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RESUMEN

ABSTRACT

Los niveles de 4acido ribonucleico (ARN) virales en plasma o
suero en pacientes infectados por el virus de inmunodefi-
ciencia humana tipo 1 (VIH-1) ha sido uno de los marcado-
res de progresién mas importantes. Se realizé un estudio
descriptivo con el objetivo de determinar la frecuencia de
los microorganismos que infectaban a 200 pacientes VIH+
con elevados niveles de carga viral y su relacién con los
valores de linfocitos T CD4+. Los niveles de ARN virales
oscilaban entre las 61,000 a 830,000 copias/mL. Los estu-
dios microbiolégicos arrojaron que Streptococcus grupo
D (13%), seguido por Streptococcus grupo A (5%), Pseudomonas
aeruginosa 'y Staphylococcus aureus (3%) fueron los micro-
organismos predominantes a partir de muestras respirato-
rias. El 8% de las muestras de esputo analizadas fueron po-
sitivas a la presencia de bacilos acido alcohol resistentes.
Un 13% de las muestras de liquido cefalorraquideo fueron
positivas a la presencia de Cryptococcus. Giardia lamblia e
Isospora belli (3% c/u) fueron los parasitos méas frecuentes,
seguidos por Fasciola hepatica, Entamoeba histolytica, En-
tamoeba coli y Criptosporidium parvum (1% c/u). La ma-
yor positividad de las muestras analizadas estuvo vinculada
con porcentajes de linfocitos T CD4+ menores que 240 célu-
las/uL.. No se observé la presencia de microorganismos pa-
tégenos en muestras procedentes de pacientes cuyos conteos
de CD4 estuvieron entre 560-746 células/uL.

The viral ribonucleic acid (RNA) level in plasma or serum
of type 1 human immunodeficiency virus (HIV-1) infected
patients has become an important disease progression
marker. A descriptive study of the microorganisms fre-
quency infected 200 Cuban HIV-1 patients with high viral
loads was achieved. The viral loads were determined by
Nuclisens system and the CD4 + T lymphocytes count by
flow cytometry. The HIV-1 viral loads ranged from 61,000
to 830,000 cp/mL and the median was 150,000 cp/mL. The
microbiological studies showed that Streptococcus group
D (13%), followed by Streptococcus group A (5%), Pseudo-
monas aeruginosa and Staphylococcus aureus (3%) were
the predominant isolates in respiratory samples. The 8% of
the analyzed sputa were positive to Acid Fast Bacilli. A
13% of cerebrospinal fluid samples were positive to the
presence of Cryptococcus. Giardia lamblia and Isospora bel-
li (3% each) were the most frequent parasites found, fol-
lowed by Fasciola hepatica, Entamoeba histolytica, Enta-
moeba coli and Criptosporidium parvum (1% each). The
highest positivity of the analyzed samples was associated
to a CD4 + T lymphocytes percentage lower than 240 cell/
nL. No pathogenic microorganisms were isolated from pa-
tients with CD4 + T lymphocytes counts between 560-746
cell/uL.
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INTRODUCCION

Las personas infectadas por el virus de inmunodefi-
ciencia humana (VIH) presentan un mayor riesgo de
contraer enfermedades causadas por bacterias, para-
sitos y hongos.! Las afecciones del tracto respiratorio
y las manifestaciones gastrointestinales son comunes
en estos pacientes y, las mismas pueden ser causadas
por una gran variedad de agentes patégenos.}? Esta
patologia se encuentra entre las primeras manifesta-
ciones clinicas del VIH y son mas frecuentes en pa-
cientes con una inmunodepresién severa.>

El principal factor que conlleva a la disminucién
de los linfocitos T CD4+ es la replicacién viral per-
sistente en todos los estadios de la infeccién por VIH,
por lo que los niveles de acido ribonucleico (ARN) vi-
rales en plasma o suero constituyen uno de los mar-
cadores méas importantes como pronéstico del desa-
rrollo de la enfermedad.? Se ha observado un mayor
deterioro del sistema inmune en aquellos pacientes
que presentan elevados niveles de carga viral, y por
lo tanto poseen una menor capacidad de respuesta
contra los agentes infecciosos, lo que en muchos ca-
sos puede conducir a la muerte del paciente.?

Teniendo en cuenta todo lo anteriormente expues-
to, en este estudio se propuso conocer cuales eran los
microorganismos més frecuentes en pacientes cuba-
nos VIH positivos que presentaban elevados niveles
de ARN viral y su relacion con el conteo de células T
CD4+.

MATERIAL Y METODOS
Poblacion de estudio

Se revisaron las historias clinicas de 200 pacientes
que presentaban elevados valores de carga viral
(> 55,000 cp/mL), los cuales fueron hospitalizados y
posteriormente atendidos ambulatoriamente en el
Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri" durante
el periodo de enero a noviembre del 2003.

Determinacion de los niveles de ARN de VIH-1

Se utilizaron 200 uL. de plasma por cada paciente
para la determinacién de los niveles de ARN virales
por el sistema Nuclisens (Biomérieux, France). El
aislamiento del acido nucleico se llevé a cabo median-
te un procedimiento completamente automatizado
utilizando para ello el equipo de aislamiento automa-
tizado Nuclisens extractor (Biomérieux, France) y
los reactivos necesarios para dicho procedimiento.*
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Del extracto de acido nucleico obtenido se utilizaron
5 uL para la amplificacién mediante NASBA (Biomé-
rieux, France)® procedimiento realizado segtn las
instrucciones del fabricante. La cantidad de ARN am-
plificado fue determinado en la lectura final mediante
electroquimioluminiscencia® utilizando para ello, el
lector Nuclisens Reader (Biomérieux, France).

Estudios microbioldgicos

Se revisaron y analizaron los resultados obtenidos a
partir de muestras respiratorias, esputos para deter-
minar la presencia de bacilos acido-alcohol resisten-
tes, hemocultivos, fluido cerebroespinal y estudios co-
proparasitolégicos. Los estudios microbiolégicos y
parasitolégicos fueron llevados a cabo en el Centro de
Referencia de Microbiologia del Instituto, el cual uti-
liza técnicas validadas, sensibles y especificas.

Cuantificacion de los linfocitos T CD4+

Los conteos relativos de linfocitos T CD4+ fueron
determinados por citometria de flujo, utilizando un
equipo FACSCan, reactivos Tritest y el programa
Multiset siguiendo las instrucciones del fabricante
(Becton Dickinson).”

Analisis estadistico

Los resultados de la carga viral fueron analizados
utilizando el paquete estadistico de Microsoft Excel
(Microsoft Office, EU), calculando la media de los va-
lores de ARN virales obtenidos. Para describir a los
microorganismos reportados se utilizaron frecuencias
y porcentajes.

RESULTADOS

Los niveles de ARN virales en los pacientes estudia-
dos oscilaron entre 61,000 y 830,000 cp/mL y la me-
dia fue de 150,000 cp/mL.

Los estudios microbiolégicos realizados arrojaron
que el Streptococcus grupo D (13%), fue la bacteria
mas frecuente aislada en muestras de origen respira-
torio seguida por Streptococcus grupo A (5%), Pseu-
domonas aeruginosa y Staphylococcus aureus (3%)
(Figura 1). Solamente el 8% de las muestras de espu-
to analizadas fueron positivas a la presencia de baci-
los acido-alcohol resistentes.

En el 3% de las muestras de hemocultivos se deter-
mino la presencia de Staphylococcus xilosus y Salmo-
nella paratiphy B. El 13% de las muestras de liquido
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Figura 1. Frecuencia de los aislamientos bacterianos de mues-
tras respiratorias de pacientes VIH positivos con elevados nive-
les de carga viral.

cefalorraquideo analizadas fueron positivas a la pre-
sencia de Cryptococcus sp.

La frecuencia de parasitosis en los pacientes estu-
diados fue baja. Los parésitos mas frecuentes fueron
Blastocistys hominis (5%) y Endolimax nana (4%).
Por otro lado, dentro de los patégenos clasicos se en-
contraron, Giardia lamblia e Isospora belli (3% c/u),
(Figura 2).

En el cuadro I se muestran los valores en por
ciento de los conteos relativos de los linfocitos T
CD4+. Un elevado ntmero de pacientes (83%) pre-
sentaron conteos de linfocitos T CD4+ menores de
240 células/uL. Los conteos de CD4+ en el resto de
los pacientes que presentaron alguna infeccion, se en-
contraban entre 250 a 530 células/ul.. No se observd
la presencia de microorganismos patégenos en aqué-
llos cuyos conteos de linfocitos T CD4+ fueron mayo-
res que 560 células/uL.

DISCUSION

Las infecciones bacterianas del tracto respiratorio
son frecuentes en personas VIH positivas y las mis-
mas pueden ser causadas por una gran variedad de
patégenos. La incidencia y severidad de dichas infec-
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Figura 2. Frecuencia de pardsitos entéricos en pacientes con
elevados niveles de carga viral.

Cuadro I. Porcentaje de linfocitos T CD4+ de pacientes con
elevados niveles de carga viral.

Linfocitos T CD4+

< 14% 14-25% >25%
(4-240 (250-530 (560-746
células/uL) células/uL) células/uL)
Pacientes (%) 83 14.5 2.5

ciones depende mucho del grado de inmunodepresién
presentado por cada paciente;! por lo tanto, las infec-
ciones causadas tanto por bacterias como por mico-
bacterias contribuyen al incremento de la morbilidad
y mortalidad en estos pacientes.®

El género Streptococcus fue el mas comun a partir
de muestras de origen respiratorio en los pacientes
VIH positivos que presentaron elevados niveles de
ARN virales (mayores de 55,000 cp/mL). Otros estu-
dios reafirman la elevada incidencia de bacterias per-
tenecientes a este género, asi como de Haemophilus
influenzae y Staphylococcus aureus en estos pacien-
tes.” Por otra parte, Afessa y Grun (2000)'° encontra-
ron una elevada prevalencia de cepas de Pseudomo-
nas aeruginosa en el tracto respiratorio de estos
pacientes (2%). En este sentido, los pacientes con ba-
jos conteos de linfocitos T CD4+ producen un eleva-
do nivel de anticuerpos contra los antigenos bacteria-
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nos en comparaciéon con aquellos que presentan valo-
res comprendidos entre las 200 y 400 células/mL.
Esta respuesta contra algunas bacterias extracelula-
res estd caracterizada, por una parte, por un incre-
mento de estos niveles de anticuerpos y por la otra,
por un decremento de la afinidad de estos anticuer-
pos.! Esto explica porqué la respuesta en estos pa-
cientes con bajos conteos de linfocitos T CD4+ es
defectuosa.

En nuestro estudio la mayor frecuencia de los ais-
lamientos bacterianos procedian de pacientes con ba-
jos conteos de linfocitos T CD4+, debido a que su sis-
tema inmune ya no se encontraba en condiciones de
responder de una forma adecuada ante la agresion de
los microorganismos. Esta inmunodepresién presente
en estos pacientes condiciona una predisposicién a la
adquisiciéon de micobacteriosis, sobre todo en etapas
avanzadas de la enfermedad, donde las infecciones
por micobacterias son frecuentes. Los elevados valo-
res de carga viral incrementan la diversidad del VIH-
1 y producen cambios en los niveles de citocinas en
individuos VIH positivos con tuberculosis, lo cual pa-
rece estar vinculado con una estimulacién inmune lo-
calizada.’? En comparacién con otros articulos se ob-
tuvo una baja incidencia de bacilos acido-alcohol
resistentes en muestras de esputos. Kumar y cols., en
el ano 200213 reportan un por ciento de positividad
mas elevado (24.1%). En 1999, Oh y cols.,'* determi-
nando la frecuencia y tipos de infecciones oportunis-
tas en pacientes VIH positivos en Corea del Sur, ob-
servaron la tuberculosis como la mas frecuente
(25%). Histéricamente esta enfermedad no ha pre-
sentado un incremento importante entre los pacien-
tes VIH+ cubanos, la misma presenta una baja pre-
valencia entre la poblaciéon cubana (7 x 100,000
habitantes).’s La presencia de estos microorganismos
en nuestro medio es baja debido al gran impacto que
ha tenido el programa cubano de tuberculosis.!®

Dentro de las infecciones oportunistas que mas
afectan a estos pacientes se encuentra la meningitis
producida por Cryptococcus.'™® Se ha podido consta-
tar que en pacientes con elevados niveles de ARN vi-
rales y bajos conteos de células T CD4+, esta enferme-
dad es maés frecuente. Sin embargo, no se encuentran
episodios de meningitis producida por Cryptococcus
en pacientes en los cuales se incrementan los conteos
de linfocitos T CD4+ (mayores de 100 células/uL) y
poseen niveles indetectables de carga viral. En nues-
tro estudio, sélo el 13% de los liquidos cefalorraqui-
deos estudiados fueron positivos a la presencia de
Cryptococcus, estas muestras procedian de pacientes
que presentaban conteos de linfocitos T CD4+ meno-
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res de 240 cel/uL. Este resultado nos puede indicar
que el deterioro del sistema inmune es un factor para
desarrollar esta infeccién.

Desde que los primeros casos de sindrome de in-
munodeficiencia humana adquirida (SIDA) fueron
descritos, se ha reportado una alta prevalencia de
manifestaciones gastrointestinales. En estadios tar-
dios de la enfermedad, progresan las alteraciones de
los mecanismos de defensa inespecificos para la pro-
duccién de IgA y se manifiesta una reduccién en la
respuesta inmune local, aumentando la susceptibili-
dad frente a patégenos oportunistas intestinales.2 A
pesar de su alta prevalencia, los protozoos clasicos,
como la Giardia lamblia y la Entamoeba histolytica,
no son detectados frecuentemente en pacientes VIH
positivos y no son considerados infecciones oportu-
nistas en el SIDA.2 La tasa de prevalencia de diarrea
causada por estos patégenos en pacientes SIDA es
mas alta que en aquéllos VIH+ en estadios menos
avanzados debido a la deficiente respuesta inmune
humoral.’® En nuestro estudio, los pacientes con
Giardia lamblia (4%) fueron mas numerosos que
aquéllos con Entamoeba histolytica (1%). Al respec-
to, en Cuba no se ha encontrado diferencia entre la
prevalencia de estos parasitos en las poblaciones
VIH+ y no VIH+.20

La criptosporidiasis esta distribuida por todos los
continentes y usualmente causa diarrea intermitente
y crénica en los pacientes aquejados. La intensidad y
duracion de la diarrea estan estrechamente relacio-
nadas con los conteos de linfocitos T CD4+2 En
Cuba, el Cryptosporidium spp fue el patégeno oportu-
nista de mayor prevalencia entre los pacientes con
SIDA en estudio llevado a cabo en 67 sujetos con la
enfermedad en 1999 (11.9%).2° En nuestro estudio so-
lamente el 1% de las muestras estudiadas provenien-
tes de 200 pacientes fueron positivas a la presencia
de Cryptosporidium spp. Otros reportes muestran
una tasa de criptosporidiasis un poco mas alta, como
Brasil (3.5%)? y la India (10.8%).2

Por otro lado, la Isospora belli se encuentra en
areas tropicales y subtropicales y tiene una tasa de
ocurrencia del 15% en Haiti, 0.2% en EUA, 1.8% en
Brasil.? En la India, Joshi y cols.?! han reportado la
Isospora belli como el parasito mas comtn (17%), se-
guido por Entamoeba histolytica (14.9%) y Cryptospo-
ridium (8.5%).2 Nosotros encontramos que Isospora
belli y Giardia lamblia fueron los patégenos intesti-
nales mayormente diseminados entre estos pacientes
(83%). En 1999, la Isospora belli tuvo una prevalencia
de sélo un 1.5% en los pacientes cubanos con SIDA.?°
Estos resultados apoyan el hecho de una baja fre-
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cuencia de estos patégenos en pacientes cubanos con
altos niveles de ARN virales.

Las muestras positivas de los estudios microbiol6-
gicos pertenecian a pacientes con una severa inmu-
nodepresién (conteos de linfocitos T CD4+ menores
de un 14%), los pacientes con elevadas cargas virales
y conteos de linfocitos T CD4+ por encima de un
25% no padecian infecciones oportunistas. Se ha des-
crito que las elevadas cargas virales en estos pacien-
tes influyen en la disminuciéon de las células T
CD4+. Los pacientes con una infecciéon por VIH
avanzada, que estan severamente inmunodeprimidos,
desarrollan una variedad de infecciones oportunistas
que tienen un impacto significativo en su calidad de
vida y supervivencia.??

En este trabajo, las infecciones oportunistas no
fueron frecuentes en pacientes con altos niveles de
carga viral y bajos conteos de linfocitos T CD4+,
comparadas con lo reportado en otros paises; esto
puede ser debido a que en Cuba, las politicas de salud
instruyen a estos pacientes con una adecuada infor-
macién acerca de su enfermedad, como convivir con
ella y el cuidado que deben tener para la prevencién
de otras enfermedades secundarias que los pueden
afectar ya que es conocido que el riesgo de adquisi-
cion de infecciones oportunistas depende del estado
inmunitario hospedero, asi como de la exposicién a
patégenos potenciales y la virulencia de los mismos.
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