenimiento de la integridad de la mucosa intestinal
citotéxicos T CD8 (CTL) ™. Es

) impide la translocacidn bacteriana desde la flora intestinal,
la primera respuesta

. . i evitando la activacion continua del sistema inmunoldgico.
inmunoldgica VIH-especifica
De modo que el mantenimiento de la funcionalidad del
gue se detecta contra el

i . ) sistema inmunoldgico podria estar contribuyendo a la no
virus y la intensidad de su

) progresion de la enfermedad en la infeccidn por VIS en su
respuesta se correlaciona

o huésped natural. Este es un modelo no patogénico muy
con la disminucién de los

estudiado por su enfoque clinico hacia el control de la
|67, 68 D

niveles de ARN vira e

) progresion de la enfermedad, ya que se caracteriza por la
manera, que a medida que

no progresién a SIDA (revisado en Pandrea et al ).

evoluciona la respuesta CDS,
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disminuye gradualmente la CV en plasma * hasta alcanzar un valor mas o menos estable: el

punto de equilibrio de la carga viral.

Se ha sugerido que el nivel de CV en el punto de equilibrio estara influenciado tanto por
el virus transmitido como por la especificidad de la respuesta celular CD8 contra este virus *. La
importancia de la respuesta de las CTL en el control de la replicacion viral durante la fase aguda
se ve reforzada por estudios en simios infectados por VIS en los que se han eliminado los
linfocitos T CD8. En este modelo animal se observa un elevado aumento de los niveles de CV y

una rapida progresion de la enfermedad en ausencia de células CD8 "°.

Por otro lado, la disminucién de la CV durante la fase crénica podria vincularse a la
destruccién masiva de células T CD4 durante la fase aguda de la infeccién, dado que hay menos
células disponibles para ser infectadas y servir como maquinaria de produccion de nuevos

virus 8,

Mientras la CV desciende después de alcanzar su pico, empiezan a aparecer los primeros
anticuerpos contra el VIH (ver figura 3). Esta etapa en la que la CV se esta estabilizando y
emergen los primeros, todavia pocos, anticuerpos contra el VIH, se ha definido como fase

"L72 No existe un consenso sobre la temporalidad

temprana de la infeccién o infeccion reciente
en la que se establece el punto de equilibrio de la CV. Sin embargo, se ha descrito que entre los
6 y los 24 primeros meses de la infeccion, mas comunmente definido durante el primer afio, se

51, 53, 73-75

alcanza un punto de equilibrio de la CV entrando en la fase crénica de la infeccidon

(figura 3).

El punto de equilibrio viral permanece mds o menos estable durante afos hasta la caida
progresiva de los CD4 que conducira a la fase de SIDA. Este valor del punto de equilibrio de la
CV se correlaciona tanto con el prondstico clinico de la enfermedad como con el riesgo de

transmisiéon durante la fase crénica de la infeccion > 7®

, Y pasa a ser algo parecido a un
marcador biolégico para predecir la progresion de la enfermedad ”’. Ademas, esta fuertemente
asociado con la mortalidad: por cada 1 logio copias/ml VIH-ARN de incremento en el punto de

equlibrio de la CV*3, hay 2 veces mas riesgo de mortalidad del individuo infectado. Por otro lado,
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la sintomatologia presentada durante la fase aguda se correlaciona con niveles mas elevados de
carga viral en el punto de equilibrio, asi, una mayor sintomatologia podria significar un punto de

equilibrio mas elevado y por lo tanto una progresién mas rapida de la enfermedad >*°* "8,

Todavia hay poca informacion referente al punto de equilibrio de la CV en paises de
Africa subsahariana. La infeccién por el subtipo C, predominante en estas latitudes, y las
coinfecciones con otros patdgenos pueden estar influyendo en mantener niveles elevados de la
CV en las poblaciones de estas zonas. La caracterizacion de la AHI y del punto de equilibrio viral
en paises con elevada prevalencia del VIH, como Mozambique, es importante para la
descripcion de las dindmicas de transmisién a nivel poblacional y para poder evaluar

intervenciones de prevencion.

1.3.2 Transmision del VIH durante la fase aguda

Durante la AHI los niveles de ARN viral son extremadamente elevados, tanto en sangre

30, 76

como en los fluidos genitales, si los comparamos con los niveles en la fase crénica (figura
3). Ademas estos niveles de ARN viral aumentan y disminuyen paralelamente en sangre y
semen’®, de manera que es posible hacer estimaciones de la CV en los fluidos genitales a partir
de los niveles en sangre. Por cada logyp que incrementa la CV en plasma se le asocia un aumento
de mas de 2 veces el riesgo de transmision sexual ®. Aplicando modelos de probabilidad a estas
dinamicas virales en semen de individuos AHI, se calcula que la probabilidad de transmisidon
heterosexual es de 8 a 10 veces mas elevada entre el pico de viremia y el punto de equilibrio
viral, comparandolo con la transmisién durante la fase crénica °. Y si ademds se presenta
alguna enfermedad de transmision sexual (ETS), principalmente en el caso de Ulceras genitales,

la probabilidad de transmisién del VIH es todavia mas elevada #%2.

Cabe destacar que se han descrito niveles mds elevados de ARN viral durante su fase
aguda, de 3 a 4 veces mas, en semen de hombres infectados por el subtipo C en Africa

84

subsahariana que en el de hombres infectados por subtipo B en EEUU y Europa *, lo que

sugiere una mayor probabilidad de transmisién por subtipo C. Ademas, en regiones de Africa
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subsahariana dénde la malaria es una enfermedad endémica, se ha demostrado que durante
episodios agudos de malaria la carga viral del VIH se ve aumentada hasta 7 veces ®. Otros
autores sugieren que personas que viven en un area de elevada prevalencia del VIH y elevada
transmisién de malaria tendrian 2 veces mas probabilidad de infectarse por el VIH comparado

8 Todos estos

con aquellas personas que viven en un area de baja transmisién de malaria
resultados destacan la importancia del nivel de la CV en la transmisidn y refuerzan la hipétesis
de que la transmisién sexual del virus durante la fase aguda podria tener un papel destacado en

la propagacién del VIH ¥

. Efectivamente, se ha demostrado que el 50% de las nuevas
. . ’ . . . .z 89

infecciones podrian producirse en los 6 primeros meses de la infeccion °°. Hecho que refuerzan
varios estudios filogenéticos realizados en Europa dénde se sugiere que entre la mitad y un
tercio de las nuevas infecciones entre hombres que tienen sexo con hombres (HSH) se pueden

|’90, 91

atribuir a AH . Por otro lado, algunos modelos sugieren que si bien el riesgo de transmisidn

es mucho mas elevado durante la fase aguda comparandolo con la fase crénica o asintomatica,

la breve duracion de la AHI contribuiria en menor medida al mantenimiento de la epidemia®> *>.

Sin embargo, el hecho de que alrededor de la mitad de las personas que se encuentran
en la fase aguda no experimenten ningun tipo de signo o sintoma, o los que los presentan sean
muy inespecificos **, hace que estas personas no sean diagnosticadas. Si ademds tenemos en
cuenta, que en la fase aguda un test de diagndstico seroldgico rapido, cominmente usados en
los centros de asesoramiento voluntario en paises de baja renta, tendra un resultado serolégico
negativo, habrd un grupo de personas con elevados niveles de ARN viral que, sin tener
consciencia de su infeccidn, no adopten ningln tipo de prevencidn adicional ni modifiquen sus

habitos, contribuyendo en gran medida a la transmisién del VIH.

En una poblacién con alta seroprevalencia del VIH, como lo son muchos paises de Africa
subsahariana, es probable que la prevalencia de infecciones agudas sea muy elevada. Sin
embargo, fuera de la informacién recogida sobre poblacién de riesgo en clinicas de ETS °>°°, se
desconocen datos de la poblacién general que podrian ser de gran ayuda para ofrecer una

vision de la situacion de cara a evaluar medidas de prevencion.
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1.4 Deteccion de la infeccion por el VIH

El diagnostico del VIH es importante, no solamente de cara a la salud del sujeto, sino
también de cara a la transmisién por una directa correlacidn entre la CV del individuo y el riesgo

80, 97

de transmision sexual del VIH . Ademas, se ha descrito que la transmision sexual del VIH

puede ser 3.5 veces mas elevada en pacientes que desconocen estar infectados que en aquellos

98

diagnosticados °°, y que una vez conocedores de su estado adquieren cambios en su

comportamiento sexual °%; lo que tendra implicaciones para la prevencién de la transmision *%°.

El diagnostico del VIH se hace a través de la deteccién de anticuerpos, que indican la
seroconversién que ocurre alrededor de las 5-6 semanas después de la infeccién. La produccién
de anticuerpos especificos se mantendra durante el resto del curso de la infeccién (figura 6). Se
ha descrito un patrén evolutivo en la aparicién de marcadores viroldgicos y serolégicos durante
la infeccién por el VIH, definidos por los estadios de Fiebig %°, y que han dado lugar al desarrollo

de tests que detectan la infeccién por el VIH en sus distintas fases (figura 6).

1.4.1 Marcadores de las etapas aguda y reciente de la infeccion por el VIH

El primer signo de respuesta inmune a la
. L L Cuadro 2. Proteinas reactantes de fase
infeccidn por el VIH es la aparicién en plasma de
aguda
proteinas reactantes de fase aguda (cuadro 2)
Proteinas que se sintetizan en el higado
en respuesta a un proceso infeccioso,
replicando en la mucosa local, | inflamatorio o de enfermedad. Incluyen
proteina C reactiva, proteina amiloide A
sérica, componentes del complemento, y
infeccion >’. Seguidamente, se da un rapido | fibrindgeno. Estas proteinas  son
secretadas por los hepatocitos en una
respuesta mediada por citoquinas
aguda, ya se puede detectar virus en plasma, | liberadas por macréfagos y monocitos
en el foco de la inflamacidn o infeccion.

durante la fase eclipse, cuando el virus se estd

aproximadamente en los 10 primeros dias de la

aumento de ARN viral en plasma en la fase

hasta llegar a un pico de CV, entre las 3y 6

primeras semanas de infeccidn. Este aumento exponencial de los niveles de ARN viral estd
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clasificado como estadio | de Fiebig *° (tabla 2). Junto con los elevados niveles de ARN se
observa un incremento de citoquinas inflamatorias en plasma (figura 6), que probablemente
habran inducido la aparicidon de proteinas reactantes de fase aguda como causa de una intensa

respuesta inflamatoria (revisado en Cohen et al **!

). Durante este periodo y coincidiendo con el
rapido incremento y pico de ARN viral pueden aparecer signos y sintomas asociados con la
infeccidén aguda o también llamados “sindrome retroviral agudo”, incluyendo desde fiebre hasta

diarrea, faringitis, o artralgias entre otros 4

Aproximadamente una semana después de la deteccion de ARN viral, es posible detectar
el antigeno p24, proteina de la cdpside viral, en sangre (figura 5). La aparicion de p24 define el
estadio Il de Fiebig *° (tabla 2). Entre 5y 7 dias después de la deteccién de p24 empiezan a
emerger anticuerpos especificos contra el VIH (figura 6). Primero contra proteinas de la cédpside
(p24) y la envuelta (p160, precursora de p120 y p41) y progresivamente aparecen el resto. El
ultimo anticuerpo en ser detectado es contra integrasa (p31), de manera que la ausencia de
anticuerpo anti-p31 frente a la presencia del resto indicaria una seroconversién reciente

(western blot+ p31-, figura 6).

Proteina de superficie

gp120 \ Bicapa lipidica
Transmembrana ; e
gpd1 o~
Transcriptasa inversa (RT)
Proteasa (PR)
Matnz p17
Capside p24 Integrasa (IN)
Nucleocapside p7 RNA genomico (+)

Proteinas reguladoras

é Nef, Vif, Vpr, Vipu,

6.

102

Figura 5. Estructura esquematica de una particula de VIH ~*. Se puede observar la localizacién

de las proteinas que se detectaran en cada estadio de Fiebig.
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La deteccién de anticuerpos especificos se hace a través de ensayos inmunoenzimaticos
(EIA, del inglés Enzyme Immuno Assay; o ELISA en la figura 6). Alrededor de los 50 dias después
de la infeccion se pueden detectar inmunoglobulinas G (IgG) especificas contra el VIH mediante
EIA (o ELISA). Sin embargo, EIA mas sensibles ya son capaces de detectar IgM que aparecen
alrededor de la segunda o tercera semana de la infeccion, estadio Il de Fiebig (tabla 2: ELISA
positivo). A partir de la aparicion de los primeros anticuerpos, es posible detectar mediante la
técnica western immunoblot, otros anticuerpos que se unen a proteinas del VIH, como la

29,101

integrasa (p31)

En la figura 6 se muestran los diferentes estadios de la infeccién por el VIH definidos
segun la aparicién secuencial en la sangre de marcadores virales y de anticuerpos, detectados
mediante pruebas estdndar de laboratorio: VIH-ARN, proteina p24 de Gag, anticuerpos
especificos contra proteinas recombinantes (detectados por ELISA), anticuerpos que se unen a

proteinas virales fijadas (deteccidon por Western immunoblot). Resumido en la tabla 2.

Edipse | Il IV v VI
[ Viral RNA +
Gag p24 antigen +
ELISA +
1074 Western blot + 1000 —

- = Western blot + p31-

Western blot + p31+
10°4 \ CD4 counts —
Viral load
Strain-specific neutralizing 3
antibodies .
-5 . gp41 Antibodies 20—
Antibody-antigen complexes

Inflammatory cytokines =
CDB8 T-cell responses —

Acute-phase reactants 100 —|

Viral Load (virions/ml of plasma)
(swuysjja2) Junod skooydwiA| | .$ao

o . Viral latency

40 50 100 1000

0

Days since Infection

Figura 6. Estadios de la infeccién por el VIH caracterizados por la aparicién secuencial de

particulas virales y anticuerpos. Historia Natural e Inmunopatogénesis de la infeccién por el VIH
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.>8). Se dibuja la curva de carga viral y la del recuento de linfocitos T

(adaptado de Cohen, et a
CD4 como referencia; los marcadores aparecen como lineas horizontales en el grafico. Un signo
positivo indica un resultado positivo en las pruebas de laboratorio, un signo negativo un
resultado negativo, y un signo mdas-menos un resultado indeterminado. Las lineas horizontales
por debajo de la curva de carga viral representan la aparicidon de eventos clave y de respuestas

inmunoldgicas que no se pueden medir con ensayos clinicos estandar. Las lineas discontinuas

indican incertidumbre sobre cuando empiezan a aparecer tales eventos.

Tabla 2. Estadios de Fiebig (adaptado de Cohen, et al.'%%).

Duracion

Media (rango), dias

Estadio Estado definitorio y/o marcador Fase Individual Periodo cumulativo
o 1YY= S —— 10 (7-21) 10 (7-21)

I ARN viral positivo 7 (5-10) 17 (13-28)

Il Antigeno p24 positivo 5 (4-8) 22 (18-34)

Il ELISA positivo 3 (2-5) 25 (22-37)

v Western blot positivo o negativo 6 (4-8) 31 (27-43)

Western blot positivo, antigeno
\Y 70 (40-122) 101 (71-154)
p31 negativo

Western blot positivo, antigeno
Vi abierto -
p31 positivo

1.4.2 Pruebas diagndsticas para la infeccion por el VIH

La deteccidn de anticuerpos especificos se hace a través de ensayos inmunoenzimaticos

(EIA, del inglés Enzyme Immuno Assay; o ELISA en la figura 6), western immunoblot, o bien tests
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de diagndstico rapido (RDT, del inglés Rapid Diagnostic Test), que identifican las 1gG o IgM

especificas contra el VIH (tabla 2: ELISA positivo).

En los paises mas desarrollados, la prueba discriminatoria de infeccidn o screening, se
realiza mads cominmente mediante EIA y se confirma por la técnica western blot, técnicas que
requieren de su procesamiento en el laboratorio. Las pruebas EIA han ido evolucionando, asi los
test de primera y segunda generacién detectaban solo IgG con un promedio de 45-60 dias
después de la infeccidn, los de tercera generacién incorporaron la deteccidn de IgM, el primer
anticuerpo generado en la respuesta inmune, con un promedio de 20-25 dias después de la
infeccidn, y los de cuarta generacién combinan la deteccién de anticuerpos con la de antigeno
p24, detectando infecciones previas a la seroconversién ' (figura 7). De modo que los EIA de
cuarta generacién ya son capaces de detectar AHI tan solo una semana mas tarde que con la
determinacién de ARN viral 1. Sin embargo la mayoria de estos EIA antigeno-anticuerpo solo
dan resultados positivos o negativos y no distinguen entre positivo por la deteccion de
anticuerpo o por la de antigeno. Para tal distincién se requiere de un seguimiento del paciente y
mas pruebas complementarias, reduciendo su utilidad como prueba rutinaria en lugares con

recursos e infraestructuras limitados.

En la mayoria de paises en desarrollo el diagnéstico de la infeccién por el VIH se realiza,
normalmente, por pruebas seroldgicas de diagndstico rapido (RDT). Los RDT detectan
anticuerpos especificos contra el VIH que aparecen aproximadamente hacia la quinta semana
de infeccién *°°, cuando el pico de carga viral ha descendido. De manera, que en la fase previa a
la seroconversion, se obtendrda un resultado negativo mediante estas pruebas, durante un
periodo ventana que se prolongard hasta la aparicion de anticuerpos especificos contra el
VIH'®. Los RDT se realizan en los propios centros de salud, sin necesidad de infraestructuras
especiales y proporcionan un resultado en muy poco tiempo asegurando que el paciente lo

recibe 107/ 108

. Si bien, habra que realizar por lo menos 2 tests diferentes para confirmar un
resultado positivo. Aun y tratdandose de tests con una elevada especificidad de alrededor del

97%, la sensibilidad de la prueba puede disminuir en determinadas circunstancias, como en la
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deteccién de pacientes en fases avanzadas de la infeccién en los que los niveles de anticuerpos

son muy bajos '®°.

A estas pruebas rapidas también se las llama POC, del inglés Point of Care, ya que se
realizan en el mismo lugar donde se atiende a los pacientes. Las pruebas POC han tenido un
gran impacto por varias razones; por la facilidad de realizacién de la prueba que permite
aumentar el numero de individuos testados, y porque estos individuos reciben el resultado en
pocos minutos . Es decir, que se informa del resultado en la misma visita o el mismo dia de
consulta, evitando que los pacientes tengan que volver. Esto hace disminuir la pérdida de
pacientes en seguimiento ya que muchos no vuelven a buscar el resultado por razones tal como
la lejania al centro de salud o la pérdida de otro dia de trabajo. Otra ventaja de las pruebas POC
es que requieren menos infraestructura de laboratorio, lo que las hace potencialmente mas
baratas y sencillas, estdn pensadas para ser utilizadas en condiciones locales y dan un resultado
rapido que el personal sanitario puede valorar facilmente para tomar decisiones clinicas .
Ademads, la gran aceptabilidad que han tenido este tipo de tests en los paises en desarrollo,
donde se estdn utilizando desde hace mds de una década, las ha llevado a ser la prueba

112,113 an adultos y nifios mayores de 18 meses. Sin embargo,

estandar para la deteccidn del VIH
estos RDT, desafortunadamente, no detectan a los individuos durante la AHI, fase previa a la

seroconversion.
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Figura 7. Aparicion secuencial de los marcadores de infeccion por el VIH para su diagndstico en
laboratorio, y limite de deteccidn en el tiempo para cada prueba EIA. También se especifica el
inicio y duracion de cada fase hasta el primer afio después de la infeccion (adaptado de Branson

et al.1®).

1.4.3 Desarrollo de nuevas técnicas para la deteccion del VIH en las etapas tempranas

de la infeccidn

A pesar de la gran importancia de las fases tempranas de la infeccién por el VIH en la
transmision sexual, la deteccion de AHI o de infecciones recientes no es comun incluso en zonas
de elevada prevalencia del VIH en Africa subsahariana. La falta de tests adecuados a estas
necesidades, que permitan hacer un diagndstico de las fases tempranas de la infeccion en el

POC, se suman a la dificultad de su identificacion.

Sin embargo, y debido a un creciente interés de la comunidad cientifica, se ha
desarrollado un campo de investigacién dedicado a facilitar la deteccién de la infeccién aguda
por el VIH. Por un lado, se detecta el ARN viral en aquellos sujetos seronegativos por el VIH.

Para este fin se utilizan técnicas mas sensibles, y a su vez costosas econdmica y técnicamente,
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como los test de amplificacidon de acidos nucleicos o NAAT (del inglés Nucleic Acid Amplification
Test) adaptandolos a algoritmos de riesgo para identificar el maximo nimero de personas

114

infectadas y a la vez reducir el nimero de pruebas ~~". O bien, testando varios individuos a la

vez haciendo un pool de muestras y desglosando aquellos pool positivos hasta la determinacién

de una sola muestra 18

, 0 incluso ambos; todo de cara a reducir tiempo y coste. Estos
algoritmos estdn integrados en las recomendaciones del CDC para el manejo de pacientes de
alto riesgo para la infeccién por el VIH. Ademas, en algunos estados de EEUU, como Carolina del
Norte, el departamento de salud publica recomienda y financia las pruebas para la deteccién de
AHI en todos los pacientes VIH seronegativos que se somenten a un test voluntario para el

117,119
VIH .

Por otro lado, y en relacién a los EIA de cuarta generacién comentados anteriormente,
se han desarrollado tests que incorporan la deteccién de antigeno p24. Como ejemplo est3 el
Architect HIV Ag/Ab Combo assay que fue aprobado en Junio de 2010 por la FDA (Food and
Drug Administration de EEUU) y que demuestra una elevada sensibilidad (99.93%) y
especificidad (98.79%) para detectar el VIH **°. O el Determine HIV-1/2 Ag/Ab que, ademds de
ser un RDT, da resultados por separado si la positividad es por antigeno o anticuerpo,

101, 121 e
. Sin

permitiendo diferenciar si el individuo se encuentra en la fase aguda de la infeccién
embargo, este ultimo fue evaluado en un estudio reciente llevado a cabo en Malawi y mostré
una baja sensibilidad en la deteccién de antigeno al no identificar ninguno de los 8 casos de

infeccion aguda incluidos en el panel *2.

Ademas, se han desarrollado otro tipo de EIA destinados a diferenciar entre infecciones
recientes y crénicas o establecidas '*3, basados en la cantidad de anticuerpos VIH-especificos o
en la fuerza de unidn a antigeno o avidez. Estos EIA no identifican casos de AHI pero discriminan
entre las infecciones recientes estimadas a 6 meses desde la infeccién por el VIH y las
infecciones crénicas. Si los titulos de anticuerpo, o la avidez, son bajas es muy probable que se
trate de una infeccidn reciente. Para la determinacién de los titulos de anticuerpos, tests como
BED capture enzyme-immunoassay (BED-CEIA) o Vironostika miden la proporcion de

anticuerpos VIH-especificos que ird en aumento conforme avanza el tiempo de infeccién. Por lo
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gue niveles bajos de anticuerpos VIH-especificos por debajo de un umbral establecido definirdn
una infeccidn reciente, mientras que niveles por encima del umbral determinaran una infeccién

establecida por un periodo mas largo de tiempo "°.

El otro método basado en la avidez de los anticuerpos se conoce como Al (de inglés,
Avidity Index) y se basa en que la fuerza de interaccién antigeno-anticuerpo presente durante la
infeccidn reciente es débil porque la mayoria de anticuerpos en esta fase son de baja avidez.
Ambos métodos se utilizan en individuos que presentan una serologia positiva confirmada. Esta
estrategia para la identificacion de individuos con infecciones recientes es también conocida
como STARHS (del inglés, Serologic Testing Algorithm for Determining Recent HIV

Seroconversion).

Ademas de su utilidad en la identificacion de individuos durante infecciones recientes,
estos tests también son utilizados para realizar estimaciones de la incidencia del VIH. El test mas

172,123,124 i embargo,

ampliamente utilizado para este tipo de mediciones es BED-CEIA
existen algunas limitaciones en el uso de este tipo de pruebas, en particular respecto a su
especificidad. El avanzado estado de SIDA asi como el tratamiento con TARGA, pueden llevar a
bajos niveles de anticuerpos y asi enmascarar los resultados llevando a diagnosticar falsas
infecciones recientes. Para evitar estas clasificaciones erréneas se sugiere aplicar logaritmos

125, 126

calculados sobre la misma poblacidn de estudio, destinados a excluir los falsos recientes ,

o utilizar dos metodologias diferentes para la determinacion.

El uso de las tecnologias descritas para la determinacién de AHI e infecciones recientes
(deteccion de ARN viral, EIA) es costoso e implica dificultades técnicas, requiriendo tecnologias
especificas y formacion tanto para su realizacidn como para su interpretacién. El desarrollo de

RDT para la deteccién de p24 o, para la deteccién de un umbral de cv

, seria un gran logro
gue ademas permitiria la expansion de la deteccidn de infecciones por el VIH en sus fases

tempranas.
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1.5 Estrategias de prevencion de la infeccion por el VIH en Africa subsahariana

A lo largo de estos 30 afios de epidemia, y en ausencia de una vacuna preventiva contra
el VIH, se han disefado variadas estrategias dirigidas a prevenir la transmisién del VIH a partir
de diferentes enfoques: biomédicos, conductuales y socio-estructurales. Desde un punto de
vista biomédico, se han desarrollado diversas estrategias que comprenden desde el uso de
farmacos antiretrovirales dirigidos hacia la disminucién del nivel de virus libre en plasmay de
los fluidos genitales, hasta el disefio de pruebas para la deteccion del VIH enfocados a la criba
de sangre de donantes de los bancos de sangre, reduciendo el riesgo de infeccién a través de
sangre contaminada por el VIH, o intervenciones quirdrgicas como la circuncisién masculina, de
la que se evidencia una reduccién en la adquisicién del VIH en hombres heterosexuales **’.
También se han puesto en practica estrategias de tipo conductual, como la creacién de centros
especificos dirigidos al asesoramiento y pruebas voluntarias para el VIH, campanas de
educacién sobre modos de transmision y como evitarla, y promociéon del uso correcto del
preservativo. Ademas, en el dmbito socio-estructural se han llevado a cabo intervenciones a

128, 129

nivel de poblaciones de riesgo (HSH, trabajadoras del sexo , usuarios de drogas

inyectables), o poblaciones vulnerables (mujeres en paises en desarrollo sin independencia

130,131

econémica ) introduciendo cambios en su entorno socio-econémico.

En el ambito biomédico, la utilizacion de TARV como medida de prevencién se ha
utilizado para evitar la transmisién madre-hijo (MTCT), la transmisién sexual entre parejas
serodiscordantes, como profilaxis después de una exposicion accidental, o incluso como

profilaxis antes de una exposicién (PrEP, del inglés pre-Exposure Profilaxis).

El uso de TARV como estrategia de prevencidn ha demostrado tener un gran efecto en la

disminucién de la transmision en MTCT. Asi, en mujeres VIH-positivas el uso de TARGA reduce

132 133

la transmision hasta un 1.2% ~°, o en mas del 10% con el uso de monoterapia ~°, en

comparacién con el 25-40% de transmisién en ausencia de tratamiento en paises en

134, 135

desarrollo . Respecto a la transmisién sexual, mas recientemente se ha demostrado una

disminucién del 96% en la transmisién entre parejas discordantes en que la pareja seropositiva

136

inicia tratamiento antirretroviral temprano ~°. Por otro lado, el PrEP se esta viendo como una
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estrategia de creciente interés, y en esta direccion, recientemente se han publicado resultados
de 4 estudios que evaluaban la profilaxis pre-exposicién. Estudios que han demostrado una

reduccion en la transmision del VIH entre el 39% y el 73% 37138139140

. Sin embargo, existen
varias consecuencias a largo plazo derivadas de la estrategia PrEP que deberian tomarse en
cuenta. Por un lado, el aumento potencial de resistencias a antirretrovirales, que limitaria las
opciones de tratamiento principalmente en paises en desarrollo donde los tratamientos de
segunda linea son limitados. Y por otro, el aumento de un comportamiento de riesgo en estos

pacientes 4% 142,

Algunos autores, sin embargo, abogan por el uso de tratamiento antirretroviral e
intervenciones conductuales (p.ej. test & treat, testar y tratar) dirigidas a individuos en las fases
iniciales de la infeccion de cara a reducir la transmisién del VIH. Sosteniendo la dificultad de
eliminar el VIH de una poblacién si no se incluyen los individuos recientemente infectados™****°.
La estrategia “test & treat”, durante cualquier fase de la infeccion, estd enfocada a la reduccién
de la transmision a nivel de la poblacion por la supresién viral en el individuo tratado, y por el
uso de medidas de proteccion en el individuo diagnosticado. Sin embargo, para que esta
estrategia sea coste efectiva, se ha sugerido, mediante modelos, que la periodicidad de los test
deberia ser desde anual y empezando tratamiento inmediato '**, a cada 3-5 afios dependiendo

del contexto epidemioldgico y la cobertura antirretroviral *°.

En esta direccién, se puede observar el impacto del aumento de cobertura por TARV y la
reduccién de la transmisién a nivel de poblacién. Resultados de un estudio ecolégico en Canada
muestran la asociacion entre el incremento de cobertura de TARV en una comunidad, la
disminucidn la carga viral de la comunidad y la disminucién de nuevos casos anuales del VIH. Se
estimé que durante un periodo de 4 ainos en los que aumentd la cobertura de TARV los nuevos

147 Ademaés, otro estudio llevado a cabo en

diagndsticos del VIH disminuyeron hasta un 30%
EEUU propone la carga viral de la comunidad como marcador biolégico del estado de la
epidemia del VIH; como reflejo de la potencial transmisién del VIH en la comunidad, y como
herramienta para desarrollar intervenciones de prevencién dirigidas a las areas mas afectadas

por el VIH , entre otras *%. Otras estrategias defienden dirigir la deteccion y tratamiento hacia
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personas con cargas virales muy elevadas, por encima de un umbral especifico, como medida

preventiva en la transmisién del VIH ¥ *°,

Cabe destacar que las estrategias actuales de prevencién del VIH no son lo bastante
eficaces en la deteccion de las infecciones en fases tempranas. Como se ha comentado con
anterioridad, en la mayoria de paises, tanto industrializados como en fase de desarrollo, se
observa que los individuos se presentan a su primer diagndstico en fases tardias de la infeccidn,
dejando a entrever el desconocimiento de su seroestatus durante largo tiempo, y su

131152 Ademaés, esto

consecuente contribucién a la transmisién y mantenimiento de la epidemia
tiene implicaciones a nivel clinico, ya que se asocia una mayor mortalidad de estos individuos

tras el inicio de tratamiento 3 Yy un mayor coste sanitario >4,

Para que las actividades de prevencién de la infeccion por el VIH sean eficaces es
importante detectar las infecciones cuanto antes en el curso de la infeccién mejor ’°. Un estudio
multicéntrico realizado en EEUU sefiala que el conocimiento de un diagndstico positivo de
infeccién aguda o reciente por el VIH influye considerablemente hacia un cambio de
comportamiento a corto plazo en estas personas durante las semanas posteriores al
diagndstico. El estudio muestra mas de un 90% de reduccién en las conductas sexuales de
riesgo en individuos informados sobre su infeccién aguda por el VIH que mayoritariamente eran
HSH *°. Estos resultados reflejan que en una etapa de corta duracién como la AHI este tipo de

estrategias podria tener un gran impacto a nivel de prevencion.

En general, existe una amplia evidencia respecto al efecto preventivo de TARV en la

134

transmisién del VIH, empezando por los estudios de MTCT ~™, y mads recientemente los estudios

136

en parejas serodiscordantes ~". En esta linea, varios autores han sugerido que en ausencia de

una vacuna que pueda prevenir la infeccién, una vacuna que reduzca los niveles de ARN viral

podria ser una estrategia eficaz > *°°

. La disminucién de la CV en el punto de equilibrio hasta
niveles indetectables reduciria tanto la progresién de la enfermedad como la transmision,

ademas de evitar a los pacientes los complejos tratamientos antivirales actuales.
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Estudios en primates inmunizados con vacunas que inducen respuesta T celular han

demostrado una reduccién en la viremia y una mejor supervivencia en estos animales **” % E

n
la actualidad varios grupos trabajan en esta direccidon con el propdsito de diseiiar una vacuna
que induzca respuesta T celular contra el VIH en humanos y reduzca los niveles de carga viral

por un largo periodo de tiempo *°1%4,
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

En una poblacién con alta seroprevalencia del VIH, la prevalencia de infecciones agudas
y recientes serd muy elevada y esta poblacién podria ser una diana para intervenciones

de prevencién de la transmisidén o para preservar el sistema inmunoldgico.

En una regiéon con malaria endémica y elevada prevalencia del VIH, algunos sintomas
inespecificos de la infeccidon aguda por el VIH, como fiebre, pueden confundirse con
malaria clinica. Por tanto, una poblacidn acostumbrada a buscar atencidn sanitaria por
sintomas de malaria, puede suponer una ventaja de cara a focalizar la identificacidon de

personas con AHI.

Hay poca informacién sobre el punto de equilibrio de la carga viral del VIH en Africa
subsahariana. Un conocimiento de sus niveles y variaciones es importante para el
desarrollo de intervenciones cuyo objetivo es disminuir el punto de equilibrio de la carga

viral.

OBIJETIVOS

Objetivo general:

Caracterizar la infeccién por el VIH en sus fases tempranas en una poblacién de adultos de una

zona semi-rural de Africa subsahariana con elevada prevalencia del VIH.

Objetivos especificos:

1. Explorar la viabilidad de identificar infecciones agudas e infecciones recientes por el VIH en

Manhica, Mozambique; una region con elevada prevalencia del VIH y endémica para

malaria.
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1.1. Caracterizar la prevalencia de la infeccién aguda por el VIH (AHI) en adultos que acuden

a las consultas externas con fiebre reportada.

1.2. Describir las caracteristicas clinicas de los pacientes AHI.

1.3. Caracterizar los parametros inmunovirolégicos de los pacientes AHI: niveles de carga

viral, recuento de células T CD4, T CD8 y activacién celular durante el seguimiento.

2. Caracterizar la prevalencia de las infecciones recientes por el VIH en adultos seropositivos
gue se presentan en el centro de asesoramiento y pruebas voluntarias para el VIH (VCT)

en Manhica, Mozambique.

2.1. Caracterizar los parametros inmunovirolégicos de las infecciones recientes en esta
poblacién: niveles de carga viral, recuento de células T CD4 y T CD8 durante el

seguimiento.

2.2. Determinar el punto de equilibrio de la carga viral del VIH en el primer afo de la

infeccion.
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Contexto del Estudio

3.1

3. CONTEXTO DEL ESTUDIO

Area y poblacién de estudio

Los estudios que componen esta tesis se llevaron a cabo en el distrito administrativo de

Manhica, en la provincia de Maputo, al sur de Mozambique (ver localizacién en figura 8). Los

datos utilizados en los estudios fueron recogidos a través de una colaboraciéon entre el Centro

de Investigacion para la Salud de Manhiga (CISM, Centro Investiga¢gdo em Satude da Manhica) y

el Centro de Investigacion en Salud Internacional de Barcelona (CRESIB, Centre de Recerca en

Salut Internacional de Barcelona) en el Hospital Distrital de Manhica (HDM) (figura 9).

Distrito de Manhica -

Mozambigue

Figura 8.
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distrito de Manhica y del

area de estudio

(http://www.manhica.org). Las zonas en verde sefialan el area de estudio (bajo vigilancia

demografica), y la “G” los centros de salud dentro del area.
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Manhica es una poblacién semi-rural, asentada en la ribera del rio Incomati. Las
viviendas tipicas consisten en chozas de cafia con techo de paja o de uralita. La mayor parte de
la poblacidn se autoabastece de su propio cultivo que consiste principalmente de mijo y
tapioca. La fuente mas importante de actividad econdmica son las dos fabricas de azucar de la
zona *®. Sin embargo, hay un constante flujo migratorio entre el sur de Mozambique vy la
Republica de Sudafrica (RSA) en busca de trabajo en las minas, lo que hace que el 30% de los

hogares estén dirigidos por mujeres *’.

Manbhica se encuentra en una regién con elevada prevalencia de malaria y VIH, siendo la
malaria una de las principales causas de morbilidad y mortalidad. En el periodo entre 2003-
2005, el 30% de las consultas externas y el 49% de las hospitalizaciones en nifios se asociaron a

166,187 "En cuanto al VIH, se ha observado un aumento de la prevalencia entre mujeres

malaria
en edad reproductiva del 12% en 1999 a un 43% en 2010 **. Ademas, la transmission madre-hijo
(MTCT) se encuentra alrededor del 12% en el primer mes de vida desde la introduccién de la

prevencién de la MTCT en 2003 &,

Figura 9. Centros de recogida de datos para el estudio: a. Centro de Investigacion en Salud de

Manhiga (CISM), b. Hospital Distrital de Manhigca (HDM), c. Consultas externas en el HDM.
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El HDM, donde se llevé a cabo el reclutamiento y seguimiento de los pacientes incluidos
en los estudios que engloban esta tesis, esta contiguo al CISM, y es uno de los centros de salud
de referencia en la zona (figura 9). El HDM, con 110 camas, consta de clinica de salud materno-
infantil, centro de asesoramiento y pruebas voluntarias para el VIH (VCT), consultas externas, y

185 Desde 2003, el CISM colabora con el gobierno de Mozambique en el

clinica de urgencias
programa para el control del VIH/SIDA a través del establecimiento y soporte continuado del
VCT vy hospital de dia para pacientes con VIH, contiguo al HDM, con el abastecimiento de
farmacos antiretrovirales y tests de diagndstico rdpido, y contribuyendo con la asistencia a los
pacientes entre otras cosas. Los servicios del VCT y la profilaxis para la prevencién de la

transmisidén madre-hijo en la clinica antenatal, estan disponibles en el CISM desde el afo 2003 y

el TARGA desde 2005.

En la figura 10 se puede observar la consulta del VCT y una de las pruebas para la

determinacion de serologia contra el VIH utilizadas en el centro.

Figura 10. Centro de prueba y asesoramiento voluntario para el VIH: a) consulta de

asesoramiento; b) RDT para la determinacioén seroldgica de anticuerpos contra el VIH.

3.2  Vigilancia Demografica

Desde 1996, el Centro de Investigacién en Salud de Manhica (CISM) lleva a cabo un
sistema de vigilancia epidemioldgica (DSS, del inglés Demographic Surveillance System) para
eventos vitales y migraciones. Se estima que hay aproximadamente 180.000 habitantes en el

distrito y que el DSS cubre un area de aproximadamente 90.000 habitantes bajo una extension
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de 500km? seglin datos de 2010 (figura 8). A cada persona que vive en el 4rea se le otorga un
numero de identificacion permanente (perm-id). Esto permite recoger informaciéon demografica
gue incluye migraciones, muertes y nacimientos de todos los residentes de la zona a través de
visitas periddicas a todas las unidades familiares. Los trabajadores de campo del departamento
de demografia del CISM son quienes recogen la informacién mediante las visitas a los hogares
cada 6 meses. La informacién se recoge en cuestionarios estandarizados que se digitan en el
centro de digitacién de datos del CISM (figura.11). Los datos son entrados por duplicado en la
base de datos usando un programa escrito en FoxPro versién 5.0 (Microsoft Corp., Seattle, WA,

USA).

Figura 11. Sistema de vigilancia demografica. a) trabajador de campo del departamento de
demografia durante una visita para la actualizacion de los datos demogréficos. b) trabajadores
de demografia preparando sus salidas. c) trabajadores del centro de digitacién de datos

introduciendo la informacidn en el sistema informatico del CISM.

Los datos utilizados en los articulos que componen esta tesis se recogieron a partir de
cuestionarios, especificos para el estudio y para cada visita de seguimiento, y se introdujeron en
las bases de datos correspondientes a cada estudio, de la misma manera que los datos
demograficos. Las bases de datos se mantienen localmente en el CISM. Todos los pacientes se
identificaron con un nimero de estudio asignado el dia del reclutamiento. Los cuestionarios y
las muestras se identificaron con el nimero de estudio y un nimero Unico o “brady”, ademas
del nimero de identificacién permanente (perm-id) de cada paciente. Para el estudio en el que
se basa el primer articulo se reclutaron los pacientes en las consultas externas del HDM,

mientras que para el segundo articulo los pacientes fueron reclutados en el VCT.
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Contexto del Estudio

Todos los pacientes incluidos en el estudio dieron su consentimiento por escrito siendo

previamente informados de él.
Se obtuvieron aprobaciones éticas de los siguientes érganos:

Comité Mozambiquefio Nacional de Bioética (Comité Nacional de Bioética para a saude,
ref. 232/CNBS/07); y del Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Clinic de Barcelona
(ref.2007/3943).
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RESUMEN

OBIJETIVO:

Determinar la prevalencia de infecciones agudas por el VIH (AHI) dentro de la poblacion VIH
seronegativa que se presenta en un hospital distrital del sur de Mozambique con fiebre o fiebre

reportada, y evaluar los parametros clinicos, inmunolégicos y viroldgicos de la AHI.

METODOS:

Este estudio se disefid como un estudio prospectivo observacional. Entre Junio y Julio de 2008
se reclutaron 472 adultos que acudieron al hospital distrital de Manhica (HDM) con historia de
fiebre. Los pacientes entraron en la criba de AHI Unicamente si su serologia para el VIH era
negativa por test rapido (RDT) de deteccion de anticuerpos (Determine, Abbott ark Illinois, USA;
y Unigold, Trinity Biotech CO., Wicklow, Ireland), y se les hizo una determinacién con RDT de
malaria para descartar fiebre por esta etiologia. En el caso de un RDT de malaria positivo se

realizaba una gota gruesa para la confirmacidn de parasitos en sangre. Para la deteccién de ARN
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viral se testaron varios individuos a la vez haciendo un pool de los plasmas de pacientes
seronegativos para el VIH, cada 5 plasmas en 1 muestra (1:5). Cuando alglin pool resultaba
positivo, se volvian a testar cada plasma individualmente. Los pacientes AHI (serologia negativa
y ARN de VIH positivo) recibieron su resultado 7 dias después del reclutamiento y se les invit6 a
volver a las visitas de seguimiento a los 4 y 10 meses. Estas visitas incluyeron un examen clinico,
determinacion seroldgica del VIH, cuantificacion de ARN viral, recuento de células T CD4, T CD8

y porcentaje de activacién celular.

RESULTADOS PRINCIPALES:

= De los 472 pacientes que se presentaron en el HDM con fiebre reportada, 346 cumplian
los requisitos de inclusién y aceptaron participar en el estudio. Se determiné una
prevalencia del VIH por serologia positiva de 37.8% (131/346; 95% ClI 32.7-43.2%) en

pacientes que previamente desconocian su estado serolégico.

= La prevalencia de malaria detectada por RDT fue de 16.1% (95% Cl 12.5-20.4%) en el
total de los pacientes. Mientras que estratificando por serologia de VIH, fue
significativamente mas elevada en el grupo VIH-seropositivo que en el VIH-seronegativo

(21.4% vs. 13%, p=0.041).

= De los 215 pacientes con serologia negativa, 211 fueron analizados para Ia
determinacién del ARN-VIH que fue detectado en 7 pacientes, presentando una

prevalencia de AHI en la poblacién seronegativa de 3.3% (7/211; 95% Cl 1.3-6.7%).

= la sintomatologia mas comun presentada por los pacientes VIH-seronegativos ARN-VIH
positivos fueron sintomas consistentes con un sindrome mononucleésido para 4

pacientes de los 6 en seguimiento, y dolor de garganta para los 6.

* La mediana de los niveles de ARN viral al diagndstico fue de 6.21 logio copias/ml (IQR
5.92-6.41), significativamente mas elevada que a los 4 meses [5.43 logyo copias/ml (IQR

4.72-5.83) p=0.04]. En la visita de seguimiento a los 10 meses, los niveles de ARN viral
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presentaban valores medianos de 5.02 log;o copias/ml (IQR 4.85-5.34), sin diferencias

significativas respecto a los 4 meses.

EL recuento de células CD4 a dia 7 del diagnéstico mostraba valores medianos de 384
células/ul (IQR 239-441), con valores muy heterogéneos entre pacientes que se
homogeneizaron a los 4 meses con una mediana de 381 células/ul (IQR 365-428). A los
10 meses de seguimiento los valores aumentaron hasta una mediana de 519 células/ul

(IQR 416-582).

El porcentaje de células T CD8 activadas, a dia 7 del diagndstico, mostraba valores de

mediana del 68.4% de las células T CD8 (IQR 59.6-87.8) expresando CD8 y HLA-DR.
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CONCISE COMMUNICATION

identification and follow-up

Emilio Letang?®, Tacilta Nhampossa®©, Eliana Ferreira®

Pedro Alonso®” and Denise Naniche?

Objectives: To determine the prevalence of acute HIV infection (AHI) within the HIV-
seronegative adult population presenting with reported fever in a district hospital in
southern Mozambique and evaluate clinical, immunological and virological
parameters of AHI.

Design: This is a prospective observational study.

Methods: Three hundred and forty-six adults presenting with reported fever at an
outpatient ward at the Manhicga District Hospital in Mozambique were screened for AHI
by HIV rapid serology testing, followed by HIV-RNA testing in HIV-seronegative
individuals. Plasma from HIV-seronegative patients was pooled in the ratio of 1:5
for HIV-RNA testing. Whole blood was used for Plasmodium falciparum rapid test
determination at screening visit. Follow-up visits at day 7, 4 and 10 months included
clinical examination, HIV serotesting and assessment of HIV-RNA, CD4 cell counts and
percentage of activated CD8 T cells.

Results: HIV serotesting revealed that 37.8% (95% confidence interval 32.7-43.2) of
the adults had previously undiagnosed established HIV infection. Among the HIV-
seronegative patients, 3.3% (95% confidence interval 1.3-6.7) were found to have
AHI as demonstrated by positive HIV-1 RNA testing. Median HIV-1 RNA levels at
diagnosis of AHI were 6.21 log; copies/ml (interquartile range 5.92—-6.41) and sig-
nificantly higher than median HIV-RNA load at 4 months. At day 7 after screening,
patients showed a median CD4 cell count of 384 cells/pl (interquartile range 239-441)
and a median percentage of activated CD8 T cells of 68.4% (interquartile range 59.6—
87.8).

Conclusion: Of patients reporting with fever, 3.3% were shown to be potentially due to
AHI. High prevalence of AHI in southern African populations may warrant investigation
of tools and target populations for AHI screening as a novel way to address HIV
prevention. © 2010 Wolters Kluwer Health | Lippincott Williams & Wilkins
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Introduction

Acute HIV infection (AHI) corresponds to the initial
phase of HIV infection in which virus is actively
replicating but seroconversion has not yet occurred [1].
During AHI, high levels of plasma HIV-1 RNA are
accompanied by high levels of virus in genital secretions,
reportedly higher for subtype C viruses present in
southern Africa [2,3]. It has thus been suggested that AHI
and the early months of HIV infection may contribute
disproportionally to the transmission of HIV and
constitute a major motor of the HIV pandemic [4-6].
AHI usually lasts for 3—4 weeks [7], and approximately
half of the patients develop nonspecific flu-like or
mononucleosis-like symptoms, including mainly fever, as
well as myalgia, arthralgia, rash and sore throat. As a very
nonspecific syndrome, symptomatic AHI is likely to be
underreported. Furthermore, the remaining AHIs are
asymptomatic and go unnoticed, making AHI very
challenging to diagnose.

It has been difficult to identify AHI in Europe and other
developed countries, thus it is thought to be even more
challenging in Africa. Most studies [4,8—10] seeking to
assess AHI have targeted sexually transmitted diseases
(STDs) clinics. However, outpatient triage may be a
relevant place to screen for AHI in parts of Africa with a
high prevalence of malaria, where people with signs of
fever are accustomed to presenting at the health post for
malaria testing. Although approximately 25-35% of
fevers in outpatient consultations are due to malaria [11],
most of the remaining fevers have unknown cause, and in
a population with high HIV prevalence, a proportion of
fevers could be due to symptomatic AHI. The main
objective of the study was to assess the prevalence of AHI
in patients presenting with reported fever at an outpatient
triage in southern Mozambique and to characterize the
cases of AHI. Secondarily, clinical presentation and
immune activation were assessed in order to shed light on
characteristics of AHI subtype C infections.

Methods

Study population and visits

The participants were recruited between June and July
2008 at the Manhica District Hospital (MDH) in
Manbhica, southern Mozambique. The Centro de
Investigagio em Saude de Manhica (CISM) has been
conducting continuous demographic surveillance in the
district since 1996 that covered a population of 82000

persons at the time of this study. Adults over 18 years old
presenting with reported fever at the MDH outpatient
ward were invited to participate if they fulfilled the
following criteria: permanent residents of the demo-
graphic surveillance study area, acceptance of HIV testing
and not in follow-up at the HIV day hospital.

Participants were considered for HIV-1 RNA testing only
if HIV-1 serology was negative by antibody rapid test
(Determine; Abbott Laboratories, Abbott Park, Illinois,
USA and Unigold; Trinity Biotech Co., Wicklow,
Ireland). Patients diagnosed with AHI (defined by a
negative serology and positive HIV-1 RNA test) received
their results 7 days after enrolment and were invited for
follow-up wvisits at 4 and 10 months for CD4 cell count
and HIV-1 RNA viral load assessment. Basic clinical and
epidemiological data were recorded at the screening visit.
For the AHI patients returning for 7-day visit, repeat HIV
rapid testing confirmed seronegativity and a more
extensive clinical questionnaire was given to describe
clinical features.

Subsequent seroconversion of AHI patients was later
ascertained by serotesting, and all HIV-positive individ-
uals were referred for clinical management according to
national guidelines.

Written informed consent was obtained from patients
prior to participation. The study protocol was reviewed
and approved by the Mozambican National Bioethics
Committee and the Hospital Clinic of Barcelona Ethics
Review Committee.

Laboratory procedures

HIV-RNA determinations

HIV-1 RNA levels were determined from cryopreserved
plasma samples with the commercial Roche Amplicor
Monitor, version 1.5 (Roche Diagnostics, Basel,
Switzerland) technique for amplification and quantifi-
cation of HIV-1 RNA. Lower limit of detection was
400 copies/ml.

A plasma pooling scheme was adapted from previous
studies [12,13]. Briefly, plasma samples were pooled in the
ratio of 1:5 in a 200-pl aliquot. If any pool was found to
be positive, individual specimens were re-tested.

Malaria determination

Blood finger prick was used for the Plasmodium falciparum
rapid test determination (ICT Diagnostics, Cape Town,
South Africa) at screening according to manufacturer’s
instructions.

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.
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Immunology determinations

CD#4 cell counting was performed after staining with
labelled antibodies: CD4, CD3, CD8 and CD45 in
TruCount tubes (Becton Dickinson Biosciences, San
Jose, California, USA). Activated CD8 cells were
identified after staining with CD3, CD8, CD38 and
human leucocyte antigen (HLA)-DR antibodies.
Samples were assessed by flow cytometry on a
FACSCalibur (Becton Dickinson Biosciences).

Statistical analysis

Proportions for categorical variables were compared
using the Pearson chi-squared test. The Wilcoxon rank-
sum test was used to compare medians of continuous
variables with nonnormal distribution and the Wilcoxon
signed-rank test to compare paired groups. Statistical
analyses were performed using STATA version 9 (STATA
Corp., College Station, Texas, USA).

Results

Characteristics of the study population

Of the 472 individuals presenting at an outpatient ward
between June and July 2008 with reported fever and
fulfilling  recruitment criteria, 73.3% (346/472)
gave informed consent to participate in the study. HIV
seroprevalence based on rapid testing was found to be

37.8% [95% confidence interval (CI) 32.7—43.2] (Table 1).

Ages ranged from 18 to 86 years, with a median age of 33
years [interquartile range (IQR) 27—44 years|. Table 1
provides information about general characteristics of

patients according to HIV serostatus. In the HIV
serology-negative group, the median age for men was
significantly younger than for women [median 30 years
(IQR 24—43) versus median 38 years (IQR 26-51),
respectively, P=0.021].

The main reasons for consultation accompanying fever in
both HIV-seropositive and HIV-seronegative patients
were arthralgias and cough followed by diarrhoea and
sore throat. Although all patients reported fever in the
previous 24h, only 9.7% of the HIV-seronegative
individuals had fever on the day of attendance (Table 1).

The prevalence of P, falciparum malaria as detected by rapid
testing was 16.1% (95% CI 12.5—20.4) in the overall group
(n=2346). However, after stratifying by HIV serostatus,
prevalence of malaria was significantly higher in HIV-
seropositive patients than in HIV-seronegative individuals
(21.4 and 13%, respectively, P=0.041, x* test).

Prevalence of acute HIV infection

Among the 215 HIV-seronegative individuals presenting
with reported fever, results for HIV-1 RNA levels were
available for 211 individuals. HIV-1 RINA was detected in
seven of 211 specimens giving an AHI prevalence of 3.3%
(95% CI 1.3-6.7). None of the AHI cases were diagnosed
with malaria. HIV-1 RNA level in AHI patients was very
high at diagnosis, with a median of 6.21 log;, copies/ml
(IQR 5.92—-6.411og;, copies/ml) (Table 2).

Evaluation of clinical, immunological and
virological parameters of acute HIV infection
Six of the seven AHI cases identified were followed for
10 months; one was lost to follow-up after screening.

Table 1. General characteristics, stratified by HIV serostatus, of the population presenting to the adult outpatient ward for reported fever.

HIV-1-positive, n (%)

HIV-1-negative, n (%)

Demographic characteristics
Overall
Sex
Male
Female
Age (years)
18-30
+31-40
41-50
50
Reported complaint®
Arthralgias
Cough
Diarrhoea
Sore throat
Clinical observations
Fever present™
Mononucleosis-like symptoms™***
Malaria rapid test positive

131 (37.8) 215 (62.2)
54/131 (41.2) 74/215 (34.4)
77/131 (58.8) 141/215 (65.6)
51/127 (41.2) 84/209 (40.2)
43/127 (33.9) 47/209 (22.5)
21/127 (16.5) 31/209 (14.8)
12/127 (9.5) 47/209 (22.5)

38/93 (40.9) 79/166 (47.6)
43/93 (46.2) 61/165 (37.0)
14/93 (15.1) 23/170 (13.5)
13/93 (14.0) 18/165 (10.9)
ND 21/215 (9.7)

3/93 (3.2) 8/164 (4.9)

28/131 (21.4) 28/215 (13.0)

ND, no data.
*All numbers may not sum up to 131 and 215 due to missing data.
**Defined as >37.5°C.

***Defined as reported fever and accompanied by arthralgias and sore throat.

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.
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£ é 3732 | oComacamne$ - que with high HIV burden. These symptomatic AHI
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& $5 |=xovxono g African patients [14].
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range between 0.3 and 1%. In the African context, there
are studies assessing prevalence of AHI in attendees of
STD clinics but not from general outpatient wards. In a
Malawi STD clinic, prevalence of AHI was reported to be
2.4% among HIV-seronegative men and women and
4.5% among HIV-seronegative men [9,10]. In the current
study, we suggest the relevance of screening for AHI in
HIV-seronegative patients with reported fever in out-
patient triages in southern Africa after observing 13% of
fevers potentially attributable to malaria and 3.3% to AHI.
Mononucleosis-like symptoms and sore throat, although
nonspecific, could be relevant syndromes to target for
identification of AHI, particularly, as with a slightly more
detailed questionnaire such as that performed at day 7 in
our study, mononucleosis-like symptoms and sore throat
were reported in four of six and six of six AHI patients,
respectively.

The Manbhica district in southern Mozambique is quite
representative of southern Africa, with an observed HIV
seroprevalence of 29% in 2005 in pregnant women [19]
and HIV infection predominantly of subtype C [20,21].
Our results and the few prospective studies of AHI in
southern Africa [10,22,23] prompt expanded studies
investigating relationships among AHI symptoms,
immune activation, prognosis and transmission during
AHI, particularly for HIV-1 subtype C in a population
with higher baseline immune activation [24].

HIV-infected individuals are considered hyperinfectious
from the onset of AHI up to 6 weeks thereafter.
Furthermore, studies in both Uganda [25] and Quebec
[26] have suggested that 50% of onward transmissions
occur in the first 6 months after infection. AHI screening
in the United States, with emphasis on targeting high-risk
populations, has been integrated into various public
health testing schemes and considered to be cost-effective
in ensuring care and slowing transmission [12,15]. Plasma
pooling algorithms for HIV-1 RNA testing have shown
that the cost can be reduced to 2—-3 US$/specimen
[13,15,27]. The main limitation of HIV-1 RNA testing in
resource-poor countries is the requirement for equip-
ment, trained technicians and rapid turnaround time.
However, the necessity for HIV-1 RNA monitoring is
growing as the rollout of antiretroviral treatment in sub-
Saharan Africa expands. Research efforts have thus
increasingly been focusing on evaluating simplified
methods for HIV quantification through ultrasensitive
p24 or HIV-1 RNA detection from dried blood spots
[9,28,29]. These tools could render AHI screening
economically and technically feasible in some resource-
poor settings.

Larger studies comparing AHI in various high-risk
populations in sub-Saharan Africa are necessary to
identify the most adapted cost-effective portals of entry
into the health system. This could lead to focusing a
portion of the prevention effort on AHI testing,

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.

counselling and risk modification during the earliest
stage of HIV infection. In light of the relatively low
impact of current HIV prevention efforts on HIV
transmission in sub-Saharan Africa, research into the
development of tools, interventions and the identification
of target populations for AHI screening may be a novel
way to address prevention.
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RESUMEN

OBIJETIVO:

Determinar la prevalencia de infecciones recientes por el VIH en pacientes VIH-seropositivos
gue se presentan voluntariamente en el centro de asesoramiento y pruebas del VIH de
Manhiga. Caracterizar las infecciones recientes y el punto de equilibrio de la carga viral en estos

pacientes.

METODOS:

Este estudio se disefid como un estudio prospectivo observacional. Entre Abril y Octubre de
2009 se reclutaron todos los pacientes en edad adulta que se presentaron en el VCT si el primer
RDT serolégico (Determine, Abbott ark lllinois, USA) era positivo y el segundo (Unigold, Trinity
Biotech CO., Wicklow, Ireland) era positivo, negativo o indeterminado, y si pertenecian al drea
de estudio. Se determiné si los pacientes estaban en una fase reciente de la infeccion mediante
el ensayo BED-CEIA VIH-incidence test (Calypte Biomedical Corporation, Portland, OR 97224);

los pacientes con una densidad dptica (D.O) <0.8 se consideraron como potencialmente
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infectados en los Ultimos 6-8 meses. Para tomar en cuenta la clasificacion de falsos positivos del

ensayo BED, aquellos los individuos con D.O <0.8, recuento de CD4<200 células/ul o carga viral

de VIH < 400 copias/ml se consideraron como falsas infecciones recientes. En la visita de

inclusion en el estudio, asi como en las de seguimiento a los 4 y 10 meses del inicio del estudio,

se realizdé un examen clinico y mediciones de la carga viral del VIH y del recuento de células T

CD4 y T CD8. Asumiendo que durante el primer afio de infeccidn se establece un equilibrio en la

carga viral, se calculé el punto de equilibrio de la CV para cada individuo como la media de dos

medidas consecutivas de CV si no presentaban diferencias significativas entre ellas.

RESULTADOS PRINCIPALES:

De los 492 pacientes incluidos en el estudio, la prevalencia de infecciones recientes
definida como D.0<0.8 en BED-CEIA test, recuento de CD4>200 células/ul y ARN-
VIH>400 copias/ml, fue de 11.58% (57/492; 95% Cl 8.89-14.74). Utilizando el recuento
de CD4<200 células/ pl y los niveles de ARN-VIH<400 copias/ml como substitutos de
falsa positividad, la tasa de falsos positivos (FPR, o False Positive Rate) para las

infecciones recientes detectadas por BED-CEIA fue 4.67%.

Las mujeres mostraron una proporcion mas elevada de infecciones recientes que los
hombres (13% [95%Cl 10.30-17.90] vs. 6.62% [95%CI 3.22-11.84] respectivamente,
p=0.022). Y dentro de la poblacién de infectados recientemente, la mediana de edad en
las mujeres fue significativamente mas joven que en los hombres (33.3 afos [IQR 23.9-

41.4] en las mujeres vs. 47.4 anos (IQR 30.6-54.5) en los hombres, p= 0.030).

Ningun sintoma especifico referido por los pacientes caracterizo o distinguio a los
pacientes recientemente infectados de los infectados por un periodo mas largo de

tiempo.

Debido a la heterogeneidad en los niveles de ARN viral en los pacientes recientemente

infectados, se categorizaron los individuos que tenian una carga viral “elevada” si sus
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niveles de ARN-VIH se encontraban por encima de la mediana (4.98 logy copias ARN-
VIH/ml) calculada a dia de inclusién. El grupo definido con carga viral “elevada”
mantenia valores significativamente mas altos de ARN-VIH durante todas las visitas
comparado con el resto de pacientes (p=0.0001 para la visita de inclusion, p=0.049 para

la visita a 4 meses desde la inclusion, y p=0.002 para la visita a 10 meses).

El grupo con “elevada” carga viral mostré una mediana de carga viral en el punto de
equilibrio de 5.22 log;o copias/ml (IQR 5.18-5.47) en comparacion con la mediana de

4.15 logo copias/ml (IQR 3.37-4.43) para el resto de pacientes (p=0.0001).

Respecto al recuento de células T CD4 no se observaron diferencias significativas entre el
grupo con “elevada” carga viral y el resto de pacientes. En cuanto al recuento de células
T CDS8, se observd una mediana mas elevada para el grupo con “elevada” carga viral
durante todas las visitas, sin embargo solo se mostraron diferencias significativas entre
los grupos en la visita de inclusidn (1152 células/ul (IQR 900-1893) vs. 894 células/ul (IQR
605-1379), p=0.031). Ademas el ratio CD4:CD8 en la visita de inclusién para el grupo con

“elevada” carga viral fue mas bajo en comparacion con el resto de pacientes (p=0.0027).
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Abstract

Background: |dentification of recent HIV-infections is important for describing the HIV epidemic and compiling HIV-RNA-
setpoint data for future HIV intervention trials. We conducted a study to characterize recent infections, and HIV-RNA-
setpoint within the adult population presenting at a voluntary counselling and testing centre (VCT) in southern
Mozambique.

Methods: All adults attending the Manhica District-Hospital VCT between April and October 2009 were recruited if they had
at least one positive rapid HIV-serology test. Patients were screened for recent HIV-1 infection by BED-CEIA HIV-incidence
test. Clinical examination, assessment of HIV-RNA and CD4 cell counts were performed at enrollment, 4 and 10 months.

Results: Of the 492 participants included in this study, the prevalence of recent infections as defined by BED-CEIA test, CD4
counts >200 cells/ul and HIV-RNA >400 copies/mL, was 11.58% (57/492; 95% Cl 8.89-14.74). Due to heterogeneity in HIV-
RNA levels in recently infected patients, individuals were categorized as having “high” HIV-RNA load if their HIV-RNA level
was above the median (4.98 log;, copies/mL) at diagnosis. The “high” HIV-RNA group sustained a significantly higher HIV-
viral load at all visits with a median HIV-RNA setpoint of 5.22 log, copies/mL (IQR 5.18-5.47) as compared to the median of
4.15 log,o copies/ml (IQR 3.37-4.43) for the other patients (p =0.0001).

Conclusion: The low proportion of recent HIV-infections among HIV-seropositive VCT clients suggests that most of this
population attends the VCT at later stages of HIV/AIDS. Characterization of HIV-RNA-setpoint may serve to identify recently
infected individuals maintaining HIV viral load>5 log10 copies/mL as candidates for antiretroviral treatment as prevention

interventions.
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Introduction

HIV prevention strategies in Sub-Saharan Africa have been
mainly focused on voluntary testing and counselling centres (VCT)
and condom promotion. However, these efforts have shown
limited success in controlling the HIV epidemic and the number of
infected people continues to increase, having reached 33.3 million
[31.4-35.3 million] people living with HIV in 2009 [1]. Current
rapid serology tests employed in most resource-poor countries do
not differentiate between acute, recent and longstanding HIV
infection which have different risks of transmission.

During the early months of HIV infection, levels of HIV-RNA
in plasma and genital secretions are up to 2 log)o higher than
during the chronic phase and only comparable to end stage AIDS
[2,3]. Indeed, each log)y increase in HIV wviral load has been

@ PLoS ONE | www.plosone.org

shown to be associated with a 2.45 increased risk of heterosexual
HIV transmission [4,5]. However, initial peak of HIV viremia
during acute HIV infection usually decreases within 6-8 weeks
and then gradually over six months to a more stable level, often
referred to as the viral load setpoint [6]. The level at which the
HIV-RNA setpoint is established is predictive of both disease
progression and the probability of HIV transmission during
chronic HIV infection [3,7]. Studies have suggested that 50% of
HIV transmissions take place in the first 6 months after infection
when HIV-RNA levels can be up to 2 log), higher than during
chronic HIV infection [5,8]. In this view, some authors suggest
that antiretroviral treatment and/or behaviour modification
interventions focused in the initial phases of infection when
HIV-RNA levels are elevated could help in reducing HIV
transmission [9,10]. Recently, it has been proposed that
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individuals maintaining high HIV-RNA levels during the initial
phases of infection could be targeted for interventions to reduce
HIV transmission [10]. In line with this, early initiation of
antiretroviral treatment (ART) has recently been shown to reduce
sexual transmission of HIV among HIV serodiscordant couples
[11]. Moreover, it has been predicted that a vaccine aimed at
decreasing viral load setpoint could be an effective strategy to
prevent new HIV infections and progression to AIDS [12,13].

In the last ten years many serological assays have been
developed to distinguish between recent infections (<6 months
since seroconversion) and established HIV infections [14]. These
assays have been used to assess HIV-RNA setpoint as well as
estimate HIV incidence in a cross-sectional manner [14,15,16,17].

The most widely used assay to determine recent infections is the
BED capture enzyme-immunoassay (BED-CEIA), frequently
applied in developing countries [18,19,20,21,22,23]. However,
the assay may lead to misclassification of advanced AIDS as recent
infections [24]. To avoid these misclassifications they are usually
validated for the population screened, and the results preferably
adjusted for False Positive Rates (FPR) [25].

Characterization of recent HIV infections in African popula-
tions can aid in estimating the proportion of the population
accessing early diagnosis of HIV, as well as determining HIV viral
load setpoint levels. Indeed description of the epidemiology of
recent HIV infections may inform programs seeking to improve
VCT uptake. Additionally, identifying those individuals more
likely to transmit HIV could be useful for positive HIV prevention
efforts. Finally, assessing the HIV-RNA setpoint contributes to
understanding the dynamics of HIV transmission in a population
that is predominantly infected with HIV subtype C [26], which
has been reported to have higher levels of HIV-RNA during the
acute phase of HIV infection [27]. Little is known about the
evolution of infection for this subtype.

The objective of the study was to characterize recent infections
and HIV viral load setpoint within the HIV-seropositive adult
population presenting at a VC'T in southern Mozambique.

Materials and Methods

Study population and visits

All adults attending the VCT of the Manhica District Hospital
(MDH) in Manhiga, southern Mozambique, between April and
October 2009 were recruited if the first Determine (Abbott Park
Illinois, USA) serological rapid test was positive, and the
confirmatory rapid test Unigold (Trinity Biotech Co., Wicklow,
Ireland) was positive or negative or indeterminate, and if they were
permanent residents of the demographic surveillance study area.
During the study, approximately 450 individuals attended the
VCT monthly, of which an estimated 39% were residents of the
demographic surveillance study area.

The Manhica Health Research Centre (CISM) has been
conducting continuous demographic surveillance in the district
since 1996 which covered a population of 82,000 persons at the
time of this study.

Participants were screened for recent HIV-1 infection by BED-
capture enzyme immunoassay incidence assay (BED-CEIA). CD4 T
cell counts were performed for all participants, and plasma was frozen
for subsequent determination of HIV-RNA viral load if BED-CEIA
identified them as recently infected. Patients identified as recently
infected were invited for follow-up visits at 4 and 10 months for CD4
and CD8 T cell counts and HIV-RNA assessment. Clinical
examination and epidemiological data were recorded at each visit.

During the study period, six patients became eligible for ART
and initiated treatment (three at 4 months and another three at 10
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months.). Those patients were excluded from the study when they
initiated antiretroviral therapy. In accordance with the Mozambi-
can National Antiretroviral Treatment Guidelines, ART initiation
criteria were defined as CD4+ cell count =200 cells/mL
irrespective of the clinical stage, WHO stage III with CD4cell
count =350 cells/ml, or WHO stage IV irrespective of CD4 cell
count.

Written informed consent was obtained from patients prior to
participation. The study protocol was reviewed and approved by
the Mozambican National Bioethics Committee (ref. 232/CNBS/
07) and the Hospital Clinic of Barcelona Ethics Review
Committee (ref. CEIC/2007/3943).

Laboratory procedures

BED enzyme immunoassay. Recent
determined from cryopreserved plasma samples with the
commercial BED-capture enzyme immunoassay (BED-CEIA)
strictly  following the manufacturer’s instructions (Calypte
Biomedical Corporation, Portland, OR 97224).

The BED-CEIA is a quantitative antibody assay that determines
the proportion of HIV-1-specific IgG antibodies in samples with
respect to total IgG antibodies; BED-CEIA detects recent
seroconversion as samples presenting low levels of HIV-1-specific
IgG considered to reflect infection within a window of approxi-
mately 6 months [15]. Seropositive samples from individuals
testing below the threshold of a normalized optical density (ODn)
of less than 0.8 are classified as recently infected, likely to have
been infected within the past 6-8 months.

HIV-RNA determinations. HIV-RNA levels were determined
from cryopreserved plasma samples with the commercial Roche
Amplicor Monitor, version 1.5 (Roche Diagnostics, Basel,
Switzerland) technique for amplification and quantification of HIV-
1 RNA. Lower limit of detection was 400 copies/mL. For the
purpose of analyses, plasma HIV-1 RNA concentrations below the
limit of detection were assigned the value of 200 copies/mL.

CD4 and CD8 counting. CD4 and CDS8 counting was
performed after staining with labelled antibodies: CD4, CDS3,
CD8, and CD45 in TruCount tubes (Becton Dickinson
Biosciences, San Jose, California, USA). Samples were assessed
by flow cytometry on a FACS_Calibur (Becton Dickinson).

infections were

Statistical analysis and definitions

Proportions for categorical variables were compared using the
Pearson chi-squared test. The Wilcoxon rank-sum test was used to
compare medians of continuous variables with non-normal
distribution and the Wilcoxon signed-rank test to compare paired
groups. Statistical analyses were performed using STATA version
11 (STATA Corp., College Station, Texas, USA).

Patients were considered HIV-infected when both the first
(Determine, Abbott Park Illinois, USA) and the confirmatory
(Unigold, Trinity Biotech Co., Wicklow, Ireland) rapid HIV
serology tests were positive, and indeterminate when only the first
rapid test was reactive.

Recently infected patients were defined as those individuals with
HIV-positive or indeterminate serology (as defined above) and a
BED-CEIA assay ODn reading of <0.8, CD4 counts >200 cells/
ul and HIV-RNA levels >400 copies/mL. All recent-BED-CEIA
testing patients with CD4 counts below 200 cells/pl or Viral Load
<400 copies/mL were considered long-standing infected patients
and those with low CD#4 counts (<200 cells/pl) referred for ART
mitiation. CD4 count <200 cells/pl and viral load (VL) <400
copies/mL have been associated with misclassification of recent
infections by BED-CEIA [28].
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Table 1. HIV serological characteristics of the study
population (N=492).

Recent HIV-1 Infections in a VCT in Mozambique

Table 2. Baseline virological and immunological parameters
among individuals diagnosed with recent HIV infections by
the BED-CEIA assay.

n % (95%CI)

HIV RT positive 481  97.7 (95% Cl 96.03-98.87)
HIV RT indeterminate 11 2.23 (95% Cl 1.12-3.96)
BED-CEIA-recent 80 16.26% (95% Cl 13.10-19.82)

BED-CEIA-recent, CD4>200 cell/ul 61

BED-CEIA-recent, CD4>200 cell/ul, 57
VL>400 copies/mL

12.39% (95% Cl 9.61-15.63)
11.58% (95% Cl 8.89-14.74)

RT: rapid testing. BED-CEIA: BED capture enzyme immunoassay. VL: Viral Load.
HIV positive and indeterminate serology by RT and BED-CEIA recent infection as
defined in methods.

doi:10.1371/journal.pone.0031859.t001

Those patients categorized as having a “high” HIV-RNA load
were defined as those individuals with HIV-RNA level at
enrollment above the median HIV-RNA level (4.98 logg
copies/mL).

Assuming that the viral load setpoint is established during the
first year of infection, we defined that viral load setpoint had been
reached in a population when the median HIV-RNA measure-
ments did not show significant differences between visits. The viral
load setpoint of each individual was then calculated as the mean of
at least two consecutive measurements. The population viral load
setpoint was expressed as median and interquartile range (IQR).

Results

Characteristics of the study population

Among 492 individuals enrolled in the study who presented at
the Manhica hospital VCT with a positive HIV Determine rapid
test, 97.7% (481/492) had a confirmed HIV positive serology and
2.23% (11/492) had an indeterminate HIV serology, as defined in
methods (Table 1).

The median age of the study population was 34 years (IQR 28—
42) ranging from 18 to 86 and patients were predominantly female
(69.30%; 341/492). Women were significantly younger than men
[median: 33 years (IQR 27-40) versus 35 years (IQR 29-46),
respectively, p=0.0012].

Epidemiology of recent HIV infection

Of the 492 individuals enrolled, 80 [16.26%; 95% CI 13.10-
19.82] were classified as having a recent infection by the BED-
CEIA assay (Table 1). Of these 80 patients, 19 (23.75%) had CD4
counts below 200 cells/pl and were considered to be advanced
HIV infections, according to the definitions applied (see methods).
In addition, four individuals (6.55%) with VL.<400 copies/mL
(6.55%) were also considered long-standing infections and
excluded from the recently infected population in order to reduce
the rate of misclassification. Thus, using CD4<<200 cells/ul as a
surrogate of false positivity, the FPR for recent infections was
3.86%, and adding VL.<<400 copies/mL to the definition, the FPR
for recent infections was 4.67%. As a consequence, the prevalence
of recent HIV infection was 12.39% (61/492), (95% CI 9.61-
15.63) or 11.58% (57/492), (95% CI 8.89-14.74), as defined by
the BED-CEIA assay and CD#4 counts greater than 200 cells/pl or
BED-CEIA and CD#4 counts greater than 200 cells/ul and VL
greater than 400 copies/mL respectively. The remaining 435
(88.41%) patients were classified as having a long-standing HIV-1
infection. Due to the unknown validated PR for BED-CEIA in

@ PLoS ONE | www.plosone.org

n Median (IQR)
BED, CD4>200 cells/pL
HIV-RNA logqo copies/mL 57 4.98 (4.29-5.44)
CD4 cells/ul 52% 516.5 (305-722)

BED, CD4 <200 cells/uL or
VL<400 copies/mL

HIV-RNA log;, copies/mL 23
CD4 cells/ul 23

5.23 (4.65-5.64)
135 (46-186)

Results are presented according to CD4 counts.
*CD4 counts available for 52/57 patients.
doi:10.1371/journal.pone.0031859.t002

our population, we did a sensitivity analyses to assess the impact of
different FPR on the population prevalence of recent infections.
We randomly assigned FPR of 1%, 3% and 5% to the BED-CEIA
assay in our study population based on values reported in other
countries [22,23,24]. These calculations yielded prevalences of
recently infected patients of 15.26%, 13.26% and 11.26%
respectively. These values fell within close range of the confidence
interval of the prevalence of recent infections determined using
CD4<200 cells/pl and VL.<<400 copies/mL as surrogates of FPR
[11.58%, (95% CI 8.89-14.74)]. The remaining analysis was
performed using the CD4-VL corrected definition of recent HIV
infection.

Median HIV-RNA measurements and CD4 counts of BED-
CEIA diagnosed recently infected individuals using the CD4-VL
corrected definition are shown in table 2. Using the CD4-VL
corrected definition of recent HIV infections, among those
patients with confirmed HIV positive serology, 10.22% (95% CI
7.66-13.29) had a recent infection whereas among those with an
indeterminate HIV serology, 88.88% (95% CI 51.75-99.71) had a
recent infection.

Women had a significantly greater proportion of recent HIV
infections as compared to men (13.78% [95%CI 10.30-17.90] vs.
6.62% [95%CI 3.22-11.84] respectively, p =0.022).

The median age of the recently HIV infected population was
34.0 years (IQR 24.9-46.9), similar to the age of the long-standing
infected population [33.5 years (IQR 27.6-41.5), p=0.9]. Within
the recently infected population, the median age for women was
33.3 years IQR 23.9-41.4), significantly younger than the median
age for men [47.4 years IQR 30.6-54.5), p=0.030].

No patient self-reported specific symptoms characterized the
HIV-1 recent infections in the population nor distinguished them
from long-standing HIV infections (Table 3).

Immuno-virological parameters in Recent HIV infected
patients

Patients considered to be recently infected by HIV were
followed up for assessment of their CD4 counts and HIV-RNA
load. Median CD4 cell count measures at 4 months (497 cells/ul
(IQR 347-597) and at 10 months (582 cells/ul (IQR 533-758)
were not significantly different compared with values at HIV
diagnosis [(516.5 cells/pl (IQR 305-722), p=0.700 and p=10.139
respectively].

Follow-up measurements of HIV-1-RNA in recently infected
individuals showed a median viral load of 4.50 logjo copies/ml
(IQR 3.88-5.16) at 4 months post-diagnosis which was slightly
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Table 3. Self-reported clinical symptoms according to status
of HIV infection.

Recent HIV Long-standing HIV
Reported infection*(n=57) n  infection (n=435) n
symptom (%) (%) P-value
Loss of weight 32 (56.14) 277 (63.82) 0.30
Cough 20 (35.09) 176 (40.46) 0.47
Diarrhea 3 (5.26) 43 (9.89) 0.33
Common Cold 15 (26.32) 141 (32.41) 0.45

*Recent HIV infection defined by BED-CEIA, CD4 counts >200 cell/ul and
VL>400 copies/mL.
doi:10.1371/journal.pone.0031859.t003

lower than that observed at diagnosis [4.98 log;o copies/ml (IQR
4.29-5.44), p=0.044]. At 10 months post-diagnosis, median viral
load was 4.88 log;o copies/ml IQR 4.55-5.16), which was not
significantly different from values at baseline or at the 4 month
visit (p=0.77, p=10.34 respectively).

Because of great heterogeneity in patterns of HIV-RNA
evolution over time, recently infected patients were categorized
as having “high” HIV-RNA load if the HIV viral load at diagnosis
was above the median (described in methods). The group of
patients with high HIV-RNA sustained a significantly higher
median HIV viral load at all visits compared with the other
patients (Figure 1A). The interquartile ranges showed that those
individuals with high HIV-RNA levels had a lower intra-group
heterogeneity in HIV-RNA levels than did the other patients.
Within the group of patients with high HIV-RNA, a stable viral
load was maintained from diagnosis through to the 10 month
follow-up with no statistically significant differences in HIV-RNA
levels between visits (Figure 1A). Thus, individual HIV viral load
setpoint values were determined by pooling HIV-RNA data as
described in methods. The median population HIV-RNA setpoint
for the high HIV-RNA patients was 5.22 log;o copies/ml (IQR
5.18-5.47) as compared to 4.15 log;o copies/ml (IQR 3.37-4.43)
for the other patients (p =0.0001).

Median CD4 counts did not differ significantly between the
high HIV-RNA group and the other patients for all follow-up
visits. Median CD8 counts were increased in those with high HIV-
RNA levels for all follow-up visits, but a significant difference
between groups was only observed at diagnosis (high HIV-RNA
group 1152 (IQR 900-1893) vs. the other patients 894 cells/ul
IQR 605-1379), p=0.031). In addition, the CD4:CD8 ratio at
diagnosis was lower in the high HIV-RNA group as compared to
the other patients (p =0.0027) (Figure 1B).

Discussion

Our findings show that 11.58% of clients of the Manhica
Hospital VC'T in southern Mozambique may be considered to have
a recent HIV infection. There was a higher prevalence in women
than in men. Assessment of HIV viral load setpoint in recently
infected individuals revealed great heterogeneity of HIV-RNA viral
load from which two patterns emerged. Individuals with HIV viral
load above the median at enrollment (>4.98 log;, copies/mL)
sustained a high HIV-RNA level and a setpoint of 5.22 log; copies/
mL. This contrasted with individuals with an initial HIV viral load
below the median and a viral load setpoint of 4.15 log; copies/mL.

The prevalence of recently infected HIV patients (11.58%)
among HIV-seropositive VCT' clients in Manhiga was similar to
that of other African countries [19] but lower than that observed

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Recent HIV-1 Infections in a VCT in Mozambique

in European countries such as Switzerland where a prevalence of
37% of recent HIV infections was reported in VC'T clients as
determined by the BED-CEIA [29]. A low prevalence of recent
infections suggests that a large proportion of the Manhica
population attends the VCT at later stages of HIV/AIDS. Thus,
recently infected individuals, who are more likely to transmit, may
have lower VCT uptake. This does not include pregnant women
who undergo HIV testing in the Manhi¢a antenatal clinic (ANC).
Clients of the ANC are younger with a median age of 24 years and
may have a higher prevalence of recent HIV infections than those
attending the general VC'T [30,31,32]. Late diagnosis of HIV has
been observed in other African countries, and it is likely due to a
poor access to health care in these settings [33]. Late presentation
is associated with a higher mortality after ART initiation [34] and
this has led to piloting new HIV testing approaches to increase
uptake, including mobile units, provider-based and home-based
counselling and testing [35].

The gender and age distribution of recent HIV infection
observed in our study is likely to be a reflection of the HIV
epidemic and trends in VC'T uptake in the area. We observed that
the prevalence of recent HIV infections was significantly higher in
women as compared to men, corroborating findings of increased
HIV prevalence in women in sub-Saharan Africa [1,36]. In our
study, recently infected men were significantly older, almost 10
years when comparing with recently infected women. This may
reflect migration trends for young healthy men from Manhica
working in South Africa [37]. This would most probably lead to
underrepresentation of young men in the recently infected
population, and overrepresentation in more advanced stages of
disease when HIV progression may impede secking employment
in South Africa. These age and gender distributions suggest that
other approaches to HIV testing are needed to increase earlier
diagnosis of HIV in all age groups with particular attention to
VCT uptake in men.

In terms of clinical signs and symptoms that could potentially
differentiate recent from long-standing HIV infections, we did not
observe any non-specific self-reported signs associated with either.
It has been shown that nonspecific flu-like syndromes may help to
identify patients during the acute phase of the infection which lasts
up to 6 weeks [38,39,40,41]. However, although patients may
have high HIV viral loads over a longer period of time, nonspecific
patient-reported symptoms do not appear to distinguish recent
from longstanding HIV infected patients in our population. This
study did not include clinical exploration for opportunistic
infections.

HIV viral load setpoint has been loosely defined as a stable viral
load level established within the first year after seroconversion [6].
However, in the literature the establishment time of this HIV viral
load setpoint has been defined at various time points ranging from
4 months to 24 months post-infection [7,42,43,44]. We estimated
the HIV viral load setpoint over the 1** year of HIV infection. In
our study population, HIV-RNA levels of patients classified as
recently infected remained elevated throughout the follow up. In
addition, those with HIV-RNA levels greater than the median
(4.98 logo copies/mL) at diagnosis maintained HIV-RNA levels
above 4.98 logjo copies/mL during the first year after infection
with an estimated viral load setpoint of 5.22 log;o copies/mlL.
These individuals may be more rapid progressors and could have
an increased risk of transmitting HIV. There is indeed agreement
that higher HIV-RNA setpoints are associated with faster
progression to AIDS and increased risk of HIV transmission
[7,45,46,47]. Individuals with HIV viral load above 4.91 log;o
copies/mL have been suggested to progress to AIDS as quickly as
3 years after infection [48], and those patients with HIV-RNA
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Figure 1. Evolution of median HIV-RNA load and CD4:CD8 ratios in recently infected patients. HIV-RNA load (A) and CD4:CDS8 ratios (B) in
patients with high HIV-RNA as compared to the other patients. Median and interquartile range are shown. HIV-RNA viral load groups are defined as
described in methods. P-values are from Wilcoxon rank sum test between groups as follows: *p=0.0001, **p =0.038, *** p=0.002. P-values from
Wilcoxon Signed Rank between visits did not show significant differences. Numbers denote the n for each group at each time point.

doi:10.1371/journal.pone.0031859.g001

levels above 4.7 log;y (50000) copies/mL may have the highest
HIV transmission rates [4].

It has recently been suggested that individuals maintaining
HIV-RNA viral loads greater than 4.7 log;o (50000) copies/mL
could be a target for antiretroviral treatment for prevention to
reduce HIV transmission [10]. The percentage of individuals with
HIV viral loads above 4.7 log;y copies/mL in Botswana was
suggested to be approximately 25%-30% both in the general
population and in antenatal clinics tested by rapid serology tests
[10]. According to this approach, up to 50% of recently infected
individuals in the present study could be candidates for
antiretroviral treatment for prevention and suggests that screening
for recent HIV infections may identify a greater proportion of
individuals with elevated viral load.

Our results showed that patients with elevated viral load had
higher CD8 T-cell counts and lower CD4:CD8 T-cell ratios at
diagnosis. Other studies have suggested that within HIV-1 subtype
C infected patients, those individuals who maintain a higher viral
load setpoint display lower levels of CD4 cells [27]. We did not
observe these low levels of CD4 counts in the group maintaining
higher HIV-RNA viral load, however these patients showed
decreased CD4:CD8 ratios over the year of follow-up.

This study had several limitations. Although the BED-CEIA
assay is widely used tool, it has not been validated for subtype C. It
has been suggested that the BED-CEIA period of recency may be
wider for subtype C than for subtype B. The recency window for
subtype B is 162 days and could be up to 203 days for subtype C
[49]. Nevertheless, several studies have used BED-CEIA for
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measuring recent infections and estimating incidence in countries
where HIV subtype C is the major subtype [18,19,21,22,25,50].
We considered a broader recency window of up to 8 months.
However it is important to emphasize that the present study did
not have the aim of measuring incidence but only a prevalence of
recent infections in the area.

Another limitation is that BED-CEIA is known to overestimate
the proportion of recently infected individuals which may lead to
misclassification of advanced AIDS as recent infections [51]. To
avoid this misclassifications a false positive rate (FPR) can be
calculated for each population studied. However, the calculation
requires comparison with longitudinal incidence studies, which
were not available for the Manhi¢a population. We thus used CD4
counts and HIV-RNA levels as surrogates of FPR. Hence, our
results were based on the assumption that BED<0.8n O.D.,
CD4>200 cells/ul and VL>400 copies/mL identifies recent
infection. We, as other authors, considered those individuals
reading as recent HIV infections by BED-CEIA but with
CD4<200 cells/ul or VL<400 copies/mL as false recent
infections [18,28,50,52]. This is based on the assumption that
the production of HIV-specific IgG decreases when viral
replication is suppressed or in the presence of severe immunosup-
pression. This in turn can lead to a low proportion of specific HIV-
IgG relative to total IgG giving a false recent infection by the
BED-CEIA [28]. Nevertheless, we cannot exclude that a small
number of advanced AIDS patients with CD4>200 cells/pl or
VL>400 copies/mL were misclassified as recent infections which
could lead to an overestimation of both the prevalence of recent
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infected patients and median HIV-RNA levels. On the other
hand, the potential exclusion of recently infected patients with
CD4<200 cells/ul or VL<400 copies/mL could lead to
underestimating the prevalence of recent infected patients.
However this is less likely. Finally, the study suffered a large loss
to follow-up during the 10 months of the study leading to a low
sample size at 10 months of followup. However, the loss was equal
in both high HIV-RNA patients and those with lower HIV-RNA
levels.

In addition to the use of BED-CEIA and FPR, other approaches
such as antibody avidity tests or other detuned ELISA have been
used to estimate recent infections alone or in combination
[24,25,52]. The use of a second avidity test to identify recent
infections diminishes the likelihood of misclassifications [24],
however it may require specific technology which can limit its use
in a developing country. The approach of using the BED-CEIA
assay and CD4<200 cells/pl and VL<400 copies/mL as
surrogate markers for FPR may facilitate the identification of
recent infections in situ using the HIV monitoring tools already
available or being scaled up in many low income countries.

In summary, the present study provides data on recent HIV
infections and viral load setpoint from an area with little previous
information. Our results suggest that in a rural area of southern
Mozambique, a low proportion of individuals seek HIV testing at
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early phases of HIV infection and points to a need for new
approaches to HIV testing. Our results also identify a group of
patients in early phases of HIV infection with an elevated HIV-
RNA setpoint greater than 5.0 logjo copies/mL which could be
target for ART for prevention strategies.
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5. DISCUSION

Los estudios presentados en esta tesis profundizan en la descripcidon de la epidemiologia
del VIH en sus fases tempranas en un marco especifico como es un pais de Africa subsahariana
con predominante circulacién del subtipo C. Los resultados aqui presentados se han centrado
en las fases iniciales de la infeccion por el VIH, caracterizando la infeccién aguda (AHI), que
incluye la etapa de infeccién previa a la seroconversion, y la infeccion reciente, que abarca un

periodo aproximado de 12 meses desde el inicio de la infeccién.

Las etapas iniciales de la infeccion se caracterizan por elevados niveles de ARN viral *% 3%

>132 que podrian contribuir significativamente a la transmisién del virus y al mantenimiento de

. . 76,79, 87,91, 169
la epidemia ™ 7 °" 7"

. Ademas, una gran parte del dafio inmunoldgico tiene lugar durante el
primer mes de la infeccidén. Por tanto, la identificacién de infecciones por el VIH en sus fases
mas recientes es una prioridad de cara a disefar intervenciones enfocadas hacia la reduccion de

la transmisién y la preservacion del sistema inmunoldégico.

El primer articulo que se presenta en esta tesis evidencia una elevada prevalencia de
infecciones por el VIH en fase aguda (3.3%) asi como en fase crdnica (37.8%) en una poblacion
con sindrome febril que acude al servicio de consultas externas del centro de salud. En un area
con malaria endémica, la mayoria de las consultas por fiebre se atribuyen normalmente a
malaria *°, previo a su confirmacién en el laboratorio, pasando por alto el diagndstico de una
infeccidn aguda por el VIH. Sin embargo, los resultados obtenidos en el estudio muestran que
solo el 13% de los sindromes febriles eran debidos a malaria. Ademas, se comprueba que la
identificacién de AHI en un 4rea endémica para malaria y de elevada prevalencia del VIH es
posible si se dirige la criba hacia pacientes sintomaticos con fiebre o historia de fiebre que se

presentan en las consultas externas del hospital.

En el momento de publicacién del articulo, todos los estudios referentes a la

identificaciéon de AHI llevados a cabo en un contexto africano se habian centrado en pacientes

79, 95, 96
S

de clinicas ET pero no habia informacién sobre la prevalencia de AHI en pacientes que
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atienden a las consultas generales de un hospital. Mas recientemente Bebell et al.*”°

publicé un
estudio similar al nuestro llevado a cabo en Uganda, en el que se determind una elevada
prevalencia de AHI, del 1%, en pacientes con sindrome febril referidos para la confirmacién de
malaria. Esta prevalencia es mas baja que la detectada en Manhiga (3.3%), pero también lo es la
de infecciones VIH-seropositivas establecidas (8.23%). Ademds, la prevalencia de malaria
confirmada, un 17%, fue similar a la detectada en Manhica. Por otro lado, Sanders et al 71
reflejan en su estudio en Kenya como adultos AHI con sindrome febril que buscan atencién
médica son comuUnmente tratados para malaria como primer diagndstico. El conjunto de
estudios demuestran el creciente interés por una buena identificacion y un diagndstico
temprano de pacientes infectados por el VIH en zonas dénde la malaria ha sido histéricamente
la causa mas comun de consulta de adultos por fiebre. En poblaciones con elevada prevalencia
de malaria y de VIH, la cotidianeidad de buscar atencidn sanitaria por sintomas de malaria
puede suponer una oportunidad para la identificacidon de personas con AHI. Lo que nos lleva a
cuestionarnos qué pacientes serian los ideales para dirigir la bisqueda de AHI en areas de
elevada prevalencia del VIH, Unicamente los que se presentan con alguna ETS o también
aquellos con un sindrome febril. Varios estudios en Africa subsahariana se han centrado en la
busqueda de AHI en las clinicas de ETS, consultas donde la seroprevalencia del VIH superaba el
40%, encontrando elevadas prevalencias de AHI de 2.4% y de 4.5%, estas Gltimas en HSH °* %,
Afadiendo pacientes que buscan atencién sanitaria por sindromes febriles, se amplia la
poblacidn diana para la identificacion de casos de AHI. De todos modos, en aquellos pacientes
con signos de ETS se recomienda la busqueda de AHI por la fuerte asociacion descrita entre ETS

y la adquisicién del VIH 7%,

Los individuos AHI de nuestro estudio presentaron una carga viral inicial muy elevada,

con una media de 6.21 logio copias/ml. Estos elevados niveles de ARN viral en plasma estan en

30, 76

acuerdo con los previamente descritos durante la fase aguda gue se han correlacionado

74,76, 175

con elevados niveles de ARN en las secreciones genitales , ¥ se han descrito mas elevados

76, 84, 176

para el subtipo C . La elevada carga viral descrita en los pacientes de nuestro estudio

estd en la linea de resultados previos que indican que los pacientes AHI son muy infecciosos *

80, 87,93, 177 | 3 transmision durante los meses siguientes a la infeccion puede ser hasta 12 veces
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mas elevada comparada con la fase crénica Sin embargo, se ha descrito que el

comportamiento sexual de riesgo se reduce sustancialmente en aquellas personas una vez

98, 100

conocen su infeccién por el VIH , Y que el conocimiento de un diagndstico AHI positivo

puede reducir el riesgo de transmisién del VIH durante su fase mas infecciosa *’2. Steward et
al”® muestran en su estudio que hasta un 98% de los pacientes modifican su comportamiento de
riesgo tras conocer su estado de infeccion aguda *°. Sin embargo, se ha visto que los cambios
conductuales son de corta duracidn y necesitan un cumplimento constante para ser eficaces *°.
Dicho tipo de intervenciones orientadas hacia las fases iniciales de la infeccidn, que implican
cortos periodos de tiempo, tienen el potencial de inducir un efecto positivo en la reduccién de

144, 150

la transmision . Ademas subrayan la oportunidad que la identificacién y el asesoramiento

de los casos de AHI pueden tener en la prevencion.

La identificacién de infecciones agudas y recientes por el VIH es en general un reto”

17y hoy en dia resulta imposible implementar este tipo de identificaciones en la rutina
asistencial de paises con pocos recursos. Aunque pueda ser factible identificar a los pacientes
con AHlI, ya sea por sindrome febril o por ETS en la consulta, las pruebas diagnosticas de la AHI
siguen siendo costosas y técnicamente complejas. EI NAAT requiere la compleja determinacidn
de la carga viral y los EIA de cuarta generacidn requieren tecnologia especifica y tiempo para dar
el resultado. Por tanto, es imprescindible desarrollar técnicas rapidas de POC para la deteccién

de AHI. El disefio de RDT baratos y sencillos dirigido a las etapas iniciales de la infeccidn

aumentaria la viabilidad de implementar la deteccién de la AHI en paises de baja renta.

En el segundo articulo presentado en esta tesis se determind una prevalencia de 11.58%
de infecciones recientes, contraidas en los 6-8 meses previos al diagndstico, en pacientes VIH
seropositivos del centro de pruebas y asesoramiento voluntario para el VIH (VCT) de Manhica.
Esta baja prevalencia de infecciones recientes, observada también en otros paises Africanos 2,
evidencia que una elevada proporcién de individuos se presentan al diagndstico en fases tardias
de la infeccidn. Esto puede tener consecuencias en cuanto a la supervivencia de los pacientes,
ya que el inicio de tratamiento en estadios mds avanzados de la infeccion se ha asociado a una

153
d

mayor mortalida . En Manhica, la prevalencia de infecciones recientes fue todavia menor en
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el caso de los hombres (6.62% vs. 13.78% en mujeres), que a su vez, eran significativamente
mayores, mas de 10 afios, en comparacion con las mujeres. Ademas de indicar que utilizan en
menor medida este servicio, lo que implicaria un mayor desconocimiento de su serostatus,
puede sugerir una menor representacion de hombres jovenes en la poblacidn recientemente
infectada por motivos de migraciones laborales !/, y una mayor representacion de los hombres
en fases mas avanzadas cuando la enfermedad les impide migrar en busca de empleo. En
consecuencia, la observada distribucion de infecciones recientes sugiere la necesidad de
ampliar el acceso al test del VIH, principalmente en los hombres, para favorecer la deteccion de
infecciones por el VIH en fases tempranas. De modo que se hace necesario evaluar alternativas
diferentes para testar a la poblacidn, como facilitar el test acercandolo a los lugares mas
alejados con unidades moviles o, llevandolo a las viviendas (home-based testing). Estrategias
gue tienen el potencial de aumentar la aceptacién y utilizacidén de la prueba y la deteccién de

7% En general, la baja prevalencia de

infecciones en fases mas cercanas a la transmisién
infecciones recientes observada en el VCT sugiere que los casos no detectados, que se
encuentran todavia en una fase muy infecciosa, podrian estar contribuyendo en gran medida a

la transmisién del VIH y al mantenimiento de la epidemia en esta poblacion.

Los resultados presentados en esta tesis muestran que la mitad de los pacientes
infectados en los ultimos 6-8 meses presentaban niveles elevados de ARN viral alrededor de 5
log1p copias ARN-VIH/ml (4.98 logyo) en el momento de su diagndstico y los mantenian elevados
durante el seguimiento, estimando el punto de equilibrio de la CV en 5.22 logy, copias/ml. En
comparacién con otros estudios en Africa subsahariana donde se determinaron valores del
punto de equilibrio de la CV con una mediana de ARN de 4.67 logyo copias/ml en Kenya>, 4.2

176

logip copias/ml en Uganda”, y 4.1 logye copias/ml en Botswana ", los pacientes de nuestro

estudio presentaban niveles aparentemente mas elevados. El hecho de que variaciones en la

97, 177

carga viral se correlacionen con la probabilidad de transmisién del VIH y una progresion

d”® acentua la importancia de los resultados de este articulo. La

mas rapida de la enfermeda
caracterizacién del punto de equilibrio de la carga viral en Manhica aporta datos importantes
estableciendo un valor de referencia para futuras intervenciones de prevenciéon de la

transmision del virus, tal como potenciales ensayos de vacunas terapéuticas destinadas a
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reducir el mismo. Recientemente se ha sugerido que datos sobre el punto de equilibrio de la

carga viral a nivel de una poblacién podrian ser utilizados como biomarcadores para evaluar la

carga de enfermedad en dicha poblacion **2. Ademas, un valor afiadido a la determinacién de

infecciones recientes en una poblacién es que se podria extrapolar a un cdlculo de la incidencia
124, 125, 180-182,

sin tener que recurrir a estudios longitudinales ; sin embargo, estas estimaciones no

se realizaron en nuestro estudio.

En los pacientes con infeccién reciente por el VIH que fueron testados para malaria no se
determind relacién alguna entre la presencia de infecciéon por malaria y alta CV. Sin embargo, se
ha descrito que co-infecciones con otros patégenos pueden reactivar el sistema inmunitario y
como consecuencia aumentar los niveles de CV. Estos incrementos en la CV podrian influir en el
punto de equilibrio de la CV e incrementar a su vez el riesgo de transmisién 2. Asi, en una zona
con malaria endémica, individuos expuestos a episodios repetidos de malaria podrian mantener
elevados niveles transitorios de CV, mas altos que individuos que viven en zonas de baja
transmision de malaria, lo que podria aumentar el riesgo de transmision del VIH 3 18418 gp

nuestro estudio no se evaluaron otras co-infecciones para poder valorar tales relaciones con el

punto de equilibrio de la CV.

La tradicional medida de salud publica, bisqueda de casos y tratamiento, frente al
control de una enfermedad infecciosa, esta en creciente interés dentro de la comunidad

108 " Recientemente se ha

cientifica con respecto a la prevencién de la transmisién del VIH
mostrado gran interés en el uso de TARGA en personas infectadas con el objetivo de reducir la
carga viral y en consecuencia la transmision del VIH al nivel poblacional. Sin embargo,
actualmente la administracién de tratamiento antirretroviral se limita a aquellos pacientes con
criterios para iniciarlo. Estrategias de tratamiento precoz asi como el “test & treat” abogan por
tratar a todos los pacientes VIH-positivos en poblaciones con alta prevalencia por el VIH,
independientemente de su CV. Ademas, se ha sugerido que la tasa de transmisién de una
persona en TARGA es aproximadamente de 0.5 por 100 personas-afio, mientras que para una

persona sin tratamiento seria de 5.6 por 100 personas-afio °’. Por otro lado, se ha demostrado

que el inicio inmediato de TARGA en pacientes infectados reduce la transmisiéon sexual del VIH
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136

en parejas serodiscordantes “*°. Aunque los modelos “test & treat” en general sugieran una

disminucién de la incidencia del VIH ***

, conllevan el requerimiento de recursos que no existen
en la mayoria de los paises de baja renta. Hoy en dia la mayoria de los paises de Africa
subsahariana no consiguen administrar TARGA a todas las personas con criterios para ser
tratadas. El impacto y el coste beneficio de administrar TARGA a todas las personas infectadas
por el VIH o tan solo a grupos con alta carga viral es el tema de estudios actuales. Por un lado,
Novitsky et al. han sugerido el inicio de TARGA dirigido a pacientes con elevados niveles de ARN
viral. Pacientes con una CV por encima de 4.7 logyg copias/ml, e independientemente de su
estado clinico, serian tratados como medida de reduccién de la transmisién del VIH **® 10,
Segun este enfoque, mas del 50% de nuestros pacientes recientemente infectados serian
candidatos para empezar TARGA. Por otro lado, estudios recientes han tratado de evaluar los
potenciales beneficios del inicio inmediato de TARGA en pacientes recientemente infectados.
Tales estudios han mostrado una breve demora en el tiempo de progresion de la enfermedad
en el grupo de pacientes que inician TARGA inmediato en comparacion con el grupo no

tratado™®® ¥

. No obstante, los resultados no evidencian si hay un claro beneficio para el
paciente; ademas son necesarios mas datos sobre el impacto del tratamiento en el punto de

equilibrio de la CV y el potencial desarrollo de resistencias en estos pacientes.

Desde otro enfoque, la identificacion de pacientes AHI permitiria, idealmente, empezar
TARGA en un momento de la infeccién en el que se estdn estableciendo los reservorios del

virus, reduciendo este reservorio y preservando potencialmente la funciéon inmunoldgica 58,188

Los estudios incluidos en esta tesis presentan algunas limitaciones. En primer lugar, el
reducido nimero de pacientes en seguimiento en ambos estudios dificulta la generalizacién de
los resultados obtenidos. Igualmente, la disminuciéon del nimero de pacientes durante los 10
meses de seguimiento en el segundo articulo deja reducido el tamafio de la muestra a los 10
meses. Sin embargo, la pérdida de pacientes en seguimiento fue similar tanto en el grupo con
“elevada” carga viral como en el resto de pacientes, lo que permitié hacer las comparaciones

entre ambos grupos. En segundo lugar, la identificacidon de individuos recientemente infectados
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mediante BED-CEIA podria llevar a una sobreestimacién de infecciones recientes por una mala
clasificacion de los casos de SIDA como falsos recientes, que ya ha sido descrita con
anterioridad'®. Esto se puede corregir mediante una tasa de falsos positivos (FPR) que puede
ser calculada de varias maneras: o con una comparacion de los datos de BED-CEIA con los de un
estudio longitudinal de incidencia para la misma poblacién, o con la eliminacién de falsos
positivos utilizando criterios clinicos, recuentos de CD4 y niveles de ARN viral. En nuestro
estudio, al no disponer de datos longitudinales, consideramos, al igual que en otras

126,182,190, 191 3 o5 individuos identificados como recientes por BED-CEIA, pero sin

publicaciones
clinica definitoria de SIDA, con CD4<200 células/ul o CV<400 copias/ml como falsos recientes.
Aunque esta definicidn elimina la mayoria de casos de falsos recientes, una pequeiia poblacién
de pacientes en fases avanzadas de la infeccién y con CD4>200 células/ul o CV>400 copias/ml
podrian quedar clasificados como recientes y sobreestimar su prevalencia. El uso de CD4 y de
CV, herramientas de monitorizaciéon cada vez mas disponibles en la mayoria de paises en

desarrollo **?, como sustitutos de FPR, puede facilitar la identificacién de infecciones recientes

en el lugar de estudio.

Los resultados de esta tesis redinen informacidon sobre la epidemiologia de las fases
iniciales de la infeccién por el VIH en una zona de elevada prevalencia donde no habia datos
previos. Ademas de caracterizar las etapas iniciales de la infeccidon y de demostrar la viabilidad
de detectar nuevos casos no diagnosticados del VIH, los resultados obtenidos apoyan la
necesidad de mas desarrollo de test POC para la deteccidon de las fases tempranas de la
infeccién por el VIH. La mejora del conocimiento de las fases iniciales de la infeccién por el VIH
en cada contexto es esencial para optimizar las estrategias de prevencién desde un punto de
vista local, que en este caso reflejan la importancia de dirigir una parte de los esfuerzos en

detectar las infecciones agudas y recientes.
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En un drea endémica para malaria y de elevada prevalencia de VIH, es posible
identificar pacientes con infeccién aguda al dirigir las pruebas diagndsticas hacia
pacientes con sindrome febril que se presentan en el hospital. Sintomas consistentes
con malaria clinica o sindrome mononucledsido, aunque inespecificos, deberian
tomarse en consideracién para la identificacién de infecciones agudas por el VIH en

pacientes seronegativos procedentes de areas con elevada prevalencia de VIH.

En adultos con sindrome febril que acuden a las consultas externas del HDM, la
prevalencia de infecciones por el VIH en fase aguda es elevada alcanzando un 3.3%
en pacientes VIH seronegativos. Los pacientes identificados con una infeccidon aguda
presentan, a su vez, una elevada carga viral por encima de 5 logyg copias/ml en el
momento de su diagndstico, lo que puede suponer un elevado riesgo de transmisién

del VIH.

La baja prevalencia de infecciones recientes, 11.58%, observada en personas VIH
seropositivas diagnosticadas en el VCT sugiere que una gran proporcién de la
poblacion busca el diagnéstico de VIH en fases mas avanzadas de la infeccidon. Es
necesario un cambio en el enfoque de las estrategias para la realizacién del test
voluntario, que logre incrementar su utilizacién y el nimero de diagndsticos

precoces de VIH.

La caracterizaciéon del punto de equilibrio de la carga viral permitié identificar un
grupo de pacientes recientemente infectados que mantenian niveles de carga viral
muy elevados durante el primer afio de infeccion por el VIH con valores de mas de 5
logio copias/ml. Este grupo podria presentar un elevado riesgo para la transmision

del VIH.
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5.

La identificacion de infecciones agudas y de infecciones recientes en zonas de
elevada prevalencia del VIH permitiria determinar potenciales candidatos para el
inicio de un tratamiento temprano; ya sea como medida terapéutica para los
pacientes infectados, asi como medida preventiva enfocada a reducir la transmisién.
Es necesario el desarrollo de métodos de diagndstico rapido que detecten los casos
de infecciones por el VIH durante las fases iniciales de la infeccion para facilitar su

identificacidon en los paises de baja renta.

El valor del punto de equilibrio de la carga viral descrito en nuestro estudio podria
ser utilizado como punto de partida para estudios de intervenciones dirigidos a

reducir el nivel del punto de equilibrio de la CV.
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REPUBLICA DE MOGAMBIQUE

MINISTERIO DA SAUDE

COMITE NACIONAL DE BIOETICA PARA A SAUDE
- IRB 00002657

Exma Senhora

Denise Naniche
Centro de Investigacdo em Saiide da Manhiga

Ref: 232/CNBS/07 Data 30 de Novembro 2007

- Assunto: Aprovacdo sobre estudo caracterizaggo da infecgao aguda pelo HIV,
Reunido no dia 29 de Novembro de 2007, o Comité Naclonal de Bioética para a Salde
(CNBS) analisou as respostas relativas ac protocolo com seguinte titulo:
“Caracterizagéo da infecgdo aguda pelo HIV e o equilibrio viral em adultos

em Manhica, Mogcambique.”, sobre 0 mesmo a seguinte conclusdo:

O CNBS ndo vé nenhum inconveniente de ordem ética que impega a realizagdo do
estudo pelo que, da a sua devida aprovagao.

Contudo, recomenda-se aos investigadores que mantenham o CNBS informado do
“decurso do estudo.

Faz notar que a aprovagdo ética ndo substitui a autorizagdo administrativa.

Sem mais assunto, as nossas cordiais saudagoes

ENDERECO: . . Telefones: 430814/427131{4)
MINISTERIO DA SAUDE Telex: 6-239 MiSAU MO
C.POSTAL 264 115 FAX: 258(1)426547

Av Fdnardn Mondlane/Salvador Allende 258 (1)33320
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CIF - G-08431173

852

" Corporaci6 Sanitaria

D. Ramon Gomis de Barbara, Director de Investigacion del

Hospital Clinic de Barcelona, y Presidente del CEIC
CERTIFICA:;

Que el Comité de Investigacion del Hospital Clinic, en la sesidn
celebrada en el dia de hoy, ha analizado el proyecto de investigacion

titulado:

Characterization of acute HIV infection and viral load setpomt in adults in
Manhica Mozambique

cuyo investigador principal es la Dra. Naniche, Denise

del Servicio de Salud Internacional |

entendiendo que dicho estudio se incluye en una de las lineas de
investigacion biomédica acreditadas en este centro, cumpliendo
los requisitos metodologicos necesarios, y que es viable en todos
sus términos, por lo que lo ha considerado adecuado y ha decidido

su aprobacién.

Lo que firmo en Barcelona, a 20/12/2007

Registro: 2007/ 3943

HOSPITAL CLINIC | PROVINCIAL DE BARCELONA
Villarroel, 170 - 08036 Barcelona (Espaia)
Tel. 93 227 54 00Fax 93 227 54 54
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