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RESUMEN

A medida que el acceso a tratamiento antirretroviral avanza globalmente, son necesarios esfuerzos enca-
minados a simplificar la toma y el envio de muestras a laboratorios de referencia para realizar técnicas
de diagnéstico serolégico y genético, analisis de carga viral y resistencia a fairmacos antirretrovirales en
paises con recursos limitados. Por tanto, es necesario implementar métodos mas baratos y practicos de
obtencién, almacenaje y transporte de muestras biolégicas y/o sanguineas. La recogida de muestras en
papeles de filtro es una alternativa econémica y practica al plasma para la monitorizacién del tratamiento
antirretroviral, principalmente en laboratorios con equipamientos minimos y sin acceso a cadenas de frio
y/orefrigeracion. En esta revision abordaremos algunas de las aplicaciones clinicas del uso de sangre total
secarecogida en papeles de filtro (DBS, dried blood spots). Nos centraremos en su aplicabilidad en la moni-
torizacion de la infeccién por VIH para su posible aplicacién por los programas nacionales de salud de
los paises en vias de desarrollo. Haremos un repaso a los distintos estudios que han empleado DBS en la
cuantificacién de la carga viral, en la monitorizacién de mutaciones de resistencias a antirretrovirales, en
el diagndstico perinatal temprano, en el diagnéstico serolégico en adultos, en la deteccién de antigeno
p24 viral e incluso en la identificaciéon de variantes virales para estudios de epidemiologia molecular del
VIH. Hablaremos de las variables que afectan a las determinaciones hechas con DBS en el campo del VIH y
explicaremos c6mo se pueden optimizar los procedimientos usando DBS para aumentar su sensibilidad.
El objetivo final sera dar a conocer las aplicaciones y ventajas del uso de los DBS en el campo del VIH,
sobre todo en paises de recursos limitados.
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ABSTRACT

As access to antiretroviral treatment increases in the developing countries, efforts towards making it
easier and less costly to collect, store, and deliver the biological samples to reference laboratories, where
the serological and genetic diagnosis techniques are performed, have become a high priority. Blood sam-
pling on filter papers is an inexpensive and practical alternative to plasma for antiretroviral treatment
monitoring in countries with limited resources and no access to cold chains or refrigeration. The main
clinical applications and uses of blood-sampling onto filter papers (dried blood spots [DBS]) are reviewed,
focusing on how these can be applied in monitoring HIV infection, particularly for use in National Health
Programs in developing countries, or in resource-limited settings. A review is presented of studies that
have used the DBS technique for quantifying viral load, analysis of antiretroviral drug-resistance muta-
tions, early infant diagnosis, adult serological diagnosis, detection of viral p24 antigen, and molecular
epidemiology of HIV-1, in different geographical locations. Those variables that could affect the use of
DBS, particularly in the HIV field, as well as explaining how these procedures can be optimised to increase
their sensitivity are also reviewed. The aim of this study was to review the advantages of implementing
the DBS technique in the HIV field, especially in resource-constrained regions.
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Introduccién a los dried blood spots (DBS)

De los mas de 34 millones de infectados por el virus de la
inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) en el mundo, el 93%
viven en paises de bajos recursos!. A medida que el acceso al tra-
tamiento antirretroviral (TAR) avanza globalmente, también son
necesarios esfuerzos encaminados a monitorizar correctamente
la terapia reduciendo costes y simplificando procedimientos. La
recogida de muestras en papeles de filtro esta considerada una
alternativa barata y practica al plasma para la monitorizacién del
TAR, principalmente en laboratorios con equipamientos minimos
y sin acceso a cadenas de frio y/o refrigeracién?. Los tipos de
tarjetas existentes para la recogida de muestras bioldgicas se
detallan en la tabla 1. Las muestras secas, ya sean de sangre total
(DBS), plasma (DPS), suero (DSS) o incluso leche materna® de
pacientes infectados y recogidas en papeles de filtro Whatman
9034 son un método accesible de toma, almacenaje y envio de
muestras a laboratorios de referencia. Pueden emplearse para la
cuantificacién de la viremia o carga viral (CV)°~19, monitorizacién
de mutaciones de resistencias a antirretrovirales!®-29, diagnéstico
perinatal”.11:30-32  djagnéstico serolégico en adultos33, deteccién
de p24 viral®4 e identificacién de variantes del VIH1822-2529 14
experiencia de cribado en neonatos empleando DBS ha mostrado
ser eficaz y sencilla3®. Los DBS también han sido empleados para
el diagnéstico de diversas enfermedades genéticas, metabdlicas e
infecciosas3336, Actualmente no esta aprobado el uso de los DBS
para cuantificar linfocitos CD4+ por inmunoensayo, por la poca
correlacién con los valores obtenidos mediante citometria de flujo.
Algunas aplicaciones de los DBS se resumen en la tabla 2.

El uso de los DBS en lugar de sangre tiene la ventaja de emplear
un menor volumen de sangre total (50-100 wl) recogido mediante

un pequefio pinchazo en el talén o en el dedo, evitando manejar
jeringuillas y reduciendo el gasto en infraestructuras y material de
laboratorio. Ademas, las muestras sanguineas recogidas en papel de
filtro no son infecciosas. Por ello el empleo de los DBS podria sim-
plificar la monitorizacién de la infeccién por VIH en los programas
de salud publica de paises en desarrollo. El objetivo de esta revisién
es detallar las posibles aplicaciones de los DBS en el diagndstico y
la monitorizacién de enfermedades, profundizando en su uso para
el diagnéstico y la monitorizacion de la infeccion por el VIH.

Extracciones de acidos nucleicos a partir de dried blood
spots para la amplificacion viral

Meétodos de extraccion de dcidos nucleicos (ARN, ADN) a partir
de dried blood spots

La mayoria de las técnicas de cuantificaciéon de CV, deteccion de
resistencias, diagnéstico genético temprano perinatal y deteccién
de variantes empleando DBS se basan en la amplificacion de acidos
nucleicos, principalmente por la reaccién en cadena de la polime-
rasa (PCR). EI ARN viral (de virus circulantes) y/o el ADN proviral (de
virus integrados en células sanguineas infectadas) extraido del DBS
también se puede usar para otros estudios que requieran secuencia-
ciénviral o clonaje molecular del VIH, incluso ensayos de resistencia
fenotipica o deteccién molecular de otros virus del paciente. Sin
embargo, todos ellos requieren un paso previo de extracciéon de
material genético del DBS.

No todas las técnicas de extraccién (comerciales y no comercia-
les) disponibles tienen la misma eficacia3”. De hecho, los fallos en
la extraccion del ARN viral son la causa mas frecuente de obtener
valores de CV infraestimados, viremias negativas o fallos de

Tabla 1
Tipos de tarjetas para la recogida de muestras bioldgicas
Tarjetas Fabricante Indicaciones Muestras empleadas Informacién
Whatman 903 Whatman (GE Healthcare) ARN Sangre www.whatman.com/903ProteinSaverCards.aspx
ADN Otros fluidos corporales
Anticuerpos
Proteinas
Otros
FTA Whatman (GE Healthcare) Solo ADN Sangre www.whatman.com/
= Células FTANucleicAcidCollectionStorageandPurification.
A Tejjdos animales aspx
Tejidos vegetales
O Cultivos celulares
O Microorganismos
IsoCode Stix Schleicher & Schuell Bioscience Solo ADN Sangre https://es.vwr.com/app/catalog/Catalog?parent_

Otros fluidos corporales class_id=9&parent_class.cd=60949&frmls=x

Los tres dispositivos consisten en una pequefia «tarjeta» portadora que presenta un recorte de papel de algodén o nitrocelulosa adherido a un formulario para recoger la
informacién identificativa del paciente. Las tarjetas 903 estan especialmente disefiadas para la recogida y el almacenamiento de sangre para los programas de cribado neonatal.
Las proteinas, ARN y otras biomoléculas se pueden archivar en papel 903 y almacenar entre 4°C y -80°C. Las tarjetas FTA estan tratadas con formulaciones quimicas que
desnaturalizan proteinas, protegen de la degradacién de acidos nucleicos por las nucleasas y facilitan la unién de ADN. Los FTA se emplean para archivar ADN a temperatura
ambiente de manera indefinida. Las tarjetas [socode son tarjetas 903 modificadas que permiten la elucién y amplificacién del ADN por la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), al tener impregnados inactivadores de muchos de los inhibidores de la PCR presentes en la sangre.
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