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l.. INTRODUCCION 

El síndrome de inmunodeficiencia adquirido (SIDA) ea una nu~ 

va entidad nosológica cuya incidencia en el mundo se incrementa 

constantemente desde los inicios de la presente d~cada (3). Deb~ 

do a su fácil diseminaci6n, elevado ~ndice de mortalidad y, hasta 

el mornento, a ln ausencia de tratamiento ae le considera un pro_ 

blema de salud pública. Esta enfermedad cobra cada vez mayor im_ 

portancia en la medida que se reporta la aparición de nuevos ca_ 

sos en todo el mundo, por lo que es objeto de intensas investiga_ 

cienes a partir de 1981, fecha en la que se describió por vez pr~ 

mera como tal en el Centro para el Control de Enfermedades (CDC) 

de los Estados Unidos de Norteamérica (9). 

A partir de 1982 aparecen los primeros reportee que seffalan 

al virus lin:fotrópico de ·las c~lulaa T humanas tipo III (HTLV III) 

como al agente causal de este s!ndrome (18); debido a las contra_ 

versias que surgen con respecto a1 nombre que habría de 11evar e1 

virus, el. Comité rnternacione..J. de !raxonoro!a de Virus sugui.ere nom, 

brarlo "Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)'' de manera 

transitoria hasta la designación de un nombre oficial (21). 
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En el presente trabajo se utilizarcí el término VIH para hacer re 

ferencia del Virus. 

los datos epidemiológicos euguieren que el síndrome es tran~ 

mitido horizontalmente por contacto íntimo, vía transplacentaria, 

productos sanguÍneoa, así como también una posible predisposición 

genética en a1gunoe grupos pob1acionales; todo esto ha desencade_ 

nado problemas de muy diversa índole: científicos, políticos, so_ 

cio-económicos e inc1usive de tipo re1igioso y fi1isÓfico (22). 

No obstante,el común denominador de todas esae.~reas es la preocE 

pación por tratar de detener la diseminación de la enfermedad; la 

implantación de campafiaa tendientes a mejorar la educación sexual, 

los buenos hábitos de la poblaci6n, un adecuauo control de las 

transfusiones sanguÍneas, entre otras, son hasta la fecha el úni_ 

co medio para 1ograr ta1 fin (14). La detección y e1iminación de 

unidades de sangre y plasma potencialmente infec~iosas para su uso 

en transfusiones y para la elaboración de derivados inyectables es 

un método prdctico para lograr e1 control de la transmisión de la 

enfermedad. Esto se puede conseguir detectando la presencia de ª!!:. 

ticuerpos contra VIH en tales materiales. 

En 1a presente investigación se utilizó el analisis in~unoaa 

sorbente ligado a enzimas (método inmunoenzimático ELISA) para la 
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búsqueda de anticuerpos contra VIH. la investigaci6n se llevó a 

cabo en muestras de suero do grupos de pacientes con infecciones 

y c~nceres de1 sistema respiratorio, tomadas al azar, en el Inst~ 

tuto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER); así como en 

muestras de suero de hombres homosexuales, los que se consideran 

como uno de los grupos con alto riesgo a la enfermedad. 
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OBJETIVO 

I.a finalidad de la presente inve~ 

tigaci6n es evaluar la utilidad del m~ 

todo inmunoenzimático ELISA en 1a dete~ 

ción de anticuerpos contra el virus de 

la inmunodeficiencia humana (VIH) en 

muestras de suero de pacientes del Ins 

tituto Nacional de Enfermedades Respir~ 

+:nri !"IS Y de hombres homosexuR.les. 



2. GENERALIDADES 

2.1. EPIDEMIOLOGIA 

I.e. razón de utilizar el término de inmunodeficiencia es que 

el común denominador de 1os pacientes que padecen este síndrome 

es el desarrollo de un severo e2tado de inmunodepresión (1), (2). 

Dentro de la población mundial se han identificado gru~os en los 

cuales la incidencia de la infección es más elevado, por lo que 

se les considera coreo grupos de alto riesgo (3), {4): 

1. Homosexuales o bisexuales activos con múltiples compaña_ 

ros sexual.es 

2. Conswr:idores de drogas intraveno$as 

). Pacientes politr~nsfundidos 

4. Africanos 

5. Haitianos 

6. Compañeros sexuales e hijos de los individuos incluídos 

en los grupos anteriores 

7. Hemof'Ílicos 

la edad a la que se detecta la infección en los pacientes 

de alto riesgo presenta variaciones dependiendo del grupo al cual 
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pertenecen; aproxi~adamente el 50~ de los hombres homosexuales 

se encuentran entre los 30 y 40 afias y un 25~ entre los 20 y 30; 

en los consumidores de drogas intravenosas las edades se agrupan 

estrechamente, un 80~ se encuentra entre los 20 y 40 años; los 

pacientes que reqUieren de transfusiones sanguíneas frecuentes 

presentan una edad media de 50 años. Debido a que en Africa la 

enfermedad se considera endémica se puede presentar a cualquier 

edad; en los Haitianos la poblaci6n jÓven es la más afectada al_ 

canzando una proporción del 50% entre los 20 y 30 años; entre los 

hemofílicos no se presenta agrupación 

El índice de mortalidad aumenta en proporción directa con 

el tiempo trc.:.~scur!'idc entre la adquisici6n de la infecci.Ón y el 

diagnóstico: cuando la infección se ha padecido menos de un año 

la mortalidad es aproximadamente del 40~, del 50~ al año y del 

75% a los dos años (4). En muchas ocasiones no es posible diag_ 

nosticar la infecci6n poco tiempo después del contagio puesto 

que el período de incubación es muy variable, en promedio de unos 

5 afias. 

2.2. CUADRO CLINICO - DIAGNOSTICO 

I.os pacientes infectados con VIH presentan un deterioro se 

lectivo y severo de la respuesta inmune mediada por célu1as, ca_ 
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racterizado por tU'1a linfopenia a expensas de loe linfocitos T in 
ductores o con función cooperadora (OKT4+), al contrario de las 

células T supresoras (OKT8+) aue permanecen casi constantes o ª!:!. 

ment~das. Lo anterior provocu una. disminución de la relación 

células cooperadoras/supresoras, que normalmente es de 2/1 a l/l 

o ~enes (5). Se ha lo["Tado est~blecer un cuadro inmunológico bá_ 

sico entre los pacientes con SIDA, caracterizado por (6): 

l. Dis~inuci6n de la relaci6n linf'ocitos T cooperadores/s~ 

pre sores 

2. Niveles elevados de ¿;amna-c;lobulinas, específicamente 

cl"ses G, A y M 

3. Dismim.tción de la relación linfocítica contra antígenos, 

mitógenos y a.l.oantígenos 

4. Ausenci~ de hipersensibilidad de tipo retardado a las 

pruebi?.s de sen~ibilidad cutánea. (FPD, candidina, histo_ 

plasmina, entre otras) 

s. Adenopit~a generalizada con hiperplasia folicular 

.Puesto ~ue los linfocitos T son las células blancas que ac_ 

túnn principalmente contra algunos parásitos, virua y hongos, e!!_ 

te deGo!.~den conduce e. la adquisición de infecciones &Taves caus~ 

das por rnicrcoreani3;¡',0S oportunistas que incluyen a miembros de 

los grupos protozoos, he1mintos, hongos, algunos virus y bacte_ 
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rias. A continuación se mencionan las enfermedades más comunmen_ 

te asociadas con e1 SIDA (7), (8): 

1. Neumonía por Pneumocyatis carinii (NPC) 

2. Neumon!'a, encefalitis o meningitis debida a uno o más de 

1os siguientes agentes transmisibles: 

Aspergi11us fwnigatus 

Candida a1bicana 

Nocardia sp 

Criptococcus neoformans 

3. Esofagitis por: 

Candida a1bicans 

Ci tomegalovirus 

Toxop1asma. gondii 

5trongy1oides stercora1is 

Ci tomegalovirus 

Micobacterias &t{picas 

Virus del herpes simple 

Virus de Epstein-Barr 

4. Enterocolitis crónica por Criptosporidium enteritis 

5. Herpes simple mucocutáneo con diseminación 

De los padecimientos ~nteriores el más cor.!Ú=i ~~ i~ ~'Pe, ':,'-".? 

se acompaña en más de la mitad de los casos con alguna. neoplasia 

de1 tipo de1 sarcoma de Ka.posi (SK) o 1inforna no Hodgkin, corno 

e1 1infoma tipo Burkitt y e1 inrnunob1ástico entre otros. También 

se han reportado 1os 1infoma.a de 1as cé1u1as B y 1os 1infoma.a 

primarios del. sistema nervioso central. En el Centro pera el Co!! 

tro1 de Enfermedades se ha reportado NPC en más de1 50~ de 1os 

enfermos de SIDA, SK sin NPC en e1 25% y presencia de SK y NPC 
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simuJ.táneas en menos del 10~ (9), (10). Antes de 1981, el sarco_ 

ina. de Kaposi y las en:fermedades oportunistas se observaban prin_ 

cipa1mente en pacientes con sistemas de inmunidad suprimidos por 

qu:i.ro:ioterapía, como en ei caso de postransplantes, cáncer, entre 

otras. El sarcoma de Xaposi es la neoplasia más frecuentemente 

asociada con e1 SIDA, caracteriza.do por 1esionee cut~neas macul~ 

papulares o noduJ.ares, ovoidales, rosa pá1ido a violáceas, no d~ 

1orosas, ni. pruriginosas; 1as 1eaiones habitua.1mente san mÚlti_ 

ples, bilateralmente sim~tricas, 1ocalizandose el cualquier parte 

de la superficie corporal principalmente en ext:emidades, tronco 

Y cabeza {ll). Antes de la descripción del s~ndrome se presenta_ 

ba generalmente en los varones de más de 40 años del oriente de 

Europa (12). Por otra parte, ae 1e considera endémico entre loa 

hombres jóvenes y de edad media de Afríca ecuatoria1, en donde 

a1gunos autores como Montngnier y Ga11o, entre otros* piensan se 

orieinó eJ. SIDA (13), (J.4). 

los síntomas son muy variados, dependiendo de1 alcance de 

la inmunodepresión y de la adquisic;ón de una o más infecciones 

de tipo oportunista. En generaJ., e1 cuadro cJ.{nico manifiesto es 

un tanto evidente, eXiatiendo antecedentes de fiebre, pérdida de 

peso, infecciones respiratorias re~o~!~~s. en ocasiones cuadros 

diarreicos recurrentes, aparición de 1infoadenoniega1ia de predo_ 
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minio cervical, padecimiento de mú1tiples enfermedades venéreas, 

entre otros. En resumen, 1a presencia de uno o más de los s!nto_ 

mas siguientes puede indicar un diagnóstico afirmativo, en espe_ 

cial en personas que pertenezcan a alguno de los erupos de al to 

riesgo y/o manifiesten presencia de anticuerpos contra VIH (10), 

(15): 

l. Fatiga inexplicable y persistente 

2. Tríada del "síndrome de emancia.ciÓn": lin:foadenopatía, 

pérdida de peso y fiebre 

3. I.esionea cutáneas 

4. Tos persistente 

5. Diarreas recurrentes 

6. Contusiones o hemorragias 

7. T.esiones bucales blanquesinas 

8. Da.tos neurológicos y psiqUiátricos que indiquen dañ~ al 

sistema nervioso central 

9. Sienes oftálmicos que indiquen daño al sistema nervioso 

central 

Por otra parte, la presentación clínica del SIDA no es igual 

en todos los pacientes, algunos autores (8) han reportado la si 

guiente agrupación1 

1. Homosexuales con linfoadenopatía crónica (SIDA pródromo) 
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2. Pacientes con SIDA asociado a infecciones oportunístas 

3. Pacientes con SIDA asociado a sarcoma de Kaposi 

4. Fa.cientes con síndrome atenuado o de resistencia (preSIDA) 

En los pacientes que pertenecen al Último grupo e1 curso de la 

enf'ermedad es benigno y las alteraciones irununológicas semejantes, 

~ero nuís leves, a los afectados por el SIDA y se considera que s~ 

10 un 10-15% de los afectados evolucionará a la forma clínica. 

Hasta ahora el diagnóstico del SIDA es en gran medida cl{n~ 

co, basado en la historia médica, sexue.l, estilo de vida, así e~ 

mo en los exámenes de laboratorio del paciente; la historia méd~ 

ca es ade~ás de gran ayuda para la identificación de grupos de 

alto riesgo a la enfermedad. Existen varias técnicas inmunosero 

lógicas (descritas más adelante) utilizadas para mostrar eviden_ 

cia de anticuerpos específicos contra VIH en el material biolÓe!_ 

co de las personas sospechosas de padecer SIDA, pero esto no es 

suficiente para establecer un diagnóstico defini.tivo de la enfe~ 

mcdad. Es necesario efectuar una evaluación clínica y de labora_ 

torio más exhaustiva para poder llegar a un diagnóstico definiti 

vo. 

A continuación se mencionan las pruebas de laboratorio más 

frecuentemente utilizadas para apoyar un diagnóstico de SIDA (16), 
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(J.7): 

J.. Cuenta de céJ.uJ.as bJ.ancas total.es 

2. Cuenta diferencial. 

3. Determinación de inmunogJ.obul.inae séricae total.ea (se p~ 

den utiJ.izar técnicas como J.a irunonodifusión radial.) 

4. Cuantificación de J.infocitoe T y B en sangre periférica 

(1inf'ocitos formadores de rosetas E y rosetas EAC reape~ 

tivamente) 

5. Determinación de J.a funcionaJ.idad de J.os J.infocitos T y 

B (a través de J.a estimuJ.ación con mitógenos, eu capaci_ 

dad para sintetizar ADN, para producir ambos factores e1 

inhibidor de J.a migración de macrófagos y eJ. activador 

de macr&fagoe, entre otros) 

6. EvaJ.uación de J.a reJ.ación T4/T8 (mediante J.a utiJ.ización 

de anticuerpos monoclone.1es dirigidos contra loe marcadg_ 

res de membrana de J.as céJ.uJ.as T) 

7. EvaJ.uación de J.a hlperseneibiJ.idad de tipo retardado (m~ 

diante J.a utiJ.ización de pruebas de anergia cuténea con 

antÍ!"P-"""1."' """r'"I ~ .... ~::!id.i.na, toxoide tetEÍnico, estreptoci~ 

ea, entre otros) 

8. BÚsqueda de anticuerpos contra Citomegalovirus, Herpesv!. 

~· Treponema pa1idum, entre otros 

9. Diagnósti.co de infe.cciones de ti100 oportunista recurren_ 
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tes. 

No obstante, la presencia de VIH en el material biológiCo 

del paciente, demostrada mediante la utilización de técnicas in_ 

muno16gicas (descrítas mi!s adelante) o por 1a observaci6n micro~ 

cópica de cortes de tejidos, se considera suficiente para esta 

b1ecer un diagn6stico definitivo de SIDA. 
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3. CARACTERISTICAS DEL AGENTE CAUSAL 

3.l. ESTRUCTURA 

En el inicio de la aparición del síndrome de inmunodeficie~ 

cia adquirida existía una gran controversia para tratar de expl!_ 

car su etio1ogÍa, pero gracias a 1oa datos epidemiol6gicos y a 

los trabajos de diversos investigadores (8), (18) se sentaron las 

bases que señalan a un solo agente infeccioso como al causante de 

esta enfermedad. Ahora sabemos que el llamado "virus de la inmun2. 

deficiencia humana (VIH)" es el agente etiol6gico del SIDA (ll). 

(19). Este virus est.:! clasificado como un Ribovirus, específica_ 

mente de la familia de los Retrovirus puesto.que su material gen~ 

tico está formado a base de ácido ribonucleico (ARN) y junto con 

éste lleva una enzima llamada transcriptasa reversa. 

Gracias a los trabajos de diversos investigadores (20), (21) 

ahora se sabe que la partí'cula viral de VIH está formada por las 

siguientes estructuras (ver figura 1): 

l. Envoltura proteica 

2. Cápside 

3. Nucleoide 

ta envoltura del virus consiste de una bicapa de lÍpidoa, atra.ve_ 
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MEMBRANA 

L IPIOICA 

REVERSA 

FIGURA l. Eso.uema de un virion del VIH. 
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sada por glicoproteína.s formadas por dos subunidades llamadas 

gp4l y gp120. BJ. cápside está formado por dos capas de proteína.a 

conocidas como p24 y plB. Por Último, el nucleoide consiste de 

filamentos de ARN y de varias molécul.as de la enziina. transcript!!, 

sa reversa, la cual tiene un elevado peso molecu1ar (aproximada_ 

mente 100,000) y requiere la presencia de Mg
2 + para su Óptima ªE. 

tividad enzimática. 

3.2. MECANISMO DE INPECCION 

Una vez que una persona es infectada por el virus, las pria 

Cipales células blanco del sistema inmune son los linfocitos T4; 

Gallo entre otros investigadores explica que esto se debe a la 

presencia de mol€cu1aa o marcadores T4 sobre la membrana externa 

de dichas células. Estos marcadores son los quo definen la cate 

gor:Ca de linfocitos T4; existen otras células blancas implicadas 

en el sistema inmune que poseen en su superficie esos marcadores, 

aunque en menor cantidad, como los macr6fagos y monocitos. Hase!, 

ti ne, del Insti tute para el. cd:ncer Da.na Fa.rbeT, suguiere que "la 

velocidad de muerte celu1ar es proporcional a la concentración 

de los marcadores T4 sobre la superficie de la membrana de la e~ 

lula infectada" (20), 

Basándose en los trabajos de Wong-Staal y Fisher en1:re otros, 
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y en los propios, Gallo formUla las siguientes hipótesis: 

l. "I.a. muerte celular depende de una interacci6n entre J.a 

cubierta viral (por medio de las glicoproteínas de la e~ 

vol.tura) y la membrana de la c6J.ul.a h~ésped" 

2. "Para la entra.da del virus a l.a célul.a es suficiente un 

nivel bajo del marcador T4, pero se requiere un nivel. m~ 

yor para el. efecto citopátic?" 

Io anterior expl.ica la destrucción selectiva de los linfocitos T4 

sobre 1as otras células del sistema inmune, como l.os monocitoe y 

l.os.macrófagos, los cuales aún cuando son infectados por VIH no 
\ 

so~ ~"~truídos o no en la misma proporción que los primeros. De 

esta manera, el virus puede penetrar únicamente a ciertos tipos 

ce1u1ares del organismo, esto es, aquellos que tienen lo que se 

conoce como ºproteínas receptoras" en su superficie y que actúan 

como en1aces químicos para las glicoproteínas. El virus se une 

primero a los receptores de J.a céluJ.a y después penetra a e11a, 

val.iéndose de al.guno de l.os siguientes mecanismos (20): 
.. ~ 

l. ?1!ediante el. proceso conocido como endoci tesis mediada 

por receptores, el cual. facilita 1a entrada a la célula 

de una gran variedad de mo1écu1as necesarias para su me_ 

tabolismo normal 

2. Fusionando su envoltura con la membrana de la cél.uln 

blanco 
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Una vez en el citoplasma., la estructura viral se desintegra 

1iberando su ácido ribonuc1eico y 1as mo1écu1as de transcriptasa 

reversa¡ esta 111.tima transcribe e1 ARN vira1 en ácido desoxirri_ 

bonuc1eico (ADN). C\lando ésto ocurre, e1 ADN vira1 penetra a1 n~ 

c1eo ce1u1ar en donde se inserta ai genoma propio de 1a céiuia, 

y en este momento se le conoce como provirus; esta es la razón 

que hace a1 virus parte perma.nentA de la persona infectada, es 

decir el virus deja de existir como tal. El provirus espera las 

seña1es qu:{micas que induzcan e1 inicio de su mu1tip1icación. 

Puesto que ioa 1infocitos T4 forman una parte importante 

del sistema inmune, son activados por los antígenos que penetran 

al organismo. Investigadores como Scott entre otros, proponen 

que a1 activarse ia céiuia T4 infectada por VIH también se acti_ 

van 1os genes virales latentes; entonces, es posible que la 11e_ 

gada a1 organismo de otro agente infeccioso o material extraño 

sea 1a sefla1 esperada por si provirus para e1 inicio de 1a rep1¡h 

cación. Repentinamente, 1a céiuia T4 infectada empieza a hacer 

copias de 1os genes v:Lra1es en forma de ácido ribonucleico mcns!!, 

jero (ARNm)¡ este intermediario genético viaja fuera del núc1eo 

hacia e1 citoplasma, en donde promueve la producción de las pro_ 

taínas que el virus perdió para poder insertarse en e1 núcleo C!!. 

luJ.ar; además, hace copias de los filamentos de ARN VÍTal que 
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servirán como "corazón" de 1.as nuevas partícul.ae vira.les. 

Dentro de 1os 1infocitos T4 activados, 1ae proteínas y los 

ARN virales se ensamb1an en partículas viral.ea caa1 completas, 

que sólo carecen de las membranas 1ipÍdicas externas. I.as nuevas 

partícul.aa virales empiezan a "gemar" hacia afuera, desde abajo 

de 1as membranas de 1as cé1u1as infectadas, rodeándose de frag_ 

mentos de la misma, y quedando libres como virus completos. !as 

partícul.a.s neoforma.das se diseminan hacia otras célu.J.as T4 y tB.fil 

bién podrán infectar otros tipos ce1u1ares por todo el organismo, 

~r.cl.uyendo células cerobrn.l¡;.g: y !"\l]!!lonares. 

Sin embargo el. efecto crucial. de la infección por VIH es la 

destrucción de 1as cél.ulas T4 en 1as que se mul.tipl.ica; existen 

varias hipótesis para tratar de ~xplicar P.ste hecho (21)1 

l. Scott propone que el. virus al empezar a gemar hacia afu!_ 

ra hace agujer?a en las membranas de las cél.ul.as infect~ 

das, y debido a que la cantidad de virus que geman es 

muy grande, 1as cél.uJ.as no pueden reparar 1os orificios 

tan r~pido como son hechos. De cs~e modo, 1os componen_ 

tes vita1es de 1a cé1u1a escapan a travls de 1a membrana 

perforada, lo que hace que 1a cl1uJ.a no pueda sobrevivir 

mucho tiempo 
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2. Gallo propone que loa linfocitos T4 dañados son destruí_ 

dos por otras células del sistema inmune, como por ejem_ 

plo loa macrófagos 

En resumen, 1a pérdida de 1iní"ocitos T4 dafla se1ectivamente a1 

sistema inmune mediado por cd'1u1as lo que deja al organismo muy 

vulnerable a inf'ecciones. Independientemente de cual de los dos 

modelos anteri.ores sea el correcto, la principal pregunta que se 

hacen los investigadores del SIDA es ¿cómo es capaz el virus de 

elevar su velocidad de replicaci&'n tan rtÍpido desde "cero" hasta 

un nivei 1o suficientemente tan a1to para destruir a 1a cé1u1a 

huésped?. la respuesta probablemente se encuentre en el genoma 

virai. Ia forma de1 genoma virai de1 VIH es su ADN transcrito a 

partir del ARN e integrado en los cromosomas de la célula ~nfec_ 

tada, conocido como provirus, el cual incluye los genes necesa_ 

ríos para codificar los componentes de la partícula viral que se 

deben expresar para que su replicación se lleve a cabo. El con_ 

trol para la expresión parece consistir en un grupo de genes cu_ 

ya presencia hace al genoma de1 VIH mucho más complejo que e1 de 

cualquier otro retrovi.rus conocido. 

El material genético de muchos retrovirus consiste princi_ 

palmenta de tres genes que codifican los componentes de 1a part~ 

cula viral.: 
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1. Gen ~, que cod1fica l.os componentes de la cubierta vi_ 

2. Gen S,!&1 que codifica el. "corazón" Viral. formado a baee 

·de ARN 

3. Gen .E2J., que codifica l.a tranacriptaaa reversa 

Batos tres genes eat<!n rodeados por extensiones de ADN l.l.amadas: 

secuencias repetidas de terminación l.arga (LTR's) (22), que in_ 

cl.uyen secuencias de ADN que tienen un papel. en el. control. de J.a 

expresión de l.os genes viral.es. 

El. genoma del. VIH, sin embargo, inc1uye al menos otros cua._ 

tro genes que codifican pequefla.a proteínas que ayudan a regular 

l.a expresión genética (ver :figura 2), conocidos como: 

1. Gen ~, que tiene una doble función: en primer 1ugar, 

al. igual. que eus anál.ogoe en l.os virus HTLV-r y HTLV-rr, 

parece regul.ar l.a transcripción del. ARNm de l.oe genes v!_ 

ral.es •. Además, afecta los eventos posteriores a la tran.2_ 

cripsión, tal. vez J.a traducción del. ARNm a proteínas 

2. Gen ~, que parece controlar el. balance entre las dive!:_ 

sas :formas del. ARNm 

J. Gen !!2!:,1 cuyas funciones no estan aún bien definidas 

4. Gen 3 'orf, cuyas :funciones no e atan aún bien definidas 

- 27 -



N 
O> 

1 

LT R - :5' 

NUCLEOCAPSIOE 

FIGURA Z • REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL GENOMA DEL VIH •DE SUS PRODUCTOS Y DE 
UN VIRION ENSAMBLADO • 



No obstante los conocimientos anteriores, todav~a no se sabe a 

ciencia cierta como trabaja el sistema para el control de la re 

plicaci&n viral. 

Cada vez es más claro que la deficiencia inmun~ es solo uno 

de los efectos causados por VIH; a partir de 1984 los trabajos 

de investigadores como Shaw, Hahn, Wong-Staal, entre otros, se~ 

lan 1a presencia por primera vez de VIH en tejidos cerebrales y 

de médula &sea (23). Ya que los monocitos y macr6fagos son cap~ 

ces de atravezar la barrera sanguínea cerebral, la que separa al 

sistema nervioso central del torrente sanguíneo, ee posible que 

al ser infectados en la sangre transporten al vírus de ah! al c~ 

rebro. En el cerebro y médula espinal al parecer el virus tiene 

un efecto patog~nico directo que no depende de 1a deficiencia ia 

mune. Ias principales patolog{as observadas en el cerebro son: 

una proliferación anormal de las c6lulas gliales que rodean a 

las neuronas, y las lesiones resultantes de la p~rdida de mate_ 

ria blanca. No se sabe como es que el virus causa tales cambios 

anat6micoa, ni porque el rango relativamente limitado de las le_ 

siones o aberraciones estructura1es debidas al virus dan lugar 

al amplio rango de s{ntomas, que incluyen demencia y migrafia. 
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No obstante que loa efectos neurológicos del VIH son inde_ 

pendientes de la deficiencia inmune, el tercer tipo de patologÍa 

descrito, el cdncer, tiene una relación ambigua con 1a incapaci_ 

dad del sistema inmune. ras personas infectadas con el virus ti~ 

nen un riesgo incrementado para, al menos, tres tipos de tumores: 

1. El sarcoma de Kaposi 

2. los carcinomas, incluyendo el cdncer de piel muchas ve_ 

ces localizado en la boca y recto de los homosexuales i~ 

fectados 

). X.Os linfomas de c~lulas B, los cua.1es son tumores en los 

linfocitos B 

En algunos casos loe tumores parecen ser independientes de las 

deficiencias inmunes, como lo suguiere el hecho de que los homo_ 

sexuales pueden tener un alto riesgo a desarrollar sarcoma de X!:!:, 

posi aún si no estan infectados con el Virus (21). Otros patóge_ 

nos diferentes a VIH, tal vez, los agentes transmisibles por con_ 

tacto sexual, son susceptibles a ser involucrados en estos tumo_ 

res; de cualquier manera la infección con VIH aumenta en gran m~ 

dida el riesgo a desarrollar el sarcoma de Kaposi, 

Es posible que la disminución de la respuesta inmune faci1!_ 

te secundariamente la replicación de los agentes causantes de t:!! 

mores; estos agentes aún no son bien conocidos, pero un probab1e 
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candidato es el virus l.infotrópico humano B (HBLV), \Ul nuevo 

miembro de ia familia de los Herpesvirus, el cual tiene como ma_ 

teria1 genético ADN y fue recientemente aislado por investigado_ 

rea como Saki Salahuddin, Dharrun Abtashi y Gal.lo (21). 
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4. METODOS PARA LA DETECCION DE ANTIGENOS Y ANTICUERPOS 

Desde que el virus de la inmunodeficiencia humana es señal!!;. 

do como el agente causal del SIDA, los investigadores se han va_ 

lido de diversas ti!cnicas inmunológicas pa.ra la búsqueda de éste 

y/o sus anticuerpos en el material biológico (suero, plasma, te_ 

jidos) de los pacientes que se sospecha padecen la enfermedad 

(25), (26). A continuación se mencionan los métodos comwimente 

reportados po~ los investigadores del SIDA para mostrar evidencia 

de infección por VIH. 

4.1. ANALISIS INMUNOENZILlATICO - ELISA 

Comunmente se emplea en la búsqueda de anticuerpos contra 

VIH en el suero o plasma de pacientes con posible SIDA (27), (28). 

Este método está basado en la conjugación de una enzima con el 

antígeno viral.; el. conjugado tiene actividad enzimática e inmun.2., 

lógica.. Virtualmente cualquier enzima puede usarse en este méto_ 

do, mientras cumpla las siguientes caracter:!sticas: que sea sol!:!_ 

ble. estab1e y esté presente presente en los 1Íquido biol&gicos 

en cantidades que no interfieran con ias determinaciones en el 

mismo. Entre las enzimas empleadas con mayor frecuencia se encuen 
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tran la peroxidasa de r~bano, fosfatasa alcalina, lisozir:na. y gl~ 

cosa - 6 - deahidrogenaaa. Ia enzima se acopla a los antígenos o 

anticuerpos mediante agentes de en1ace cruzado, particul.armente 

e1 glutara1dehÍdo. Ia peroxidasa de rábano es habi tua1mente la e!! 

zima e1egida J?ara acop1arse al antígeno o anticuerpo. 

Para 1a detecci6n de anticuerpos, el antígeno se fija a una 

fase s61ida (como perlas de vidrio o po1iestireno, tubos y p1acas 

de poliestireno, entre otros), se incuba con el suero de prueba, 

posterionnente se incuba con una anti-ga.mmaglobUl.ina marcada con 

la enzima, por dl.timo se afia.de el sustrato para la enzima • .ta ac_ 

tividad enzimática adherida a la fase s61ida se relaciona con 1a 

cantidad de anticuerpos ligados. En el siguiente capítu:to se des_ 

cribe el m~todo. en forma detallada, ta1 y como fu~ realizado en 

este trabajo. 

En términos generales, a este m4todo se le atribuyen las veu 

tajas siguientes: 

l. <;ensibilidad elevada (nanogramos/mil;J;:tro) 

2. Especificidad satisfactoria 

3. Senci11ez ra1ativa 

4. Estabi1idad de reactivos conveniente 

5. Ausencia de riesgos a 1a radia.ci6n 
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6. Potencial para su automatización 

4.2. TECNICA DE INMUNOFLUORESCBNCIA 

Se considera escencialmente una técnica histoqu!mica o cit~ 

química que se puede utilizar tanto para l.a búsqueda del virus 

como de sus anticuerpos en líquidos biológicos o en biopsias de 

los tejidos del paciente. Se fundamenta en la conjugación de an_ 

tígenos o anticuerpos específicos con compuestos fluorescentes 

(fluorocromos); el conjugado resultante posee actividad inmunol~ 

gica y fluore es al ser excitado por radiación de longitud de on_ 

da apropiada (28), (29). 

Existen mol€culas que al ser excitadas por una luz de long!_ 

tud de onda particu1ar, liberan su exceso de e~ergí'a en forma de 

luz cuya longitud de onda es mayor que la de la luz usada para 

excitarlas. Este proceso de excitación-emisión se denomina fluo_ 

rescencia cuando ocurre en un período de tiempo IDuy corto (10-9 

a 10-8 segundos). Ios compuestos fluorescentes comunmente utili_ 

zados son: el isotiocianato de fluoreaceina y e1 isotiocianato 

de tetrametil rodamina, l.os cuales tienen espectros caracter{st~ 

cos de absorción y emisión. El isotiocianato de fl.uoresceina 

(FITO) se fija con facilidad a las proteínas mediante enlaces e~ 

valentes a pH a.1_calino, principal.mente a través de res{duos am!_ 
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genos fl de lisina y grupos am:i'.'genos terminales; presenta una ab_ 

sorción máxima a 490-495 nanómetros (nm) y emite su color verde 

caracter:Cetico a 517 nm. El isotiocianato de tetrametil rodamina 

(TRITC) también se conjuga fécil.mente con las prote~nas. emite 

luz roja presentando su absorción máxima a 550 nm y una emisión 

nu!xima a 580 nm. 

A continuación se mencionan, en térwinoa genera.lee, 1as ve!! 

tajas y desventajas de este método. 

Ventajas: 

1. Senei bilidad mediana (miligramos/mililitro) 

2. Especificidad satisfactoria 

3. Ausencia de riesgo a la radiación 

Desventajas: 

l. Reactivos con corto tiempo de vida media 

2. Equipo costoso y éspecializado 

3. Experiencia para la interpretación de la prueba 

Existen dos variantes metodológicas de la técnica de inmun2. 

f1uorescencia 1 
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ImroNOPLUORESCENCIA DIRECTA 

También se conoce como inmunofluorescencia en un solo paso, 

se utiiiza para ia identificación de VIH en biopsias de tejidos 

de ios pacientes sospechosos de padecer SIDA. Ei anticuerpo conj::_ 

gado ee allade directamente ai corte de tejido o suspensión de cé_ 

iuias viabies, fij!Índose ios anticuerpos específicos a ios antÍg!l. 

nos formando un compisjo fiuorescente estabie. las proteínas que 

no reaccionan se eiiminan mediante lavados y la preparación resu,! 

tante se observa en un microscopio fluorescente (30). 

INMUNOPLUORESCENCIA INDIRECTA 

Se utiliza tanto para la detección del virus como de sus an_ 

ticuerpos específicos en muestra.e de suero o plasma de loe pacieB 

tes. En esencia, el m~todo es una adaptación de la reacción anti_ 

g1obu1!nica (prueba de Coombs) o técnica dei doble anticuerpo, 

eliminando ia necesidad de purificar cada muestra de suero pero 

requiriendo la preparación de una antigiobul.ina conjug~da. las 

muestra.a de suero se hacen reaccionar con el a.nt{geno deseado, 

posteriormente se adiciona ei anti-anticuerpo conjugado; las pro_ 

teínas plasmáticas que no reaccionan se eliminan de la prepara_ 

ción, por Último se observa a1 microscopio de fluorescencia (31), 

(32). 
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4.3. RADIOINMUNOANAL!SIS (RIA) 

Es una técm.ca basada en la al.ta especificidad de 109 anti_ 

cuerpos y en 1a sensibilidad de los detectores a pequeñas canti_ 

dadee de radioactividad. A1gunos autores han reportado el uso 

de1 RIA para 1a búsqueda de .anticuerpos contra VIH (29), (33). 

En este procedimiento el antígeno específico se une covalentemeu 

te a part!cu1ae activadas como perlas de celulosa o discos de p~ 

pel, se adiciona el suero sospechoso de contener l?-nticuerpos y 

se procede a un período de incubación. Se lava y se adiciona el 

anti-anticuerpo mono-específico marc~do radiactivamente. Después 

de una segunda incubación se lava y se mide la radiactividad re 

sidual, y la cantidad de anti-anticuerpo radiactivo unido se re 

l.aciona. directamente con la cantidad de anticuerpo espec!fico 

presente en la muestra de prueba. Los radioisóto~os más utiliza_ 

dos son e1 I 125 y e1 11 31 • 

A continuación se mencionan, en términos genera1ee, 1as ve!! 

tajas y acsventajas de1 RIA. 

Ventajas: 

1. Sensibi1idad e1evada (picogramos/m:i.1i1itro) 

2. Especificidad satisfactoria 

3. Potencia1 para su automatizaci6n y computaci6n 
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Desventajas: 

l. Riesgos potenciales a la radiación 

2. Problemas para la eliminación de loe desechos radiactivos 

3. Rel1tiva inestabilidad de los coopuestos marcados radiac_ 

tivamente (Vida media corta) 

4. Coa.to elevado del eciUi¡;o 

4.4. INh!UNOEIJ>CTROTRANSFERENCIA (METODO WESTERN BLOT) 

Es una técnica utilizada para la búsqueda de anticuerpos 

contra VIH; se considera el método ~ás sensible para la detec_ 

ción de ~nticuer~os contra proteínas virales individuales (34). 

Se fundamenta. en que las proteínas <l.ntigénicas se tmen firmemen 

te, aunque no covo.lentern.enttl, a una rr.::itri z de nitrocelulosa por 

lo ~ue ~s posible tr~nsferir un antígeno, xezcla de antígenos o 

un digerido p~rcial del antígeno de un gel (generalmente poliacr~ 

J.e.mida) hacia una tira de nitroceluJ.osa. Esta técnica fu<Í origi_ 

nalmente desarrollada por Towbin y col., en 1979 (35). 

A continuación se describe, de manera generalizada, la ~etodolo_ 

gÍ.:. del :-:ét .... _,"' Wf:?"'+"',..."'! hlc-t: 

1. Solubi1iz!l.r el antígeno en cuestión en el gel de poliacri 

l~mida; si se usa un ~eente desnaturaliz~nte en el·gei, 

como el dodecil sulfato de sodio, el antígeno se debe s2_ 

lubilizar primer~. en 0ate 
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2. Rea1izar 1a transferencia de1 antígeno desde e1 ge1 hacia 

e1 pape1 de nitroce1u1osa por medio de e1ectroforesie 

3. Tefiir e1 pape1 con un co1orante como e1 negro amido 0.1,i; 

4. Incubar el papel con el. suero probl.ema., lavar 

5. Incubar con un segundo anticuerpo (monoc1ona1) conjugado 

con una enzima, lavar 

6. Incubar con el sustrato de la enzima, lavar 

7. Se debe observar la aparición de bandas coloridas sobre 

las tiras de nitroce1ul.osa correspondientes al ant{geno. 

Existen variaciones a la inmunoelectrotranaferencia, las Pria 
cipa1es se re1acionan a1 tipo de pape1 y a 1as técnicas para 1a d~ 

tección de actividad anticuerpo: 

1. E1 uso de1 :pape1 aminobenci1oximeti1 di'azotizado presenta 

la ventaja sobre la nitrocelulosa de que las proteínas se 

unen cova1entemente a é1, pero su extrema fragi1idad 1im!, 

ta su utilización.repetida 

2. En 1a detecci6n de actividad anticuerpo por técnicas inm~ 

noenzimáticas 1a peroxidaea es courunmente 1a enzima e1e8!, 

da, existiendo varios posi~~es sustratos comercialmente 

disponib1ee 

3, Se pueden utilizar segundos anticuerpos marcados radiacti 

vamente para la detección de actividad anticuerpo 
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4. Ja ap1icación de1 Western b1ot a digeridos parcia1es de 

antígenos es Útil para la localización de epitopes, con 

lo que ea posible encontrar diferencias entre ant~genos 

que varian en so1o una determinante antigénica 

En términos generales, a continuación se mencionan las vent~ 

jas y desventajas de la inmunoelectrotransferencia. 

Ventajas• 

l. Sensibilidad e1evada 

2. Especificidad e1evada 

3. Detecta diferencias a nive1 de determinantes antigénicas 

Desventajas• 

l. Tecno1ogí'a dif!ci1 

2. Requiere el uso de variados controles para la correcta in, 

terpreta~ión de 1os resul.tados 



5. PARTE EXPERIMENTAL 

5.1. MATERIAL Y METODO 

5.1.1. EQUIPO 

Para llevar a cabo la determinación de anticuerpo~ contra el 

VIH en muestras de suero de los individuos incluídos en ln presen 

te investigación se emple& un juego de reactivos o 11Kit Abbott 

HTLV III EIA", con registro No 1388 R 85 5SA, lote No. 81/24 HR, 

el cual consta de los siguientes componentes: 

l. Cien esferas de polietileno recubiertas con antígen:J VIH 

(inacti vado) 

2. Un frasco con 20 ml de anti-IgG hun.ana conjug'Olda con perg_ 

xidasa. Concentración mínima de 0.01 microgramos/ml en un 

sistema a~ortiguador de HEPES y con nzida <le sodio al 0.1~ 

como conservador 

3. Un frasco con 0.45 ml de control positivo, a b~se de pla~ 

ma humano positivo para anticuerpos contra VIH (inactiva_ 

do). TítuJ.o mínimo de 1:2 con azida de sodio al 0.1% como 

conservador 

4. Un frasco con 0.3 rol de contro1 negativo, e base de plas 
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ma humano negativo para anticuerpos contra VIH con azida 

de sodio al 0.1% como conservador 

5. Dos frascos con 20 ml cada uno de diluyente para mues_ 

tr3s, conteniendo suero bovino y de cabra con azida de 

sodio al 0.1% como conservador 

6. Un frasco con 10 tabletas :1e orto-fenilendiamina. (table_ 

tas con 12. 8 miligramos) 

7. Un frasco con 55 ml de diluyente para tabletas de orto

fenilendiamina, a base de amortiguador de citratos-fosf~ 

tos y peróxido de hidrógeno al 0.2~ 

B. Placas de reacción con 25 cavidades de fondo redondo, e~ 

·da una 

g. Folios adhesivos (parafil:n) 

10. Cien tubos de ensaye de polietileno 

Además de este juego de reactivos donado por Abbott Ia.borat~ 

ries de L:éxico, S.A., se ·en:pleÓ el siguj.ente equipo de laboratorio: 

l. Un baño ~aria modelo J.M. Ortiz, calibrado a 40°c (110 V, 

25 A, 50-60 ciclos, registro s.1.c. D.G.E. 774) 

2. Un espectrofotómetro de alta precisión, programable semi_ 

automático modelo Quantum II~ msrca Abbott. También cono_ 

cido co:no Analizador clínico de ?nda du.e.l para determina_ 

ciones inmunoenzi~áticas 
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3. Un sistema pentawash tipo II, marca Abbott 

Durante la rea.lizaci6n del ensayo para la determinaci6n de 

anticuerpos contra Vl:H por el roétodo inmunoenzim~tico ELISA, se 

requiere del \l.SO de un sistema que permita el correcto lavado de 

las esferas después de 1a adición de cada reactivo y de las incu_ 

bacionee necesarias. para que éste sea adecuado y no conduzca a 

falsos resu1tados .. En la. presente investigación el sistema utili_ 

zado fuá el pentawash tipo II (ver figura 3). 

5.l.2. llATERJ:AL llIOI.OGJ:CO 

I.os individuos incluídos en la presente investigación cumplen 

al menos can una de las siguientes carecteríeticaa: 

l .. Infeccionee de vías respiratorias, específicamente alguna 

de las dos clases mencioua.das a continu.a.ci&n: 

A. Tuberculosis pu.1.monar; los pacientes de este grupo se 

encontraban entre los 20 y 60 años 

B. Neumon!aa; 1os pacientes de este grupo se encontraban 

entre los 50 y 65 aaos 

2. Cánceres de vías respiratorias; los pacientes de este ~ 

po se. encontraban entre los 45 y 65 afias 

3. Antecedentes de comportamiento homosexual y sexo masouli_ 

no; individuos con edades entre 20 y 40 afios 
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PIGURA 3. Esquema del sistema utilizado para el lavado de las 

esf'eraa. 

FUEAA 

DENTRO 

"' 

141 

( 1). 3ol1'1es dol pentuwash 

(2). Di.~r',;ri1:1uit1or oer:;i-ettt.o~~tico, CC!.:::¿Dcidn.(1. n:Ít!in2-. 

25 ::ü/ cic:!.o 

{3}. :FJonbn e.e vacío 

(4). ~:;, .. :r-.pa de vacío, e booe de :rr::-scon pr~ra i'i1·;1 .. g 

ció" de pared .:;ruesc 

(5). Trv.m11c. l?DZ'D. c-1 l:Ír;nitlo ele 1o.vo.tlo 

(6). F:!.ltro 

- 44 -



5.1.3. PROCEDIMIENTO DE ENSAYO 

En todos loe casos las muestras analizadas, que consistieron 

de sueros de los individuos inclu:!dos en el estudio, fueron soma_ 

tidas a un pre-tratamiento de di1ución antes de ap1icar1ee e1 roé_ 

todo para la detección de anticuerpos contra VIH, de la manera s~ 

guiente: distribuir 10 micro1itros (mc1) de cada muestra a ana1i_ 

zar en el fondo de tubos de ensaye apropiados, adicionar 200 mcl 

de diluyente para muestras a cada tubo, mezclar metict.Ll.osamente. 

r.os controles positivo y negativo no requieren de este tratamien_ 

to de di1ución. 

I.a.s muestras diluídas y los controles positivo y negativo se 

sometieron al siguiente procedimiento de ensayo (ver figura 4): 

PRIMERA INCUBACION 

l. Distribuir 10 mcl de cada control y muestra dilu:!'da en el 

fondo de las cavidades apropiadas de la placa de reacción. 

En cada corrida de muestras, independientemente de1 núme_ 

ro de 1as mismas, se corren tres contro1es positivos y 

dos negativos 

2. Distribuir 200 mc1 de di1uyente para muestras a cada cav~ 

dad que contenga. un contro1 o una muestra di1u!da 

3. Agregar cuidadosamente una esfera a cada cavidad que con_ 

tenga w:i contro1 o una muestra di1u!da 
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4. Cubrir con un folio adhesivo cada cavidad, go1pear suave_ 

mente l.a placa para que el l{qUido cubra las esferas y ~ 

ra eliminar las burbujas de aire que hayan quedado atra~ 

das 

5. Incubar a 40º0 durante una hora :!: 5 minutos 

6. Retirar el f'olio adhesivo, oon la ayuda del sistema pent~ 

wash aspirar el líquido y 1avar cada.esfera tres veces 

con 4-6 m1 de agua destilada o desionizada 

SEGUNDA INCUBAOION 

7. Pipetear 200 mcl del conjugado en cada cavidad que conte!l 

ga una esf'era 

B. Cubrir con ~olio adhes~vo, golpear suavemente la placa P!!. 

ra que el l:!qUido cubra las esf'eras y eliminar las burbu_ 

jae de aire que hayan quedado atrapadas. 

9. Incubar a 40º0 durante dos horas ! 10 minutos 

10. Retirar el. foli.o adhesivo, con ayuda del. sister.lEl pentawash 

aspirar el l:!qUido y lavar cada esf'era tres veces con 4-6 

m1 de agua destilada o desionizada 

DESARROLLO DEL COLOR 

ll. Tre.nsf'erir in~ediatair2nte las esf'er~z ~ tubos de ensaye 

debida.~ente identif'icados 

12. Pipetear 300 mcl de ·la solución sustrato de orto-i"enilen_ 

diamina•2HOl (OPD), reci4n preparada, a dos tubos de ens!!c 
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ye vacios (blancos de sustrato) y a cada tubo que contie_ 

ne una esfera. IA solución de sustrato OPD se debe prepa_ 

rar de 5-10 minutos antes de1 desarro11o de co1or de 1a 

manera siguiente: adicionar 5 m1. de diluyente para OPD a 

un recipiente adecuado agregar una tableta de OPD, dejar 

disolver la tab1eta, agitar suavemente para obtener una 

solución homogé'nea; no usar ninguna tableta qua no este 

intacta. Ia solución no se debe guardar por irul'.s de 60 min. 

13. CUbrir con un folio adhesivo cada tubo, incubar a tempel"!. 

tl.lra ambiente durante 30 ! 2 minutos 

14. Adicionar un ral de ~cido sulfúrico 1.0 N a cada tubo 

IBCTURA 

15. Ajustar a. "cero" el espectrofotómetro con un blanco de 

sustrato a 492 nm 

16. Determinar la absorción de los controles y de las muestras 

a analizar a 492 nm 

En el presente trabajo, eñ los caeos que fw! neeesari.o, se ut~1i

zó agua desionizada. 

~odos los materiales biol6;:icos del juego de reactivos se ~ 

nejaron como si fueran capacee de transmitir la infecci~n con VJ:K, 

por lo que el material de laboratorio utilizado (placas y tubos 

de reacción de pqlietileno, material de vidrio, puntas de microp;!,_ 

- 48 -



~eta), los desechos J.íqUidos y todas las ~reas de trabajo que e~ 

tuvieron en contacto con el material biológico por anal.izar o con 

los reactivos utilizados se descontaminaron después de su uso con 

solucicln al l.O~ de hipoclorito de sodio durante 24 horas. Ics d~ 

sechos l{quidos ácidos neutralizados con una. cantidad apropiada 

de be.se y 1os desechos 1íqUi.doa que no contenían ácido se mezc1a_ 

ron con hipocl.orito de sodio en volumenee tales que la mezcla fi_ 

na.l. tenía una concentracicln de hipoclori to de sodio al l.O:', se 

dejaron en contacto con e1 deainfec·t;ante por 24 horas. 

El material desinfectado se lavó de la manera acostumbrada 

con detergente y agua, recuperándose sello el material de vidrio y 

eliminando lo demás. Durante la manipulaci6n de los reactivos y 

de las muestras se utiliza.ron B'lJ.B.tltes desechables, los que después 

de su uso se eateri1izaron en autoc1ave durante 20 minutos a 121ºc 

y desechándose después. 

Por dl.tiroo. se siguieron todos los cuidados necesarios de 

trabajo para un laboratorio clínico. 

AillACENAJilENTO DE BEACTIVOS Y MUESTRAS 

!Be condiciones de almacenamiento de l.os reactivos utiliza_ 

dos fuerOn 1as siguientes: 
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l. Temperatura de almacenamiento entre 2 y BºC 

2. Mantener durante todo el tiempo de almacenamiento los sa_ 

cos desecantes dentro del frasco de tabletas OPD, los c~ 

les son suministrados por el fabricante 

Antes de utilizar los reactivos, éstos deben alcanzar la tempera_ 

tura ambiente (aproxi~adamente 30 minutos}; inmediatamente después 

de su uso se almacenan bajo las condiciones antes mencionadas. la 

solución de OPD recosntituída debe mantenerse a temperatura am_ 

biente, se debe usar dentro de los 60 minutos después y no se de 

be exponer a la luz (preparar y guardar en frascos ámbar). 

5.2. CALCULOS 

A continuación se menciona la forma de realizar los cálculos 

que deben hacerse para dar los resultados del ~nsayo, segÚn la c~ 

sa fabricante: 

l. CALCULO DE LA ABSORCION PROMEDIO DE LOS CONTROLES NEGATI -

VOS (x CN) 

Se determina sumando los valores individue.les de los con_ 

troles negativos y dividiendo la sumatoria entre el núme_ 

ro de controles negativos. Ios valores individua.les debe 

rán ser iguales o in~eriores a 0.100 o mayores o iguales 

a 0.010 y deben caer dentro del intervalo 0.5 - 1.5 veces 

el prome?io de los controles negativos. Si un valor se e~ 
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cuentra fuera de este margen, la prueba se debe repetir; 

si m>Ís de un valor está fuera, debe haber problemas de t!_ 

po técnico que se deben corregir 

2. CALCULO DE LA ABSORCION PROMEDIO DE LOS CONTROLES POSITI -

VOS ( i CP) 

Se determina sumando 1os valores individuales de los con_ 

trol.es positivos y dividiendo la sumatoria entre el núme 

ro de controles positivos. loa valoree individua.lea deben 

ser iguales o inferiores a 2.000 o mayores o iguales a 

0.400, y deben caer dentro del intervalo 0.5 - l..5 veces 

el promedio de loa controles positivos. Si un valor se ª!1 

cuentra fuera de este margen, se descarta e1 valor y se 

vueJ.ve a calcular el promedio con J.os dos val.oTes restan_ 

tea; si dos valores estan fuera de este margen, la prueba 

debe repetirse 

3. CALCULO DEL VALOR LIMITE (VL) 

El valor l:i'.mite se determina aplicando l.a siguiente fÓrm)! 

la• 

VL = i CN + [co.i)(i CP)] 

4. CALCULO DE LA DIPERENCIA P - N 

Se refiere a la diferencia entre el x CP y el x CN. Para 

que el. ensayo sea válido el valor P - N debe ser igual o 

superior a 0.400: de no ocurrir as! se sospecha de WlB. f~ 
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lla t~cnica o de descomposición de los reactivos y la 

prueba debe repetirse 

5. 3. CRITERIOS 

Ios criterios seguidos en 1a presente investigación fueron 

los establecidos por el proveedor, y se mencionan a continuación: 

l. Ias muestras con valores de absorción inferiores a1 va1or 

límite se consideran negativas para anticuerpos contra 

VIH 

2. Ia.s muestras con valores de absorción superiores al valor 

límite se consideran reactivas y deben repetirse usando 

una nueva muestra del paciente antes de la interpretación 

3. Ias muestras que se hayan encontrado repetidB.Ir.ente react!_ 

vas se consideran positivas para anticuerpos contra VIH 

4. I.a.s muestras inicial.mente reactivas que resulten negati_ 

vas después de la repetición del análisis, se deben vol_ 

ver a analizar utilizando una nueva muestra de suero del. 

paciente 
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6. RESULTADOS 

TABLA 1. SEROPOSITIVIDAD EN LOS INDIVIDUOS CON .ANTECEDENTES DE 

HOMOSEXUALIDAD DE ACAPULCO, GUERRERO. 

NUMERO DE 

!.ruESTRAS 

Diagnóstico ---

Positivo 1 

Negativo 13 

TOTAL 14 

Relación de muestras de suero anali 
zadas en individuos de sexo masculino coñ 
antecedentes de homosexualidad y ningun 
diagnóstico previo. 
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TABLA 2. SEROPOSITIVIDAD EN LOS 58 PACIENTES DEL INSTITUTO NACIQ 

NAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS. 

NUMERO DE DIAGNOSTICO POSITIVO NEGATIVO 

WJESTRAS 

3 Frobnlüe SIDA l 2 

7 Neumonía - 7 

15 :=áncer de vías - 15 
respiratorias 

33 T·r...~:=·~ !'culosis - 33 

·pulmonar 

TOTAL 

58 1 57 

Relaci6n de muestr:..s 1.; ~uero 3.nr.:.lizadas en pacie!! 
te~ con algt\n diagn6stico previo, medi~nte la utiliza_ 
ci:)n del 11Ki~ Abbott !!TLV III EIA11

• 
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T.oU!LA 3. REPETIBILIDAD EN EL ENSAYO PARA LA DETECCION DE ANTI -

CUERPOS CONTRA VIH. 

NUMERO DE SEXO EDAD ANTICUERPOS CONTRA VIH 

MUESTRA (AÑOS) 

1 Femenino 35 Positivo+ Negativo Negativo 

2 ll!asculino 47 Positivo Positivo Positivo 

3 MaecuJ.ino 25 Positivo Poei tivo Positivo 

4 Mascu11no 54 Negativo Negativo Negativo 

En donde, la muestra número (l) corresponde a. una mujer 
con .diagnó;;tico previo de }:rerbable SIDA, l~ r...uc5tra :fué pro_ 
-porcionad:;. por Abbott 6.e ?.~éxi:::o ( + es'te re?st<.ltad.o no fw:l' 
obtenido en nuestra inve~1.if:8.Ció~, i 1;.é }:'r.,-porcion.:i.da p;ir 
Abbott de México)¡ 1~ (2) a un paciente del IifER con tlia&'"TIÓ~ 
tico previo de neumonía y probable SIDA; la (3) a un indivi_ 
duo de sexo rnascu.J..ino con antecedentes de ho~osexualidad de 
Acapu.l.co, Guerrero y sin ningu.n die.gnóstico previo; y la (4) 
a un paciente del INER de sexo ~ascUlino con die.gnóstico pr~ 
vio de. neu."nonía. 
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la repetibilidad para la detección de anticuerpos contra 

VIH se realizó de la siguiente manera: en las ll!UJOstras (l) y (3) 

el ensayo se repiti6 dos y tres veces respectivamente a partir 

de la muestra original, puesto que no fué posible adqtrl.rir nue_ 

vas muestras; y en las muestras (2) y (4) el ensayo se repitió 

tres veces en cada caso, a partir de muestras recientemente tom~ 

das de cada uno de loa pacientes en tres días diferentes. 

En todas las tablas anteriores, el térmi.no positivo se re_ 

fiere a la detección de anticuerpos contra VIH por el ~étodo in_ 

munoenzimático ELISA, mediante la uti1ización del "Kit Abbott 

HTLV III EIA"; y el término negativo se refiere a la ausencia de 

l.os mismos. 
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7. DISCOSION Y COMENTARIOS 

Del total de muestras analizadas (72), se detectaron dos 

que mostraron una repetida reactividad para anticuerpos contra 

V:IH: una correspondiente a un ind.:ivi.duo de sexo masculino sano 

(sin diagn.Óstico previo) con o.n.tecedentes de homosexualidad de 

Acapu.lco 1 Guerrero; y la otra a un paciente de sexo masculino 

del Instituto Nacional de Enferemedades Respiratorias con diagnó~ 

tico previo de neumonía y probable SIDA. Por desgracia, debido a 

razones ajenas, no fué posible conseguir la inf'ormación necesaE_ia 

para verificar si el. hotr.osexua1 que presentó evidencia de anti_ 

cuerpos contra VIH posteriormente desarro116 o no la enfermedad; 

con respecto al paciente del INER en el que también se detectaron 

anticuerpos contra VIH se sabe que posteriormente a1 estudio mu_ 

ri.Ó de SIDA, pero no fué posible incluir, en el presente trabajo, 

la historia clínica ni las pruebas de laboratorio que lo demues_ 

+ ........ """ c; bis:'!"! !?"'!. di:o·1.1"1'\ó'stic() clínico f'utf conf'irrr.o.do por autopsia, 

entre otras pruebas. 

En la presente inve.atigacicSn, no se realizó un estudio esta_ 

dístico pue~to que se consideró que las muestras inclu!da~ en ca_ 
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da uno de los grupos del estudio no son suf'icientes para esto; 

por otra parte, no fué posible ampliar el número de muestra.a por 

limitación de los reactivos, loa cuales 4ebido a su costo y a la 

política del INER se consideraron poco costeables, incluso en el 

presente la prueba no se realiza en este Instituto. 

Ias experiencias personales obtenidas al realizar este tra_ 

bajo permiten concluir que la técnica inr.iunoenzimática ELISA es 

un método Útil para la determinación de anticuerpos contra VIH, 

ya que presenta características tales como: 

1. Sencillez 

2. Especificidad satisfactoria 

3. Sensibilidad satisfactoria 

Además su realización ee fucili ta por la existe.ncia de juegos 

completos de reactivos, coffio el utilizado aqu{, disponíbles co_ 

mercialmente. 

Io anterior esta apoyado por el hecho de que ~ste es el mé_ 

todo ele~ido nar~ la detección de anticuerpos contra VIH en mue~ 

tras de suero y plasma de posibles don~dores de sangre o de pa_ 

cientes con diagnóstico de probable SIDA en Institutos tales co_ 

mo el Centro Nacional de la Transfusión Sanguínea y el Instituto 

Nacional ae Ja Nutrición, ambos de la Secretaría de Salud. 
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las li~itaciones para este método, que podrían hacerlo in_ 

costeable en algunos hospitales o laboratorios, se refieren prin 

cipa.lmente a: 

l. Relativo alto costo del juego de reactivos 

2. Necesidad de contar ccn 

fotómetro adecuado y el 

fe ras 
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