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INTRODUCCION:

En el presente estucho se reporta la incidencia del virus de la inmunodeficienca humana (ViH)
en pacientes hemofilicos postransfundidos del Instituto Nacional de Pediatria (INP) los
resultados Que se mueastran, se basan en datos obtemndos en forma retrospectiva de 1993 a la
{fecha, este estudio se llevd a cabo en pacientes que unicamente han sido transfundidos con
componegntes sanguineos obtenidos de donadores famiiares que acuden ai Banco de Sangre
del INP esto se debe a que los tratamientos disponibles comercialmente para este
padecimento son de elevado costo y los pacientes que acuden al Insttuto son de bajos

FECUrsos ecoNoMmICOs

Se ha observado que. a consecuencia de las transfusiones sanguineas, se puede presentar (a
transmisidn de diterentes enfermedades. o cua! en la actualdad y a pesar de !odas ias
medidas presentes usadas, sigue representando un grave problema de sajud pubhca, el que a
su vez se agudiza cuando estas transfusiones se suministran a pacientes hemofilicos guienes,
por la caracteristica innata de su enfermedad. estan expuestios a transfusiones mulipies lo
que hace a este grupo de pacientes de alto nesgo y susceptibles de adguinir mualtiples
infecciones postransfusionales, entre las que sobresalen et wvirus de la nmunodeficiencia
humana (VIH), el virus de 1a hepattis B (VHB), el virus de ta hepatiis C (VHC) y otros Por esta
razén, antes de transfundir los componentes sanguineos, se deben someter a un estudio previo
de pruebas serolégicas como o indica la norma oficial mexicana que nge a los Bancos de
Sangre del pais. publicada en ei Diano Oficial, el 22 de Mayo de 1986 Una vez que todos
estos estudios ya establecidos se confirmen como negativos, podran ser utihzados todos los

componentaes sanguineos (13,14 27,33)



Con todos estos candados es posible que la poblacion expuesta a transfusiones y sobre todo el

grupo de pacientes hemofilicos no tengan complicaciones postransfusionales, ya que es bien
sabido que e! tratarmento que se les proporciona es a base de plasma fresco y/o

crioprecipitados obtermdos de plasma fresco (13.14.39), io cual aumenta la incidencia de

transmisién de VIH objeto de este trabajo

i
|
i
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OBJETIVOS.

- Deterrminar la incidencia postranfusional de ViH en la poblacion hemofilica det INP, en

quienes el tratamiento terapéutico, ha sido urnrcamente con derivados sanguineos obtenidos de
donadores famihares

- Con base en !los resuitados obterudos saber s: Ios componentes sanguineos que se

administran a ios pacientes hemofiicos son seguros para seguir usandolos como tratamiento

alternativo en el INP

HIPOTESIS.

La incidencia de VIH es baja o nula en pacientes hemcfihcos politransfundidos en el INP,

exclusivamente con componentes sanguineos procedentes de donadores famihares



CAPITULO I
RETROVIRUS

1.- Caracteristicas generales del retrovirus.

El Sindrome de Inmunodeficiencia Adquinda (SIDA) es una enfermedad viral ocastonada por el
virus de la inmunodeficiencia Humana (VIH) el cual afecta al sistema inmune incapacitando al
ndividuo para defenderse de toda clase de infecciones y neoplasias ocasionando ia muerte

los aferentes mecanismos de

En la actualidac (a propagacion de fa enfermedac por

transmision ha creado una pandemia a nive! mundial

Se tiane evidencia de que esta enfermedad se detecto en el afto de 1879 probabiemente en

Estados Unigos Haiti y en Afnca por una serie de casos de pacientes hocmosexuales que

cuadros de Inmunosupres:on y en el gue probabdblemente desarrollaron

soNn neumomia por Prneumocysitis ¢afing menmngitis

atravesaron por

enfermedades oportunistas como

cnptococcica. tuberculosis, candidiasis herpes simpie y el cancer tlipico expresado en

pacientes con SIDA que es el Sarcoma de Kaposs:. entre otras enfermedades

En el afno de 1981, por primera vez se declara el Sarcoma de Kaposs: al igual que otras
enfermedades oportunistas. en poblaciones esladounidenses coOmo grupos de alto riesgo que
presentaron cuadros clinicos de nmunosupresion. es asi como en este afo se mvestiga a

fondo a esta poblacién por el Dr James W Currant y colaboradores (5.12,18)



Por otro iado. en el Instituto Pasteur de Francia y en el Centro de Control de Enfermedades
(CDC) de Atlanta en Estados Unidos en este mismo ano se investga al agente causal de la
enfermedad denuficando a un virus asociado a tas hnfadenopatias que se relacionaba con la
peérdida de ta respuesta nmune celular al! que se loe denominé Virus de ia Linfoadenopatia
(LAV) por atacar ganghos hnfaticos, esta observacion fue hecha en Francia mientras que en
Estadgos Umidos lo llamaron Virus - Il Linfotropico de las Célutas T Humanas (HTLV - 1il) o

retrovirus asociado a inmunodeficiencias (20,23)

En el periodo de 13982 a 1983, los Drs Luc Montagrnier en el Instituto Pasteur de Francia y
Robert C Galio en Estados Unidos desarroliaron sus trabajos para dar a conocer al agente
causa! de eslos cuadros de InMmunosupres:on reportados en este Mismo periodo, se refaciond
el contagio agel wvirus con la transfusidn sanguinea y e uso de drogas intravenosas e
infecciones congenitas iniclando esfuercos aducacionaies para la pobiacidon de alto nesgo

sobre todo en comuridades de homosexuales { 34,19 )

En el afto de 1983 fue declarado el SIDA como una enfermedad ocasionada por el VIH,
permitiendo asi ia homogeneizactdn de criterios para dentificar la enfermecad en el Centro de
Control de Enfermedades y en la Orgamnizacion Mundial de la Salud, ya que se reportaron los

diferentes casos en comunidades de homosexuales y bisexuaies en Estados Unidos y Francia.



E! contagio por transfusion sanguinea y de hemodenvados se asoctd a los diferentes estudios
realizados en pacientes hemofilicos y en aquolios que presentaron detenoro inmunolégico por

infecciones oportunistas y que previamente habian recibido terapia transfussonal ( 12.19)

En 1984 se llega a la conclusion en Francia y Estados Unidos, que el agente causante de la
reduccidn de ios Linfocitos T coopecadores esta directamente asociado al mecanismo infectivo

del VIH, la clave mportante en esta invasividad es la membrana ceiular de los nfocitos T qQue

presentan los receptores CD-4 (17).

En el mismo ano reahzan estudics en Africa los Drs Max Essex y Philhis J Kank:, su objetivo
fue saber el posible ongen del VIH en comunidades africanas de allo nesgo, encontrando que
reportaron en certa raza de SIMIOS

no es exclusivo del humano, ya que también lo

nombrandolo como Virus de la Inmunodeficiencia en Simios (SIV) 6 Virus Linfotrépico T en

Simios (STLV-Iv)

Encontraron que el ViH-2 lo adquieren cierta raza de monos denominada Mono Verde Africano

(Cercopithecus aethiops), Mostrando asi que 103 humanos y 10s Monos presentan la infeccidn,

con 1a diferencia que los monos no padecen el SIDA como los seres humanos, permaneciendo
como resarvonos dentro del cicloc de vida del virus; lo que hace imposible Que estos animales
sirvan como modelo experimental para el estudio del virus, ademas, No se tiene evidencia de

las mecanismos de transmision de [a infeccidn entre humanos y simios (36)



En marzo de 1985 se desarrolla en Estados Umdos la prueba de diagnéstico de Inmunocensayo
Enzimatico (ELISA) que tene como objetivo ta identficacidn cuantitativa indrecta de los
anticuerpos del VIH, onginandose asi el empleo de esta prueba de diagnostico para los
donadores de sangre En este mismo afc se atsla el VIH en neuronas cerebrales y liguido
cefalorraquideo. observandose la invasividad del mismo en los diferentes fluidos corporates y

otros tejidos, es asi como se relaciona al virus con diferentes cuadros naurologicos iImMportantes

(24.38)

Posteriormente. la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), micia diferentes campanas

educacionales y de informaciédn para la prevaencion de! SIDA a mnivel mundial

En cuanto a tratamiento, se nician los primeros estudios de pruebas clinicas y terapéuticas

contra el VIH en Estados Unidos y Francra

De 1986 a la fecha se han desarrollado Nuevos Métodos de diagndstico como son el Western
Blot, la prueba de la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR) y Cuitivo celular para

determinar directamente la presencia de! Virus

En México, en el afo de 1986, el Gobiemo Federal con ayuda del Sector Saiud y del Sector
Privado, organizaron y promovieron !as campafias de prevencion y atencién a la poblacidon
afectada por el VIH, creando asi en el afo de 1987 una Institucidn destinada a onerntar a

individuos infectados, su nombre es CONASIDA, su funcifn 8s proporcionar sefvicios de



orientacidn meédica, psicoldgica, epidemioldgica y de difus:on, para evitar la diseminacion de la

infeccion por el VIH

L.os métodos terapeuticos todavia no presentan perspectivas que solucionen e! problema ya

que sdlo se han logrado obtener medicamen!os Qque protongan la vida del paciente mejorando

asi su caldad de wvida. aunque es!os tratamientos tienen ta desventaja de los efectos

colateraies que dficultan su restablecimiento

Se ha identificade un nuevo problema. en inveshgaciones con iNdividuos INMuUNosuUpnMIdos
que presentaron el Complejo Relacionado con SIDA (CRS) vy SIDA Esta enfermedad aun se

dasconoce. pero se le esta asignando el nombre de SIDA sin virus debido a que no se han
informac:on y evidencia

VIH,

identificado  los agentes causales n0 se cuenta aun con ia

eprdemiolégica necesanas que confirmen la presencia de wuna nueva cepa del

probablemente mutado. © bien que se trate de las cepas ya dentificadas dei VIH-1 y VIH-2 sin

embargo. se espera que en un futuro se tenga Nformacidn sobre este nuevo problema que

afecta a la poblacion (21)

En el empleo de la inmunoterapia todavia Nno existe una vacuna efectiva para el ViH, debigo a

virus, No obstante se tiene Jla esperanza del

la capacidad de vanabilidad genetica del
desarrollo de una sene de vacunas que sean efectivas para dar una opcion al control y

erradicacion de! SIDA



2.- Clasificacidén del VIH.

E! VIH pertenece a la famiba Retrovindae subfamilia Lentiviridae, retrovirus qQue forman un

eslabon entre los ARN- viral y ADN-viral

ta organizacidn taxonormica del virus codifica al HTLV Hl como virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) para asi homogeneizar cnterios en su identficacion a Nvel mundial y diferenciario
de 1os otros retrovirus Qque ocasionan leucemias e mnmunosupresidn en humanes y anmales

[rg)

Antenormente a este agente causal o conocieron como LAV Luc Montagnier y colaboradores en
el Instituto Pasteur de Francia en 1983 En 1983 como HWTLV-IIl por Robert Gallo y
colaboradores en el Instituto Nac:onail de Cancer de los EUA. por Jay Levy y cols de la Escuela

de Medicina de 1a Universidad de San Franascoen 1984 (8)

La familia de los retrovirus (Retrovingdae) se clasifica de acuerdo a su patogernia y se subdivide

en tres grupos que son

(Qncovindag). Oncovirus, por sus efectos cancerigenos en celulas
(Lentivindae) Lentivirus, por sus efectos de enfermmedades lentas y progresivas

(Spumavirigae). Espurmnavirus, por sus efectos de burbuja en células infectagas



Et VIH se encuentra clasificado dentro de! grupo de los jentivirus y a su vez se subdivide en
VIH-1 y VIH-2, 1a aferencia de ambas especies radica en el ipo de proteinas contenidas en su
estructura wviral. ya que el primero contiene las proteinas virales p7. p9. p17, p24, Gpal1.

Gp120, comparado con el segundo que presenta las proteinas virales p13. p25 Gp36,

Gp130

Estas caracteristicas le confieren diversidad genética en Su estructura y en sus pesos

moleculares sin embargo. ambos virus presentan {a misma agresividad infectiva sobre los

marcadores CD-4 en celulas bianco de fos Iinfocitos OKT-3+ humanos

La vanabiidad en proteinas de ambaQs virus No modifica sus funciones o su mecanisme de

duplicacidn, sdlo su estructura guimica y su peso molecuiar

3.- Morfologia del VIEHL

Los retrovirus presentan ia caracterishca de contener dentro de su estructura wviral la ADN

polimerasa (Retrotranscrniptasa) enzima capaz de transcrnbir el ADN celular codificandolo a

ADN proviral como mecanismao de duphicacidn

Las caracteristicas morfoidégicas de interés del VIH como retrovirus, es que poseen envoltura

viral cuyos genomas contienen copias duplicadas de ARN de cadena sencilla de alto peso
molecular de Jla misma polandad que el ARN mensajero viral, capaces de codfficar



el ADN celular transcribiéndolo por retrotranscripcidn como mecanismo para su duplicacién,

presenta una astructura 1icosaédrica 8n su parte exteror

Se ha descrito que contiene una ticapa hipidica que da proteccidn al virus. asi como el core y

su respectivo ADN viral

En la membrana del virus se observa que la envollura externa presenta estructuras como
espiculas que rodean al nucleoc y constituyen ta nucieocdpside misma que contiene el maternal
genético del virus (ADN wviral), {10.21) ver figura No 1

En cuanto a la expres:on del genoma de! VIH se encuentran proteinas ghcosilagas y proteinas

simples de pesos moleculares varnables



Figura No.1

FIGURA 1. Orpamzacidn del genoma dei 11 En L paric supenor 16 MUesIran os QUeremes marcos Je iectura 3 13 proteinas of1 g inadas
Pow cadu uno de 01 genes del virus En 12 Dare cafenor e3ta un exuema de 1a ennactura del vinon. wefslanda on fechas fa lovaiiza nn
e fus diTerenies proweinas estructurales -



Explicaciéon de 1a Figura No.1

PROTEINAS ESTRUCTURALES
GENES PROTEINAS (Prot)

gag PS5 Prot. precursora de
p17
p24
P15 Prot. precursora de’
p7
P8
pot POC Prot. precursora de
p10
P13
P88 p55
p34

ap120
ap41

P300 Prot. precursora de:

op125

ep36

P160 Prot. precursora de:

CARACTERISTICAS O FUNCIONES

Antigenos de grupo intemos
Proteina minstilada de la matnz.
Proteina de la céepside
Proteinas de la nucieocapside
Prot unida al #ado nuciaico
Nucdieocapside

Enzimas

Proteasa

RNasa H.

Transcriptasa reversa

Integrasa

Proteinas de la envoltura
Proteina de envoltura, superficie (VIH-1)
Proteina de envoltura,
transmembrana (ViH-1)
Proteinas de la envoltura.
Proteinas de envoitura,
transmembrana (ViH-2).
Proteinas de envoltura,

transmembrana (VIH-2).



PROTEfNAS REGULADORAS

GENES PROTEINAS
tat p14
rev(art.trs) p19
nef(3'orf) p27
vif(sor) p23

CARACTERISTICAS Y/O FUNCIONES

Transactivador de todas las proteinas

Regulador de la exprasidn de las
proteinas virales.

(Rotura y transporte de ARNmM precursor).
Transporte selectivo de ARNmM en el

citoplasma

Desconocida  No  ejerce accidn  sobre
el cracimiento viral en el manternmiento del

estado de latencia.

Proteina asociada a la infectividad del virién,
se necesita para la infectivided de los

virfiones extraceiulares

"



rap(vpr)

out(vpu)

vpx

p15

p17(Tev o Tnv)

p16

p16

Situada entre vif y tat. Acelerador del ciclo
de replicacion Aurmenta la tasa de

produccion de proteinas

Desconocida La proteina se codifica por

fragmentos de tres genes diferentes tat. env y

rev

Soioc en VIH-1 Aumenta la lhiberacion de

vifiones de la célula infectada, reduciendo {a
acumuiacion de proteinas virales

Reduce la formacion de sincicios y la muerte
celular de ceélulas T - humanas CD<4~ Podria

aumentar el titulo de virus presente enla

persona infectada

Proteina de 113 aa, solo en VIH-2 y VIS

i




£n cuanto a la estructura del core (GAG) o proteinas intemas. contendran las proteinas virales:
P55, p17. P15, PO y p7. existon proteinas precursoras de p55 y son. p53, p33, p25. P18, p13 y

P5 localizadas en el nucleo del virus

En 1a estructura de la pohmerasa (POL) estaran ias proteinas p16 (proteasas virales) p66 y
p51 (proteinas de !a retrotranscriptasa). y p34 correspondiente a la endonucleasa, existen las

proteinas precursoras p150 y p160

El Lector de Armazdén Corto Abierto (SOR). contiene las proteinas p23 ias proteinas de la
envoltura (ENV) que contienen las ghcoproteinas, Gp160 Gp130. Gp120. Gp41, Gp36. con ta

proteina precursora Gp 110 correspondiente a tas proteinas transmembranales

Dentro de la misma estructura estara el Activader Transcnpcional-Translacional (TAT) que
contendra la ghcoproteina Gp17 cuya funcidon es esencial en |la muttiplicacion del virus en
células y junto con el gen ART que conttenen las proteinas p16 y p14 que regulan 1a expresion

de las proteinas virales
E! Lector de Armazén Largo Abierto 3—-orf (LOR) conttene la proteina p27
La nomenclatura que se asignd a cada proteina fue de acuerdo a su pesa molecular en miles y

se nombrd como proteina (p) Indicando que se trata de una estructura no glicostlada y las

proteinas (Gp) por ser glicosiladas, su nimero también esta en relacién a su peso molecular.



En estudios realizados por el Dr. Robert Gallo se «dentfico la presencia de las proteinas p25 y

p24.

La diferencia entre el VIH-1 y VIH-2 radica en ias proteinas contenidas en su estructura viral. ya
que el VIH-1 contiene las proteinas virales. p7. p9 p17. p24. Gp41 y Gp120 Comparando con et

VIH-2 que prasenta ias proteinas p13. p25. Gp3as6. Gp1 (28) Figuras 2-A 2-8

Estas caracteristicas le confieren diversidad en estructura y peso moiecular a las dos especies
de wvirus, sin embargo, ambas especies presentan la misma agresividad infectiva sobre los

hnfocitos OKT-4+ humanos, la vanabilidad en proteinas no modifica las funciones del virus, sblo

Su estructura quimca

4.- Propiedades Fisico-Quimicas del VIH.

Los retrovirus tienen funcionalmente la capside wviral, la cua! le sirve de proteccion al acido
nucieico viral de la degradacion enzimatica del hospedero, esta cipside esta rodeada por una
envoitura wviral la cuai estd constituida por una cadena de polipéptidos y sS& inactiva por

congelacion y descongelacidn y por agentes quimicos solventes de lipidos y detergentes

El virus es 1abid al calor, pero su infectividad puede ser preservada a temperaturas bajas de
-70°C y se puede destruir su infectividad por la accion de solventes de lipidos, y por agentes que

dafien su acido nucleico

17



Figura No. 2-A

Estructura del virus VIH-1
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Figura No. 2-B

Estructura del virus VIiH-2

LTR LTR
[ § N
I EEE ..
cac I <o~ DN | o~
POL ENV  TAT ‘
‘ P27

96\6 p23 Gp160 Gp17

N ViH-2

P51 Gp130 Gp36

p13 p25 pi15 ‘
RT

P34

p16
endonucleasa

proteasa viral



Los agentes fisicos, Qquimicos y bioldgicos que actuan sobre la infectividad del virus son

Fisicos: calor. ultrasonificacion y radiacidn

Quimicos: farmacos como son zidovudinag ( AZT ). que actua inhibrendo la sintesis de ADN y
sobre la retrotranscrnptasa reversa. solventes - detergentes

Didesoxinocina ( DDt ), que presenta actividad in vitro frente al VIH tanto en células T como en
tos macriéfagos

Ddesoxicitidina { DDC ) que actua también sobre ADN

Bioldgicos. enzimas e inhibidores de proteasas
S5.- Patogenia y Patologia.

5.1.- Caracteristicas de la interaccion virus-hospedero.

El VIH se replica e infecta a los linfocitos CD-4 preferentemente. paro también infecta a los
rmacréfagos, lo cual hace posible la deteccidn en cualquier fluido o tejido corporal que contenga
estas células. E! VIH se ha aislado de la sangre, componentes de la sangre, semen, secreciones
genitales femeninas, leche matema, liquido cefalorraquideo, sahwva, lagrimas, etc. Hay gran
cantidad de estudios que indican que la saliva, las 1Agrimas y la orina aunque contengan virus,

usuaimente no transmiten la enfermedad.

La transmisién tras la exposicidn a fluidos o secreciones infectadas depende de:

- Cantidad de virus infeccioso presente y del especimen infectado.




- Via de transmisidn

- Condiciones inmunologicas de la persona infectada

- Cepa viral

La transmisibilidad aumenta en jos estadios mas avanzados de la infeccidn, asi como cuando
ya hay enfermodad climca También se ha asociado wna mayor transmisibilidad con
enfermedades genitales ulceradas

La susceptibihdad parece ser uruversal Se desconoce queé factores del hospedero influyen
para que la infeccidn por el ViH no ocurra stempre tras una o varnas exposiciones De cualgquer
forma. la posibiidad de transmisidn depende de la prevalencia de 1a infeccidn y de los factores

de conducta

Se calcula que entre un 10% a 20% de ias personas nfectadas evolucionaran a SIDA dentro

de los 5 afos después de la seroconversion y alrededor de un 50% entre los 7 a 10 afnos

El periodo de incubacién es variable, siendo éste e tempo que pasa desde la infeccidn por

VIH hasta el diagnédstico de la enfermedad. Varia entre dos meses y 10 afos (1).
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§.2.-Interaccidn virus—célula.

Forma secuencial de los eventos que se presentan en {a intaraccion virus—célula

Reconocimiento
E| virus reconoce a la molécula CD-4 a través de la glicoproteina 110/120

Adherencia
El virus se adhiere a la membrana de la célula en una unidn de hipo receptor-hgando

Entrada
Una vez adherido, el virus penetra por un mecanismo de endocitosis mediado por receptores

del interior de la célula Twospedera

Activacién de la enzima transcriptasa reversa
La enzima se acliva y transcribe la informmacidn de su ARN en ADN de doble cadena.

inegraciéon de! ADN viral
El ADN se integra al genoma de |a célula hospedera quedando eNntoNnces como provirus, éste

puede penmmanecer latente por mucho tiempo

Transcripcidn y traduccion del ADN viral. El ADN viral es transcrito por la maquinana celular

formando ARN mensajero viral, éste, mediante complejos mecansmes de regulacion, es

procesado por la tragduccidn y sintesis de proteinas virales o para los nuevos virnones.
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Ensamblaje.

Las proteinas y el ARN viral se ensamblan utilizando ia parte intema de la membrana celular

Satida

La salida de nuevos vinones ocurre por gemac:on. la membrana celular envuelve a 1as proteinas
y al ARN wviral quedando hbres 10s vinones en el extenor de la célula La estructura de |a capsige
extraordinanamente nca en transcnptasa reversa e integrasa, probablemente la haga mas
resistente a la nactivacion, s estc fuera cierto, dicha estructura podria jugar un papel importante

en la transmision de la enfermedac (7)

La infeccion de ias céluias de! Sistema Fagocitico Mononuclear probablemente exphca la
localizacion del virus en el rectc vagina, orofaringe y tambien podria ser la via de entrada al

Sistema Nervioso Central (SNC)

Se sabe gue el producto dei gen "tat” es indispensable para ia repicacidr wviral aun cuando el
ARN corfrespondiente se encuentre presente, pudiera ser que este gen juegue un papel
importante en cuanto a !a latencia de la infecadn. Lo que se ha pensado es que las ceélutas T-
cooperadoras en reposo (no estimuladas por un antigeno) pero infectadas con el virus, inhiban
la funcidn del gen “tat”, asi. al ponerse en contacto estos linfocitos con su antigeno cesaria la

inhibicion, disparandose la replicacién viral (8,21). Figura 3.
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Figura No. 3
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§.3.- Cuadro clinico de! sindrome de inmunodeficiencia adquirida (VIH/SIDA).

Desde la apariciéon del SIDA en México. el Sistema Nacional de Salud a través de la Direccion
General de Epidemologia ha recolectado 10s datos necesarios para la comprensidn de la

epidemiologia del VIH/SIDA

El anahsis de los datos obten:dos por medio de la vigilancia e investigaciones epidemiocidgicas
ha permitido conocer ta magnitud y frecuencia de la epidemta, caracterizar jos factores de
nesgo, definir ios patrones y tendencias que ha adquir:do ia transmision del VIH en relacion
con grupos poblacionales y areas geograficas, realizar estadisticas pred:ctivas con respecto al
nimero de casos de personas infectadas. y asi poder disefar estrategias de tipo educativo

para ayudar a8 disminuir el nesgo de infocadn (7)

El SIDA es causado por el virus de la Inmunodefictencia Humana (VIH) el cual puede ser
transmitido a través de diferentes vias sexual, sanguinea y permata! ya que se localiza en
algunos fluidos corporales como sangre, semen, y secreciones vaginales de las personas

infectadas (6)

Las cuatro palabras de Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida, son descriptivas de la

enfermedad que ocasiona

Sindrome.
El SIDA se manifiesta a través de una serie de enfermedades y sintomas diversos que suelen

ser fatales.
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Inmunodeficiencia:
El virus del SIDA hace que el cuerpo sea

incapaz de combatir ciertas infecciones y

enfermedades

Adquinrida
El virus del SIDA se adquiere de manera externa

E! flyjo de informacidn genética usualmente se pensaba que era exclusivamente del ADN al

ARN y de ahi a la sintesis de una proteina, por nvertir este flujo de informacion este grupo de
virus rectbe el nombre de RETROVIRUS

Los retrovirus aimacenan la informacidn genética en forma de ARN y poseen una enzima la
transcriptasa reversa, que les permite sintetizar ADN wviral, el cual se integra a los cromosomas
de las ceéilulas (provirus retroviral integrado) para servir en el futuro como base para la

replicacién viral La mfeccidn por VIH puede cursar asmntomatica o presentar un amplio

1es clinicas, que difiere en Nifos y adultos (6.24)

© de manif
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5.4.- Clinica de la infeccién por VIH.

La historia natural de la infeccién por el VIH se puede dividir en
A - Fase aguda (varias semanas de evolucidn)

El paciente infectado permanece asintomatico o presenta un sindrome mononuciedsico durante
la primoinfeccidon (30-40% de los casos), que a menudo pasa inadvertido Durante este proceso
agudo puede haber una inmunodepresidn transitoria, capaz de faci!tar la aparicion de algunas
infecciones oportumstas como Candidiasis esofagicas o infeccidn por Citomegalovirus (1)

Dentro de las 2-6 semanas posteriores al contagio, ira apareciendo paulatinamente ef
antigeno p24 circulante El cultivo viral serd positivo y una elevada proporcidn de hinfocitos
CD-4 estaran infectados Progresivamente se iran sintetizando 10s anticuerpos especificos y se
desarrollara la inmumdad celular, a la vez que la viremia. la antigenemia y las células

infectadas irdn disminuyendo
B.- Fase créonica de replicacidn viral activa (varios affos de duracion)

Durante esta fase, la cual suele durar varios afios, la actividad replicativa viral persiste, aunque

esté limitada por la actividad del sistema inmunoldgico

La probabilidad de que !a infeccidn progrese a estadios mas avanzados es de un 50% a los 8-
10 shos de primoinfeccion en adultos y de un BO% en mifos No parece que existan diferencias

significstivas en cuanto a la progresion a SIDA de homosexuales y drogadictos



De todos modos. diversas evidencias sugieren que las personas infectadas por transfusiones

evolucionan mas rapidamente a SIDA que el resto, quizds se debe a la exposicidn de un mayor

indculo viral
C - Fase final (crisis)
Clinicamente corresponderia al complejo relacionado con el SIDA (CRS) y al SIDA

E! incremento de la actividad rephcativa del virus coincide clintcamente con la aparicién de una

severa alteracién del estado general (sindrome de desgaste) infecciones oportunistas.

ce el diagr

neoplasias o alteraciones neurolégicas A partir de este momento se

de SIDA

Por ahora, los mejores resultados se han conseguido con el tratamiento con Azidotimidina
(AZT) y hablan de una supervivencia del 50-75% a los 2-3 afos E! prondstico mejora si a las
6-12 semanas de haber iniciado la terapia asciende la Ofra de los linfocitaos CD4 y disminuyen

10s niveles de beta2-microglobulina sérica (1). Figura 4.



5.5.- Ciasificacion y estadios de la infeccién por el VIH.

Para establecer el diagnostico de SIDA se han diseftado vanas clasificaciones clinicas La mas
utihzada ha sido la clasificacién del Centro de Control de Enfermedades (CDC) En 1990 la
Organizacion Mundia! de ta Salug (OMS) propuso una nueva clasificacion que considera, a la
vezZ, las manifestaciones clinicas y parametros inmunolégicos Aunque esta clasificacidén no

esta todavia generalizada probablemente es la mas iddnea para estudiar la enfermedad (1)
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CLASIFICACION DEL CDBC (1).

GRUPO 1 Infeccion aguda (hay que demostrar seroconversiéon).
GRUPO 1l Infeccion asintomatica.
GRUPO i1l

Adenopatias generalizadas persistentes
GRUPO IV Otras enfermedades.

SUBGRUPO A Enfermedad constitucional. Fiebre de mas de 1 mes junto con pérdida de

+10% de diarrea de mas de 1 mes

SUBGRUPO B Trastornos neurciégicos, demencia, mielopatia o neuropatia perifénca.

SUBGRUPO C Enfermedades infecciosas asociadas al ViH-1

SUBGRUPO D Neoplasias asociadas al VIH, Sarcoma de Kapossi, Linfoma no Hodgkin o

primanos de SNC.

SUBGRUPO E Otras enfermedades, deben incluir a los pacientes con clinica relacionada con

con el VIH-1 y no incluidos en 1os subgrupos anteriores.
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CLASIFICACION DE LA OMS.

Esta clasificacidn es la mas reciente y tiene la ventaja de combinar pardmetros clinicos y
biolégicos

ESTADIO 1

Paciente asintomatico. Adenopatias generalizadas persistentes

Nivel 1 asintomatico. actividad normal

ESTADIO 2

Pérdida de peso de menos del 10% del peso habitual

Manifestaciones cutaneas minimas (dermatitis seborreica, prunto, onicomicosis, ulceras orales
recurrentes)

Herpes Zoster durante los uittmos S afos

infecciones respiratonas altas recurrentes (e sinusitis bacteriana)

y/o Nivel 2: presencia de sintomas, actividad normal

ESTADIO 3

Pérdida de peso de mas del 10% de! peso habitual

Diarrea crénica no explicada de mas de 1 mes de evolucion.

Fiebre proiongada (constante o intermitente) Nno explicada de mas de 1 mes de evoluciodn,
Candidiasis oral. Leucoplaquia oral vellosa. Tuberculosis pulmonar durante et ultimo afo
Infecciones bacterianas severas (6j. neumonia)

y/o Nivel 3: paciente encamado menos del S0% del tiempo el Gltimo mes.
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ESTADIO 4
Sindrome de desgaste segun la definicidn del CDC
Neumonia por P garinii, Toxoplasmosis cerebral Crnptosporidiosis con diarrea de mas de 1

mes. Criptococos:s extrapuimonar Enfermedad por CMV con afectaciéon de otros érganos aparte

de! higado. bazo y ganglios linfaticos
Infeccidn por et virus del Herpes simple mucocutaneo de mas de 1 mes de duracion o visceral
de cualquier duracidn. Leucoencefalopatia muitifocal progresiva

Cualiquier micos's endémica diseminada (e; histopiasmosis, coctidioidomICos:s)
Canaigias:s esofagica. traqueal, bronquial o pulmonar Infeccidn diseminada por micobactenas

atipicas Sepsis por Salmonella sp diferente de $ typh: Tuberculosis extrapulimonar Linfoma.

Sarcoma de Kaposi.
y/o Nivel 4 paciente encamado mas de 50% del ttempo el Gihmo mes (1) Figura 5
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PRINCIPALES AGENTES INFECCIOSOS EN PACIENTES CON SIDA

MICOBACTERIAS

VIRUS
Herpestipo 1 y 2 Especies de Legionella
Varicela Zoster Mycobactonum tuberculasis
Agencvirus de Epstein Barr Mygobactenum kansasit

m i1 Hlal{s ligtar

Retrovirus (HTLV-l y If)

Poxvirus del Molusco Contagioso

PROTOZOARIOS

BACTERIAS
mpylobacter jeiuni Pneumocystis canni
Neigseria gonorrhogae Toxoplasma gondy
Shugella sp Isospora beth
Salmonella typhimunium Cryptosporidium parum

Chiamydia trachomatis Enmamoeba histolytica

ESPIROQUETAS

HONGOS
Candida aibicans Treponema pallidum
Nocardia 3p.

illus fumigatus
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5.6.- Marcadores bioldgicos de progresion a SIDA.

€1 porcentaje o el numero reducido de células CD4+ circulantes y, de modo menos especifico

la infopena, constituyen probatilemente los parametros de mayor valor predictivo

Estos marcadores reflejan de forma directa o indirecta ia accion que ejerce el VIH sobre el
sistema inmunologico del paciente y se han utithzado independientemente o combinados Asi
ila progresidn a SIDA a los 3 afics, se produce en el 99% de los casos s la beta2-
microgiocbulina es mayor de 5 mg/L. el antigeno p24 es positivo y los linfocitos CO4 son

inferiores a 200 ceélulas/mm3 (1)

5.7 - SIDA pediatrico

Las pnncipates vias de contagio son los hemoderivados y la via matermno-fetali La infeccién

durante el parto es posible pero no parece muy frecuente No hay datos que sugieran la
indicacion de cesarea como medida preventiva La tasa de transmisidon de la infeccion via
vertical se esuma en un 15-20% EI deterioro del estagio clinico y un numero bajo de hinfocitos
CD4 de la madre, conaicionan un mayor nesgo de contagio Por otro lado. la presencia de

anticuerpos frente a la gp120 en ia madre se ha asociado con un menor indice de transmision

También existe la posibilidad de contagio a través de la leche materma No existen pruebas de
que contactos casuales o incluso el contacto habitual intrafamiliar sean vias de transmisién de

la infeccién. Tampoco tenen riesgo de contagio los comparneros de colegio de los nifos

infectados (1)
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Definicién del CDC de la infeccién por VIH en nifios

Los nifios menores de 18 meses con mfeccidn perinatal, deben presentar:

- VIH en sangre O tejikios, o
- Sintomas que cumplan la definicion de caso de SIDA para el CDC.o

- Anticuerpos anti- VIH y signos de la inmunodeficiencia humana celular y sintomas.

Los niffos con infeccidn perinatal de mas edad o los que han adquindo la mnfeccidn a traveés de

otra via de transmision deben presentar (1)

- VIH en sangre o
- Anticuerpos anti-ViH con o sin alteraciones inmunolégicas. o

- Sintomas que cumplan la gefiniciéon del CDC de caso SIDA

Manifestaciones

No se conoce con exactitud e periodo de incubacién, aunque se sabe que es MmAas corto en
nifios infectados poc via vertical y mas corto en nifios que en aduftos. Las manifestaciones
inespecificas se definen como 2 de los siguientes hallazgos persistentes durante al menos 2
meses: fiebre, retraso de la estatura y peso o pérdida de peso de mas del 10% de éste,
hepatomegalia, esplenomegalia, linfadenopatia generalizada, infitracién parotidea y diarrea
persistente © recurrente (1).
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6.- Inmunidad.

6.1.- Aspectos inmunoldgicos

La infeccidn por VIH afecta preferentemente a los infocitos T cooperadores del sistema

inmunoidgico. las anormalidades inmunoidgicas halladas en esta etapa nfectiva del virus son

las inmunodeficiencias celulares severas y profundas que presentan hipersens:bididad
retardada. hnfoadenopatia absoluta causada por e! deficit de los linfocitos OKT-4+ con
inversion de la relacidn usuai entre las ceéiulas T cooperadoras y las celulas T supresoras
(OKT-8+) por lo cual, se ocbserva una deplestdn en los hnfocitos frente a factaores mitogénicas y
alteraciones en las celulas NK. no se ha detectado que la respuesta humcral y la fijacién de
complemento se vean afectados. solo se ve reducide el numero de celuias con marcadores
CD-4, aunque esta enfermedad al igual Que otras, mduce la hipergammagiobubhnermia
observandose altos titulos de anlicuerpos algunos investigadores reportar gue la estructura y
composiciédn del mo se atteran, ya Que se reduce notabiemente la cantidad de timocitos hasta
dejario en cifras nulas Bajo esta situacidn. @s importante sefaiar los trabajos del Or Thomas y
colaboradores, en [os que se demostrd que. al disminuwir el funcionamiento del imo aumenta el
numero de neoplasias, senalando a la respuesta linfocitica como la responsable del control de
las neoplasias y que. al presentar inmunodeficiencias, No se tendria control en e! desarrolio de

las mismas Es de suma importancia relacionar a estos padecimientos con algunos factores

como la edad
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La diferencia que presenta el virus del VIH, comparandolo con otros virus, es la de ocasionar

un desgaste en la respuesta del timo o en la respuesta celular, 'nfoadenopatias inducidas por

inmunosupresién y el aumento progresivo de neoplasias E! VIH-1 reflejara anomalias

cualitativas e inmunologicas y cuantitativas como leucopenias, déficit y disfuncién de los
marcadores CD-4+ de los linfocitos T cooperadores. activacidon policional de células B con
deterioro de la respuesta de las mismas frente a nuevos antigenos dando iugar at Sindrome de

Inmunodeficiencia Adquinda (SIDA), que se caracteriza por nfecciones oportunistas y un

progresivo aumenta en el numero de neoplasias
Otras alteraciones inmunoldgicas que se manifiestan durante la infeccidén son (10 11)

a) Presencia de complejos inmunoldgicos y/o alteraciones del factor supresor sérico

b) Disminuctén de precursores hinfoides

c) Respuesta defectuosa de anticuerpos por Infecciones bacterianas de repeticion,

interferdn sénco disminuido

d) Aumento de infecciones virales, aumento de tumores secundaros e iNnmunosupresidn
) Involucién y destruccion epitelial del timo.

f) Inhibicion de la respuesta mitogénica y el factor de necrosis tumoral aumentado.
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Q) Interferdn 1Abil fremte a acidos muy incrementados

h) Los marcadores bioldgicos que varian antecediendo las manifestaciones del SIDA son;

Interfeucina-1 dismunuida con beta-2 microgiobulina incrementada

i) Anemia.

En cuanto a la produccidn de inmunoglobulinas en el periodo de seroconversid®n se encuentra
un aito titulo de IgM como respuesta imcial al periodo de infeccidn que es aproximadamente al
50 mes del contacto con el virus este thempo varia de acuerdo a diferentes factores fisicos y
ambientales, cuando el individuo llega a desarrollar el SIDA los titulos de antrcuerpos de tipo

IgG presentan un aumento progresivo
7.- Epidemiologia del VIH.

Desde el inicio de la pandemia de VIH/SIDA a principios de la década de fos ochenta, se
identificaron tres vias de transmisidn del virus responsable de esta enfermedacd la sexual, la
sanguinea y la perinatal La sanguinea incluye a su vez, la infeccién asoctada a la transfusidn
de sangre contaminada y la administracion de derivados de sangre contaminada, cuando en el

proceso industrial de los MisMos No se siguen procedimientos que garanticen la eliminacién de

agentes virales




La transmisidn de la infeccién por VIH a través de transfusiones contaminadas es la mas
eficients; se estima que la probabilidad de que una persona se contamine es superior al 95%

(35).

En el caso de los pacientes hemofilicos, los productos que se asociaron 8 un mayor nesgo de
infeccion por VIH al inicio de 1a epidemia fueron los concentrados de factores de coagulacidn

{ Factores Vil y IX )

A nivel mundial. se estima que entre el 3.5% de las infecciones por VIH se asocian a

transfusiones de sangre ¢ sus denvados, sin embargo, existen variaciones importantes entre

paises y regiones

En los paises de Europa Occidental, la proporcidn de casos de SIDA asociados a transfusiéon

sanguinea en adultos vand comparativamente con los Estados Unidos como sigue:

1985 1990

Europa Occidental 7% 5%
Estados Unidos 3% 3%
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Relacion con respecto a sexo’

1985 1990
H M H M

Europa Occidental 5% 19% 4% 10%

Estados Unidos 2% 12% 2% 4%

Esta diferencia entre !cs sexos se presenta practicamente en todo el mundo y se explica sobre
todo por la mayor frecuencia con que las muyeres reciben transfusiones durante la edad

reproductiva (35)

Los pacientes hemofilicos fueron de 10s grupos mas afectados. particuiarmente en Ios paises
industrializados Segun estimaciones del CDC ce Atlanta, hasta Enero de 1992 en Estados

Unidos se habia presentado un total de 1 876 casos de SIDA en hemofiicos y cerca de 1,200

habian muerto Se estima que cerca del 50% de los pacientes con trastornos hereditanos de la

coagulacidén se han infectado con el ViH

Diversos estudios a nivel mundial sobre la prevalencia de VIH en pacientes hemofilicos, revelan

que son mayores ias cifras en aquellos paises donde se utilizan concentrados de factores de
coagulacidén preparados a partir de meaxclas (pool) de plasma, que entre los hemofilicos
de paises en los cuales funcionan programas de donadores voluntanos., I[os cuales
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presentan menor prevalenca de mfeccién En general, la incidencia de SIDA en estos

pacientes hemofilicos aumentd 10 veces de 1984 a 1990 (35)

incidencia de VIH en pacientes hemofilicos en varios paises: (2)

Pais Reporte hasta 1993
Yugoslavia 50%
ttalia (Génocva ,Padua) 22%
italia (Catania, Trento) 28 1%
EEUU 251%
Suecia 15%
EEUU (New York) 50%
Israel 30 9%
México (CMN Siglo XXI) 53%

En 1985 se notificaron los primeros dos casos de SIDA asociados a transfusion sanguinea, que
fueron en mujeres adultas Hasta el 1 de Juho de 1994 se habia acumulado en México un tota!

de 19,090 casos de SIDA registrados, de los cuales 18,539 son adultos y 551 pediatricos (35)
El 12.3% de los adultos (1,728) se han asociado a transfusiones, 2 3% (318) son exdonadores

remunerados y 1% (147) son pacientas hemofilicos De los casos pediatncos, 25% (116)

comresponden a nifos transfundidos y 17 3% (80) a hemofilicos
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Desde el inicio de la epidemia de SIDA en México y hasta Juho de 1994 se habian reportado
un total de 227 casos de SIDA en pacientes hemofilicos sin ninglun otro factor de rnesgo 147

(65%) eran adultos y 80 (35%) menores de 15 anos No se han reportado casos de SiDA en

hemofiicos menores de un ano

E! nimero de casos de SIDA en pacientes hemofilicos crecid en forma constante desde 1987

1987 24 casos

1991 53

1992 27

1993 31
JuLIO 1994 6

Et mayor avance en la prevencion de la transmisiédn de! VIH/ISIDA en México se ha logrado a

través del tamizaje de donadores de sangre la autcexclusion de donadores con practicas de

riesgo y la prohibicidn del comerc:o de sangre (35)

8.- Diagnéstico.

La especificidad de las reacciones antigeno-anticuerpo se ha empleado para e! desarrollo de

diferentes procesos que reciben el nombre de "INMUNQOENSAYOS"

En estos procesos se utilizan antigenos, haptenos o anticuerpos para la identificaciéon o

cuantificacién de moléculas de interés en el laboratorio clinico.



E! analisis inmunoenzimatico se fundamenta en ta propiedad de las enzimas de ser comnugadas
O unidas a anticuerpos o antigenos en forma covalente. sin Que el conjugado resuitante (Ag-
enzima, Ac-enzima) pierda sus caracteristicas de reactividad inmunoldgica o enzimanca La
caracieristica de las enzimas para catalizar ia convers)on de un gran numero de molécylas de
sustrato, proporciona la base para amplificar y detectar indirectamente una reaccidén Ag-Ac Asi
fa enzima sobre los susiratos genera

mismo, en cas: todos estos sistemas !a accidn de

productos colondos, lo que permite la realizacién de pruebas cualitativas interpretadas
visualmente por [0os cambios en el color y de pruebas cuantitativas utithzando un colorimetro o

espectrofotometro midiendo la intensicdad del color desarrollado (22)

La infeccién por el VIH puede ser identificada en el laboratorio de diferentes formas

Métodos Indirectos

- Determinacion de anticuerpos anti-ViH |

- Determinacion de antigencs wvirales

Métodos Directos

- Cultivo de virus.

- identificacién del ADN viral mediante técnicas como la PCR

Actualmente se cuenta con un gran numero de pruebas para la deteccidén de anticuerpos anti-
VIH tales como’ Ensayos inmunoenzimaticos (ELISA), inmunoelectrotransferencia (WESTERN

BLOT), aglutinacion y radioinmunoprecipitacién (RIPA). De éstas, la aglutinacién, el ELISA y el

WESTERN BLOT son las pruebas mas utilizadas (11)
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8.1.- Aglutinacién.

Esta técnica se basa en gue particulas sensibilizadas con VIH inactivado son aglutinadas por
la presencia de anticuerpos contra e! VIH presentes en muestras de suero o plasma Este tipo
de prueba tiene la ventaja de que se realiza en poco tiempo, NO @5 Muy Costosa y NO requieras

equipo sofisticado Como desventaja, se reporta la subjetividad en su interpretacion

8.2.- ELISA

La prueba de ELISA para detectar antcuerpos ant-VIH es el meétodo mas usado para
determinar la infeccién por ViH en adultos y en rios de mas de 15 meses de edad,
reportandose una sens:bilicad y especificidad en la mayoria de los ensayos de por lo menos
99 5% y 99 85% respectivamente Esta técnica comunmente detecta !a presencia de
anticuerpos de tipo IgG por o que en los casos de nifos Mmenores de 15 meses de edad,
nacidos de madres seropositivas se puede utihzar una modificacion de esta prueba para
detectar anticuerpos de Lpo Igh e IgA en el suerc del nifo ya que éstos no atraviesan la

placenta y su presencia indica una respuesta inmune especifica a la infeccién

La mayoria de estos tipos de ELISA consisten en una fase séhida la cual contiene un antigeno
viral, a l2 cual se le agrega la muestra a analizar (suero o plasma) posteriormente se agrega
una inmunoglobulina anti-1gG tumana comjugada con una enzima y finalmente se adicitona un
cromdgenc el cual va a producir una reaccidon colorida st 5 Que se encuentran presentes

anticuerpos anti-ViH en el suero dei paciente



ELISA de primera generacién
Emplean en su fase sdlida antigenos de Iisado viral, 10 que |las hace poco especificas y muy

sensibles. La baja especificcdad presentada se puede atnbuir a la falta de pureza de los

antigenos utilizados

ELISA de segunda generacion
Emplean en su fase séhda péptidas sintéticos y/o antigenos recombinantes obtemdos por

Ingenieria Genética, estos antigenos son muy especificos pero henen la caracterishica de ser

poco sensibles, esto Nos Ndica que se pueden obtener resultados falsos negativos o que es

muy grave en una prueba de lamizaje

ELISA de tercera genaracién

Emplean en su fase sdlida antigenos recombinantes ghcosilados Péptidos sintéticos
modificados quimicamente con el fin de optimizar |a configuracion espacial de la molécula, el
conjugado es una mezcla de anti-igG mas anti-igM lo que le confiere un efecto de sinergismo

en el medio de reaccién dando una mayor sensibiiidad y una mayor especificidad al reactivo

31).

Algunas de las veniajas de estas pruebas de ELISA son que los resuiltados puedean

cuantificarse espectrofotométncamente, que son faciles de reahzar y que los reactivos son

relativarmente baratos y estables
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Las pruebas de Aglutinacién y ELISA se emplean como pruebas de tamizaje, tanto para
garantizar la seguridad de productos sanguineos y tejidos humanos de donadores, como para

realizar el diagnostico presuntivo de individus con resgo de nfeccion

8.3.- WESTERN BLOT

El Western Blot sigue siendo !a alternativa mas especifica para el diagnéstico serolégico
confirmatorno del VIH también se utihza para monittorear el desarrollo de antcuerpos

especificos a un hempo dado de la infecci6n al igual que en e! ensayo de ELISA

El principio de esta técrica se basa en incubar el suero o plasma det paciente con tras de

nitrocelulosa que contengan proteinas virales los anticuerpos especificos contra cada una de
estas proteinas . 51 existen. se unen a los antigenos cofrespondientes. se aftade un cromogeno

que tife las tiras en bandas que corresponden a la distnbucion de 1os antigenos virales en las

tiras de nitrocelulosa (31)




9.~ Tratamiento.

Con respecto a los tratamentos terapelticos, No existen perspectivas que solucionen el
problema, ya que sdélo se han logrado obtener medicamentos que prolonguen la vida del

paciente, dentro de éstos que se tienen coOmMo una alterativa esta

Azidotimicina (AZT). Riwvavinna (Aciclovir), Fosfonoformato (PFA), Dideoxinosina (DD ),

Zigobudina (DD L ). Timodina (T18 O RB83150) Suramina, AS-101 e Interferon Gamma entre
otros (6.9)

Todos los medicamentos antes sefialados tienen diferentes mecansmos de accidn y vanados

efectos terapéuticos, 10 MiIsmMo gque ciertos inconvementes lo que hace mposible su total

efectividad

E1 tratamento con los diferentes farmacos antes sefalados presentan muchas himitantes, una

de ellas es su aito costo, lo que hace imposible el acceso a estos

Otra limitante, es que algunos medicamentos no se encuentran en el mercado nacional y, por

consiguiente, No se tienen de forma inmediata

Otra liritante es quea el paciente con tratamiento tiene que estar en seguimento con respacto a

su respuesta inmunoldgica y los estudios de laboratorio para este fin son también de alto costo
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CAPITULO 11

HEMOFILIA

1.- Caracteristicas generales de la hemofilia.

1.1.- Generalidades

La hemofilia se puede definir como una enfermedad hereditana ligada al cromosoma X que se
produce por la defictencia dei Factor Vil o de! Factor IX de la coagulacidn y se caractenza por

sangrados de intensidad vanable. de acuerdo al nivel circulante del factor deficiente

Frecuentemente se clasifica como severa, moderada y leve, de acuerdo a la concentraciédn

plasmatica del factor deficiente

Severa Tienen menos del 1% de actividad (-1 umidad de factor/dL) y frecuentermente tienen

hemorragias en articulaciones y musculos al minimo traumatismo

Moderada: Tienen entre 1 y 4% de actividad y presentan hemorragias con traumatismos de

intensidad moderada

Leve: Tienen entre S y 30% de actividad del factor y presentan hemorragias con traumatismos

intensos o intervenciones quirurgicas (14,39).



1.2.- Datos historicos.

La hemofilia aparecio con la presencia del hombre sobre la faz de la tierra Las primeras
descripciones acerca de la enfermedad se remontan al Talmud donde se exceptuaba de la
circunctsion ntual a aquel NiNo cuyos hermanos hubleran sangrado excesivamente después de

realizar este procedimento

Posterniormente se registraron evidencias de la enfermedad en |a famihia real de Inglaterra y en
ol siglo XIX se registrd su diseminacidén en la realeza europea Quiza el caso historico mas
conocido es el del Duque Alexis, hemofilico. hjo de!l Zar Nicolas !l y de 1a Zarina Alexandra de

Rusia.

Nasse en 1820, reconocia un patron bien defimide de la enfermedad. Biggs y Mc Farlene en
esa misma época, atribuyen la forrma de herencia a la enfermedad Hopf#f en 1824 otcrga el
nombre de hemofilia, del gnego hemos= sangre y fila= amor es decir amante de la sangre En
1839, John Otte publicd la pnmera descrnpcidn de la hemofiha y en 1893 Wnght demostré 1a
prolongacion de los tiempos de coagulacidn en estos pacientes En 1937 Peket y Taylor
aislaron la proteina deficiente, una globulina a la que denominaron globulina antthemofinca La
division de la hemofilia en dos entidades diferente, deficiencia del factor Viil y del factor IX, la
sugirieron en Argentina Castex y cols y Paviovsky, posterionmente fue confirnada por muchos

otros grupos.
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2.- Cuadro clinico.

Clinicamente estas enfermedades no pueden ser diferenciadas EI diagnéstico de pacientes
hemofilicos se basa en critenos ciinicos y de dosificacion de la actividad coagulante de Ios

tactores Vil y IX, este utimo permite clastficar a la enfermedad como savera. moderada o leve

E! sintoma por excelencia de la hemofiha es la hemorragra y la vanada sintomatologia del

paciente hemofilico es. sino en toda. en su Mayor parte debida a las secuelas y complicaciones

det sindrome hemorragico

Los sangrados musculoesqueieticos son en general el principal problema de los pacientes

hemofilicos severos La sintomatologia en los nifios puede imciar cuando comienzan la

deambulacién y la frecuencia de los traumatismos aumentan notabliemente

3.- Incidencia.

Es un padecmrento con distribucion mundial que afecta primordialmente al vardn, con una

incidencia en Inglaterra de 3-4 casos y en EUA hasta de 10 casos por cada 100.000

habitantes

Se ha estimado que existen 20,000 hemofilicos en EUA, de los cuales el B0O% tienen hemofilia
A y un 20% hemofilia B, M. Paviovsky en Argentina, reporta 1 caso por cada 22 700 habitantes
y en México se ha estimado 1 caso por cada 77,000 habitantes, sin embargo, probablemente
esta incidencia sea mayor debido a que existen casos no diagnosticados (25)
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La proporcidn de pacientes con deficiencia de factor Vi, en relacsdn a los deficientes de factor

IX es de 5.25 a 1 en Inglaterra, proporcionalmente muy semejante a lo encontrado por Dorantes

y cols en México de 4 S a 1 y similar a la encontrada en Costa Rica (32)

4.- Herencia.

Se hereda en forma recesiva hgada al sexo. sin embargo. en aproximadamente 30% de los

casos no existe ningun antecedente familiar, por lo que hablariamos de una "Mmutacon de novo™

De acuerdo a su forma de herencia se puede concluir que

1.~ Todas las hijas de un hemofilico son portadoras obligadas
2.- Todos los hijlos de un hemofilico son normailes
3.- Aproximadamente !a mitad de las hermanas de un hemofilico son

portadoras.

4. - Aproximadamente la mitad de los hijos de una portadora seran hemofihcos.

5.- Aproximadamente la mitad de las hijas de una portadora seran portadoras.
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5.- Diagnéstico.

E! diagndstico de la hemofilia se basa en el examen e historial clinico y en la dosificaciédn del
factor Vil y IX. Los casos severos de esta patologia no causan problemas en el diagnéstico.
generalmente la historia refiere datos de un paciente masculino con sangrados prolongados
por dafio en dientes y lengua en la infancia, asi como sangrados en articulaciones y mdsculos
o posteriores a cirugias Los casos moderados y leves presentan dificultades en el diagnéstico,
especialmente aquellos que no tienen antecedentes heredofamthares y que no han stdo

aexpuestos a intervencionas quirurgicas o a dano acaidental (39)

E1 diagnostico diferencial se reahiza por examenes de laboratoric con una bateria de pruebas
de rastreo que cubran ta hemostasia pnmana (cuenta de plaquetas. ttempo de sangrado,
tiempo de coagulacion y tormiquete) y la fase plasmatica (factores de la via extrinseca e
intrinseca) El diagnéstico definitive requiere de la dosificacidn del factor VIl y IX que consiste
en interaccionar el plasma del paciente con un ptasma sustrato deficiente en factor Vitl o IX, de

tal manera que, el plasma del paciente tiende a coregir el hempo de coagulacion del plasma

sustrato, y esta es proporcional al nivel de actividad residual del factor Vil y IX



6.- Tratamiento.

El tratamiento de la hemofilia ha tenido un notable progresc desde la obtencion de los
crioprecipitados obtenidos a través del plasma fresco obtenido de donadores familiares, asto
permmiitid tener un avance en et tratamiento de los pacientes hemofilicos para controlar \as
bhemorragias evitando !as complcaciones monales

Postenormente, e\ fraccionamento

industrial del plasma por parte de algunas compafias farmnacéuticas penmutib obtener los
concentrados liofitlzados de factores VIl y X, procedentes de la mezcla de vanos miles de
donadores con un uso amphamente difundido en los paises ndustnahizados por la tacihdad de

su manejo y aimacanamento Este tratamiento permitid al hemofilico mayor hbertad al poder
utilizarlo oportunamente en casa

6.1.- Terapia sustitutiva.

E\ tratamento sustitutivo esta basado en la aphcacadn del factor deficiente (VI o 1X), el cual se

obtiene a pantir de!l fraccionamiento de la sangre total de donadores que acuden al banco de
sangre del INP.

La sangre se fracciona en concentrado entrocitano y plasma fresco que contiene todos los

factores de \a coagulacidn y este, a su vez, se fracciona en crioprecipitado que contiene
aproximadadmente 70 a 80 unidades de factor VIII en cada bolsa con ia ventaja de poco
volumen en la infusidn, sin embargo tiene

fa desventaja del riesgo de comaminacidn viral
inherente a los componentes denvados de la sangre que No se someten a 1a inactivacidn viral,
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7.- Contaminacién viral

La transmision del VIH en la década pasada. con la transfusibn de factores Vill o IX

ensombrecid el tratamiento de los pacientes, sin embargo, la expenencia positiva permmtid

mejorar la cahdad de los concentrados tratados con solventes-detergentes y calentamiento

para evitar la contaminacién viral

No se puede dejar de mencionar gque, aun con los estudios x.zue se le realizan al donador. no es
factible hablar de un 100% de segundad en la transfusidn sanguinea puesto que existen
periodos de ventana en los cuales no se detectan algunos virus gque pueden ser causa de
contarminacién como son El virus de la Hepatitis C, el virus de la Hepatiis B. Citomegalovirus,

muy recientemente se habia del Parvovirus B19 y por supuesto del VIH (25)

8.- Pronéstico.

Ei prondstico de los pacientes con hemofila ha mejorado notablemente con los logros

alcanzados con el tratamiento sustitutivo, asi coma con la difusion de programas de tratamiento
oportuno y de rehabilitacidn temprana; sin embargo, a pesar de estos logros, existen algunos
hemofilicos que no tienen acceso a es!os servicios , por lo tanto su prondstico no  es tan

halagador como para otro grupo de hemofilicos mas privilegiados

E! prondstico depende de la severidad de la enfermedad y de la disponibilidad de servicios

adecuadas para la poblacion de hemofilicos.



CAPITULO 111
DONADORES

1.- Definiciéon de un donador.

La norma técnica que nge a todos los bancos de sangre ha dado un nuevo Nnombre a las
personas que se designaban como donadores y es el de disponente de sangre Se define

como aquel sujeto Que proporciona su sangre O componentes sanguineos para guien (o
requiara (34)
Un disponente de sangre. es un individuo sano que por voluntad propia, se apega a las normas

legales que regulan la donacion de drganos y se somete a las pruebas clinicas y de laboratorio

a fin de contnbuir al tratamento terapeutico de un paciente. por 1o que expresa por escrito

dicha voluntad

2.- Requisitos para ser donador.

- Estar en ayuno
- Tener una edad entre 18 y 65 aros.

- Pesar mas de 50 Kgs

- Someterse a los examenes clinicos y de laboratorio para descartar enferrnaedades
transmisibles.
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Se pueden excluir gonadoras en los siIguientes casos (34).

- Maber padecido hepatitis, sifilis, cancer diatretes epilepsia, hipertension arterial, gota,

tubercuiosis, enfermedades renales, y/o probiemas cardiacos
- Tener alergia a ahmentos o medicamentos
- Haber tenido crugia mayor en ios UILMos sers Mesos.

~ Estar embaraza o haberio estado en los Ulumos seis Meses.

-~ Estar en pariodo menstrual.

- Estar en periodo de lactancia
Asi como en el caso de haber recibido

- Medicamentos en las ulimas 72 horas.
- Vacunas contra la rabia o contra la hepatitis en el Gitmo afo.

- Vacunas en los ultimos 3 mesas.

- Tatuaje o acupuntura en el Ultimo anoc

3.- Legislacién de la donacién:

linitar y controlar la propagacidén de la infeccién con el
las siguientes medidas

virus de la

Con el fin de
Iinmunodeficiencia Humana, en nuestro pais se han adoptado

preventivas y legales (27 ,33)
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1 - En mayo de 1986, se establece la obligatoriedad de las pruebas para detectar la infeccidn

por VIH en donadores

2.- Desde noviernbre de 1986, el SIDA y la infeccion por VIH son sometidos a vigilancia

epidemiocidgica

3.- En mayo de 1987, se prohibe la comercializacion de la sangre y en su lugar, en el segundo

semestre de 1987, wmicta sus actividades la RED NACIONAL DE LABORATORIOS DE

DETECCION DE VIH

La adopcidn de dichas medidas ha imphicado modificaciones a la Ley General de Salud y la

creacidn de reglamentos y normas especificas. que den forma e integren la fundamentacidn

legal de estas acciones (27)
A cada uno de [0s donadores de sangre se le debe realizar

1.- Examen médico previo a la donacidon con el fin de detectar algun antecedente personal de

importancia y valorar su estado de salud

2.- La sangre se debe someter a la prueba de tamizaje, que puede ser por hemaglutinacion o

POr ensayo inmunoenzimatico.

3.- Si la prueba de tamizaje es negativa la sangre puede ser conservada y procesada.
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4. - Si por el contrario la prueba de tamizaje es positiva, la sangre se desecha y se realiza una

segunda prueba de tamizaje.

5.- El resuitado positivo de una segunda prueba de lamizaje hace necesario reahzar una

prueba confirmatoria En México se utiliza 1a de Electroinmunotransferencia

6 - Si el resuitado de esta prueba es negativa, el donador puede estar hbre de infeccién o bien

presenta una situacidn indeterminada, en este caso se requiere evaluar SI es necesaro su

seguimiento

Ademas del seguimiento indicado por la ley General de Salud, todos los bancos de sangre
desde 1985, han tenido siempre una nofma técnica editada por el Diano Oficial, con sus

modificaciones correspondiantes, de acuerdo a la apancion de nuevas infecoiones que pueden

ser transmitidas transfusionalmente (27)



CAPITULO IV
PARTE EXPERIMENTAL

1.- DIAGRANMA DE FLUJO:

( 3mL. de Sangre Total )

[

(______J SEPARAR EL SUERO

DETERMINACION DE VIH -l[ DETERMINACION DE VIH - 1+2

TOMA DE MUESTRA ]

Prueba de Tamizaje Prucba de Tamizaje

[ |

NEGATIVA POSITIVA NEGATIVA

DETERMINACION DE WESTERN BLOT

NEGATIVA

:
:

[ conFirmADO NEGATIVA] | conFlIrRmMADO POSITIVA |

NEGATIVO SEROPOSITIVO
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2.- Material

2.1.- Matenal biolégico

- Suero de 70 pacientes hemotilicos atendidos y transfundigos en el INP, con un promedio de

edad de 9 atos 6 meses

2.2.- MATERIAL DE LABORATORIO.

- Gasa.
- Gradilia metaica de 6x15 cm.

- Guantes desechables

- Pape! absorbente

- Pipeta sermautomatca de 10-100. 50-200. 100-1000 ubL

- Pipeta de vidno graduada de, 1mL, SmL. 10mL

- Probeta de vidno de 100mL. 1000mL

- Puntas desechables de plastico para pipeta semiautomatica.
- Recpiente para desechos bioidgicos

- Recprente para matenal de vidno

- Relo; de intervalos con alarma

- Tubo ge vidno de 12x75mm.
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2.3.- Reactivos de laboratorio.

- Agua desiomzada

- Hipoclonto de Sodio (NaCiO ) 1 10
2.4 - Reactivos de diagnostico.
Pruebas de ELISA (tamizaje)

RAPID - ELAVIA
Deteccidn de Anticuerpos Ant-ViH-1

Sanofi Diagnostics Pasteur

GENELAVIA MIXT

Deteccitn de Anticuerpos Anti ViH-1 y VIH-.2

Sanofi Diagnostics Pasteur

Prueba de WESTERN BLOT (confirmatona)
NEW LAV-BLOT-1
Deteccidon de Anticuerpos Humanos Anti VIH-1

Sanofi Diagnostics Pasteur
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2.5.- Equipo de laboratorio.

- Centrifuga clinica
- Lavador de ptaca

LP - 35 Sanofi Diagnostics Pasteur
- Incubador de piacas

I1.P.S Sanofi Diagnostics Pasteur.

-Lector de placas
LP - 400 Sanofi Diagnostics Pasteur

-Lavador y Agitador para tiras de WESTERN BLOT

LS - 12 Sanofi Diagnostics Pasteur
3.- Metodologia

3.1.-Recoleccién y manejo de la muestra.

La sangre se recolecta de acuerdo a las reglas clasicas de venopuncion. Puede utilizarse en la

prueba suero o plasma. En este caso se utihzo suero

Remover e} suero del matena! coagulado tan rdpido como sea posible, para evitar hemdlisis,

ya que puede afectar el ensayo



Las muestras con fibnna deben clarificarse por centrifugacidn previa a la prueba
Se tomaron 3 mL de sangre total a cada uno de los pacientes hemofilicos que entraron en este
estudio El total de pacientes estudiados fue de 70 de éstos, 52 pacientes tenian diagnéstico

de Hemofilia A y 18 pacientes diagndstico de Hemofilia B

La edad de los pacientes estaba entre 1 a 21 afos 4 meses con una media de edad de 9 afos

6 meses Todos con mas de dos transfusiones
3.2.- Parametros y desarrollo del estudio.
Este trabajo se realizd durante los meses de Agosto y Septiembre de 1993, 1994, 1995y 1995

con la determinacidon del VIH a cada uno de los pacientes en estudio mediantes dos técnicas

de ELISA diferentes

A los sueros que dieron reaccidn positiva se les reahzd 1a determinacidn de la prueba

confirmatoria para el VIH
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3.3.- RAPID - ELAVIA (29).

Fundamento

Es un ensayo inmunoenzimatico indirecto (EiIA) para la deteccidn de anticuerpos VIH -1
humanos en suero o plasma Se basa en el uso de un soporte de fase sdlida (recubierto con
antigeno viral purificado e inactivado). y anticuerpos ant: IgG humana de cabra, purficados por
cromatografia de afiridad y marcados con peroxidasa

El proced:imiento de la técnica comprende |0s sigulentes pasos

1 - Se pipetean 100 ul. de las muestras y los sueros control diluidos en los pozos sensibihzados
de una microplaca S: los anticuerpos anti VIH-1 estan presentes, éstos se ligan a los antigenos
virales fijados a la fase sélida

2 - Los pozos se !avan Se adiciona ant IgG humana marcada con peroxidasa, que se une a la
19G retenida en la fase sohida

3.- La presencia de la enzima inmoviizada en los complejos se revela por incubacidon en
presencia de un sustrato, previa ehimimacién del conjugado hibre

4.- La reaccidn se detiene y se lee la absorbancia (A). en un espectrofotémetro a 492/620 nm.

La comparacion de la medida de absorbancia de cada muestra con el valor de corte, permite

concluir acerca de la presencia o ausencia del anticuerpo VIH-1.



Componentes del equipo:

R-1 Micropiaca (en tiras) 6x16 pozos cubiertos de Antigeno VIH.

R-2 Soluciéon de lavado concentrado 10 veces

R-3 Suero control negativo humano.

R-4 Suero contro! positivo humano

R-5 Suero limite (humano)

R-6 Conjugado (Anticuerpos de cabra anti IgG humana acoplado con peroxidasa) concentrado
10 veces.

R-7 Diluyente para muestras, concentrado 2 veces

R-8 Solucién del sustrato de peroxidasa (0.03%H202) en amortiguador
R-9 Cromégeno orto-fenileéndiamina (2HCL)

R-10 Solucién de paro ( acido sulfunco).

R-~11 Diluyente del conjugado

Etiquetas para microplaca
Trabajos previos a la prueba.
Todos los reactivos se deben llevar previamente a temperatura ambiente.
Soluciéon de lavado: diluir 1:10 con agua destilada. Preparar S00 mL por placa de 6 tiras.

Conjugado: Adicionar 1 volumen de conjugado concentrado a 9 volumenes de diluyente de

conjugado. Preparar 12 mlL de solucion final para una microplaca compieta o 2 mlL por tira.
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Diluyente de muestra: Adicionar 1 volumen de agua destilada a un volumen de diluyente de
muestra, listo para usar

Cromoégeno: Disolver 1 tableta de OPD en 10 mi. de amortiguador R-8

Procedimiento

Utilizar el control negativo control positivo y el suero limite, en cada serne de determinaciones

para validar los resultados

1.- Establecer cuidadosamente |a distnibucion e identificacion de 1as muestras

2. - Preparar la solucién de lavado diluida

3.- Preparar la solucidn diluyente de muestras

4. - Diluir los controles, el suero limite y las muestras de los pacientes 1 50 en solucidn
diluyente

5.- Tomar el nimero necesano de uras Lienar cada pozo con solucidn de lavado, esperar 2
munutos, asprrar y lavar una segunda vez Vaciar y secar la placa por inversion o con papel
absorbente

6 - Adicionar a los pozos

A1,B1: 100 ui. de control negativo diluido
C1,D1,E1,F1: 100 uL de suero limite diluido
G1.H1: 100 il de control positivo diluido.

A2 B2,C2, etc. : 100 ulL de muestras diluidas desconocidas $1,52.$3,etc.

Cubrir con una etiqueta de placa, presionar firmemente.



7.- Incubar la microplaca 30 min a 40 °C.

8.- Preparar la solucién de conjugado necesaria 10 min antes

9.- Retirar la etiqueta . Aspirar el contenido de todos los pozos y adicsonar 0.30 mL de solucién
de lavado a cada pozo, aspirar.

- Repetir el lavado 2 veces, secar la placa y colocaria sobre papel absorbente

10.- Distnbuir 100 ul de la solucidén de conjugado reconstituida en todos los pozos Cubnr ia
placa con una etiqueta e incubar 30 min a 40°C

11 - Retirar la etiqueta Lavar 4 veces como se realizdé antenormente Secar volteando fa placa
sobre papel absorbente

12.- Preparar la solucidn sustrato justo antes de su uso

13 .- Distnbuir rapidamente 100 nL de solucadn de sustrato a cada pozo. evitando la luz directa.
Incubar 30 min a temperatura ambiente (18-25°C) en la oscundad

14.- Transcurndo el tiempo de incubacidn adicionar 50 pl de solucidn de paro. con la misma
secuencia de distnbucidn y tiempo.

15.- Leer la absorbancia de cada pozo a 492/620 nm en un lector de placas antes de 30 min de
haber adicionado la solucion de paro Resguardar la placa de la luz directa antes de leer.

16.- Verificar los resultados por identificacion de las muestras.



Caélculo e interpretacion de los resultados.

La presencia o ausencia de anticuerpos ViH se determina por comparacion de la absorbancia
de la muestra con el valor del suero limite
1.- Determinacion del valor limite (Valor de corte)

Valor de corte (VC) = ( C1+D1+E1+F1+)14

donde C1,D1 E1,F1 = suera limite o suero débil positivo.

Este valor promedio de absortancia es el valor de corte
Si uno ce los valores del suero débil positivo estd fuera de rango elimnario para la

determinacion del VC, pero si gos o mas de éstos salen de rango la técnica se invalida.

2.- Caiculo de la absorbancia media de

- Suero control negativo (R3)

- Suero control positivo (R4)
Validacion del ensayo

Para que el ensayo sea valido:
- La absorbancia media del contro! positivo debe ser mayor de 0.8.

Absorbancia R3 < Valor de corte > absorbancia R4

- De no cumplirse lo anterior, rechazar el ensayo.



Interpretacidn de resultados

Abreviaturas
VC = Valor de corte

Abs = Absorbancia

Las muestras con Abs menor al VC, se consideran no reactivas y pueden considerarse

negativas para anticuerpos VIH-1.

tas muestiras menores cercanas al VC deben ser interpretadas cautelosamente y correrse

nuevamente ia prueba por duphcado

Las muestras con Absorbancia tgual o mayor al VC se consideran inicalmente reactivas y

deben ser probados por duphcado antes de su INterpretacion

Si después de la prueba las absorbancias son menores de VC. los resultados originales se

pueden considerar no reproducibles y por lo tanto negativos

Si después de repetir el ensayo. la absorbancia de una de las 2 muestras es igual o mayor al

VC, la muestra debe considerarse reactiva y $6 consideran positivas para anticuerpos ViH, se

recomienda realizar prueba confirmatoria.
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3.4.- GENELAVIA MIXT (30)

Fundamento

Se basa en el uso de una fase sélida cubterta con antigenos (proteinas recombinantes gp 160
y péptdos sintébcos similares a los epitopas nmunodominantes de VIH-1 y ghcoproteinas de

envoltura de VIH-2) y de una peroxidasa urida a un ant: IgG y anti- IgM humanos purificada por

cromatografia de afinidad

El procedimiento incluye los siguientes pasos en la reaccion

1.- Se pipetean las muestras de suero y los sueros control y se colocan dentro de los pozos de
la mcroplaca Si hay anticuerpos contra VIH-1 o VIH-2 éstos se unen a los antigenos

inmovihizados a la fase séhda
2 - Los pozos se lavan, y se adiciona el comjugado de peroxidasa unida a las inmunoglobulinas

anti-IgG y anti-igM  Este reactivo se une a las IgG e IgM capturadas en la fase sohda
3 - La presencia de la enzima inmovilizada sobre los complejos inmunes. se revela durante la

incubacidén en presencia del sustrato, antes Jde adicionar el sustrato, se remueve el conjugado

no unido
4.- La reaccidn se para y la intensidad del color se mide mediante su absorpancia en un

espectrofotbmetro a 492/620 nm
La absorbancia promedio de una muestra Nos indica la presencia © ausenc.a de anticuerpos

VIH-1 o VIH-2 a ser determinados
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Componentes del equipc

R1.- 12 tiras de B pozos con antigenos purificados de VIH-1 ViH-2.

R2.- Solucion de lavado concentrada 10x

R3 - Suero control negativo humano

R4.- Suero umbral humano

RS - Suero control positivo humano

R6 .- Diluyente de muestras

R?7 - Conjugado (peroxidasa unida a anti IgG +igM humanas obtenidas en cabra)
RB.- Solucidn del sustrato de peroxidasa (0 03% H202) en amortuiguador.

R9 - Cromégeno (Orto-ferilén-diamina 2 HCL)

R10.-Solucidn de paro ( acido sulfurico 4N)

Plasticos adhesivos para microplaca

Trabajos previos a la prueba

- Solucién concentrada de lavado Diluir 10 veces la solucidén de lavado en agua destiada.

Preparar 500 mL para 12 tiras.
- Cromoégeno: Disolver un comprnmido de OPD en 10 mL de amortiguador (R8).



Procedimiento

Emplear ios sueros control negativo, positivo y umbvral, en cada una de las corfridas para validar

el ensayo

1 - Establecer el plan de distribucién e identificacién de las muestra
2 - Preparar la solucion diluida de lavado

3.- Sacar de la bolsa protectora las iras de reaccidn necesanas y colocarias en el soporte de

microplacas

4. - Depositar directamente, sin prelavar la placa. sucesivamente
80 ul de diluyente en cada pozo a utiizar
20 ul de suero control negativo {R3) en el pozo A1
20 ul de suero control umbral (R4) en los pozos 81,C1.01
20 ul de suero control positivo {R5) en el pozo E1
20 pl de la primera muestra en ef pozo F1
20 ul de la segunda muestra en el pozo G1.... etc
Homogeneizar la mezcla con tres aspiraciones comao minimo.
5.- Cubnr con papel adhestvo firmemente ia superficie total de las tiras.

6.~ Incubar la microplaca 30 min a 40°C
7.- Retirar el papel adhesivo. Aspirar completamente el contenido de los pozos y afadir a los

pozos 0.3 mL de solucion de lavado. Aspirar de nuevo. Repetir el lavado 2 veces mas (3
lavados en totail). Voltear la microplaca sobre papel! absorbente y golpear contra é! varias
veces.
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8.- Colocar 100 ul de solucidn de conjugado a cada uno de 1os pozos agitandolo previamente.
Cubrir nuevamente los pozos con papel adhesivo e incubar 30 min a 40°C

9. - Retrrar el papel adhesivo y realizar 4 tavados sigurendo el procedimento de lavado dei
punto 7. Secar la placa

10 - Preparar el sustrato justo antes de su empleo Esta solucidn no debe estar a la luz por mas
de 10 min

11 - Distribuir rapidamente evitando !a luz directa, 100 ul de sustrato en cada uno de los
pozos Incubar 30 min a temperatura ambiente (18-25°C). en la oscundad

12 - Después de transcurndo el ttempo de incubacidon. adicionar 50 ul de sclucidn de paro,
siguiendo la misma secuencia y ttempo de la distnbucion de!l cromogeno

13 - Leer las densidades 6pticas de |la microplaca a 492/520 nm empleando un lector de
microplacas dentro de los 30 min postenores al paro de la reaccion (la microplaca deber

permanecer en la oscuridad antes de leerse)

Caliculo e interpretacidn de ios resultados

La presencia o ausencia de anticuerpos contra el VIH-1 y/o VIH-2 se determma comparando la

absorbancia promedio para cada muestra con el valor de corte calculado

1.- Calcular el promedio de absorbancia del suero control umbral (DOR4)

DOR4 = DO(B1)+DO(C1)+DO(D1)/3
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2.- Calcular el valor de corte
E!l valor de corte esta dado por la relacidn

Valor de cocte= DOR4/10 = VC

3.- Vahdacion

- El suero control negativo debe ser menor al 70% del VC

-~ El promedio del sueco contro! umbral debe ser mayor que 0.6

- La relacion DORS/DOR4 debe ser mayor cguala 1 3

4 - Interpratacidn de Ios resuitados

Las muestras con valores de absorbancias menores al valor de corte. se consideran negativas

Los resultados justo abajo del valor de corte

DO VC < 10% > DO VC
deben interpretarse con precaucién y la muestra debe ser probada por duplicado

Las muestras con valores de absorbancia igual o mayor al valor de corte se consideran

inicialmente positivas para la prueba Estas muestras deben probarse por duplicado antes de la
los vaiores de absorbancia por

interpretacién final. Si después de repetir las muestras,

duplicado son menores que el valor de corte, es decir, que los valores no son reproducibles, la

muestra se considera negativa
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Si después de correr por duplicado las muestras, la absorbancia es igual o mayor que el valor

de corte y es reproducible al resultado imcial, la muesira se considera postiva
Es necesano que las muestras se confirmen por la técrica de Western Blot.
3.5.- NEW LAV- BLOT (28)

Fundamento

La prueba se basa en el pnncipio de la prueba de ELISA indirecta en un soporte de

nitrocelulosa, conteniendo todas las proteinas que constituyen al ViH-1

Son proteinas virales inactivadas de VIH-1 separados de acuerdo a su peso molecular por

electroforesis en gel de poliacniamida en un medio de isoctacidn y reduccion;

subsecuentemente se transfiere a una hoja de membrana de nitrocelulosa
Ei procedimiento incluye los siguientes pasos

1.- Rehidratar las tiras
2.~ Incubar los controles y muestras Que se van a confirmar Si los anticuerpos anti-VIH estan

presentes, estos reconocerdn a las proteinas del virus presentes en la tira.

3.- Después de lavar, agregar el conjugado anti IgG humana unida a fosfatasa alcalina e

incubar,



4 - Después de lavar para remover el exceso de comugado, agregar la solucion reveladora

para hacer evidentes las bandas presantes en las tiras de nitroceluiosa

Componentes del equipo

- R1 18 Tiras de nitrocelulosa

- R2 Soluciton de lavado concentrada 5 veces
- R3 Suero contro! negativo humano

- R4 Suero control pos:ittvo humano
- RS Comugado (anti IgG humana obten:da en cabra unida a fosfatasa alcalina)
- R6 Solucién reveladora de color S bromo-4-—cloro-3-indohifosfato(CIP) y nitro azul de

tetrazoho (NBT) en amortiguador

Trabajos previos a la técruca
Preparar la solucion de lavado en una ditucion 1.5 con agua destilada

Procedimiento

1.- Transfenr a la charola el numero de tiras a trabajar identificAndolas por numeracién

continua
2.- Adicionar 2 mlL de solucién de lavado diluida, a cada tira de nitroceiulosa

3.- Incubar durante 5 min con agntacion lenta
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£STA TESIS MO DEBE
JAUR DE LA BIBLIBTECA

4.- Adicionar:
20 b de control negativo
20 5:L de control positivo
20 1L de muestra a estudiar, en cada tira en forma progresiva

S5 - Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente con agitacion lenta continua

6 - Drenar el contenido de los canates

7 - Lavar tres veces con 2 mL de solucidn de lavado diluida. cada lavado se realiza con un

tiempo de agitacién de 5 min

8 - Drenar toda la soluci6n de lavado Agregar 2 mlL de comjugado e incubar durante 1 hora a

temperatura ambiente en agstacion ienta

8 -tavarigualque entlospuntos 6y 7

10 - Agregar 2 ml de solucién de revelado en cada una de las tiras Incubar 5§ min a

temperatura ambiente en agitacion lenta

11.- Lavar tres veces con agua des:onizada cada una de las tiras

12 - Secar las tiras en pape! absorbente

13.- Interpretar resultados
Interpretacion de resultados
La aparicién de bandas de color azul en las tiras problema se compara individualmente con el

control positivo para determinar qué bandas aparecen de acuerdo a su peso molecular, éstas

se enlistan en la siguiente tabla:
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NOMBRE
Gp 160

Gp 1107120

p 68

p 52

Gp 41

p 40

p 34

p 24725

p 18

GENOMA
ENV

ENV

POL

POL

ENV

GAG

GAG

NATURALEZA ASPECTO DE LA BANDA
Glicoproteina. Banda clara

precursora de Gp 110/120

yGp 41
Gilicoproteina de Banca con bordes difusos
envoltura
Transcnptasa reversa Banda clara
Precursor de proteinas Doble banda
de corazén
Proteasa Banda clara
Glicoproteina Banda difusa
transmembrana!
Precursor de proteina Bandaa clara

de corazén

Endonucieasa Banda clara
Proteina de corazon. Banda clara
Proteina de corazon Algunas veces

dobie banda



interpretacion : NEW LAV-BLOT !

Es importante el uso del control positivo para la identificacién de 10s anticuerpos revelados:

INTERPRETACION PERFiL
Pasitivo 2 ENV +« GAG + POL
indeterminado 1 ENV + GAG + POL o

GAG +POL o
GAG o
POL

Negativo Ninguna banda © Bandas no clasificadas.

Valigaciéon.

EI control negativo debe aparecer libre de bandas especificas.



CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION

1.- RESULTADOS:

Este trabajo se reahzd en el INP con la finalidad de saber si la sangre que se utiliza de banco
de sangre es segura para los pacientes politransfundidos, para lo cual se seleccionaron sueros
de 70 pacientes hemofilicos en e! afio de 1993 y se les realizéd anualmente dicho estudio

durante el periodo de 1993 a 1996. con la finalidad de corroborar que la sangre efectivamente

es segura, mediante dos técnicas de ELISA
1 - ELISA RAPID ELAVIA

2.- ELISA GENELAVIA MIXT

Se definid que una Mmuestra sérica era reactiva bajo los siguientes criterios:

1.- Valor de la muestra por encima de! valor de corte.
2.- Valor de la muestra igual al valor de corte.

3.-Las muestras menores cercanas de! valor de corte (10%) se reevaluaron.



Cuando alguna de las muestras cumplid con cualesquiera de los critenos anteriores se

procedié a realizar la técnica de Electroinmunotransferencia (VWestem Blot) para confirmar el
hallazgo.

Es pertinente hacer la aclaracion que mas deal 50 % oe ios pacientes que ingresaron al estudio

tenian transfusiones previas a 1987

En una sola muestra se presentd la reactividad en ambas técnicas de tamizaje
En ia tabla No 1 se puede observar la reactivigdad encontrada en cada una de las técnicas

A esta muestra posiiva se le reaiizé Western Blot obteniendo el siguiente resuitado

Tabla No. 2

Posteriormente se realiza el seguimiento de los pacientes cada afo obteniendose los

siguientes resultados que aparecen en las tablas 3.4y 5

E! paciente que da positiva la prueba de Westem Biot, es el mismo por lo cual no se le realiza

en forma subsecuente dicha determinacion. La edad do este paciente as de 14 afos y recaibid

transfusiones previas al afto de 1987.
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TABLA No 1

INCIDENCIA EN EL ANO

PRUEBA NEGATIVAS POSITIVAS
No % No ‘e
RAPID ELAVIA 69 98 57 1 P43
GENELAVIA MIXT 69 98 57 1 143
TABLA No 2
RESULTADO DE LA PRUEBA CONFIRMATORIA
No de muestras Interpretacion Pertil

POSITIVA

TODAS LLAS BANDAS




TABLA No 3

INCIDENCIAENELARO 1994
TECNICA NEGATIVOS POSITIVO
No e No %
RAPID ELAVIA 69 98 57 1 143
GENELAVIA MIXT 69 98 57 1 143
TABLA No ¢
INCIDENCIAENELANO 1995
TECNICA NEGATIVOS POSITIVOS
No %% No %
RAPID ELAVIA 69 98 57 1 1.43
GENELAVIA MIXT 69 o8 57 1 143




TABLA No. §

INCIDENCIA ENEL ANO 1996

TECNICA NEGATIVOS POSITIVOS
No %o No %
RAPID ELAVIA 09 98 57 1 143
GENELAVIA MIXT 69 08 87 H 143
TABLA No 6
Comparacion de incidencia de VIH en pacientes hemofilicos
LUGAR INCIDENCIA
Yugosiavia i 50%
Italia 22%
EELU 50%
Suecia 15%
Isracl 309%
Meéxico (CMN Siglo XXI) 53%
Mexico (INP) 1.43%

Referencia (35).




2.- PISCUSION DE RESULTADOS.

De acuerdo a Ios resultados obtaenideos, se puede apraciar que no existe dilerencia entre las
dos técnicas utilizadas. como se rmuesira en l1a tabla No 1 Asi mnismo @sto se puede confirmar

con ta realizacion dal Western Biot (Tabla No 2)

Se puede abservar que con pruebas de tamzaje para detectar anticuarpos contra el ViH. se
fogra determinar con cereza a los positivos vaerdaderos. an una poblacidn de alto riesga comao
son los pacientas hemofilicos, ademas éstas cosrelacionaron rmuy Dren con raspecto a la

prueba confirmatona

LoOs resultados obterdas durante el seguimientc anual de los pacientes (1993-1995) ros
indican que wuna buena seleccidn de donadores es importante para ewvitar infecciones
postransfusionales, detido a que eslos pacentes fueron transfundidos cor componentesg

sanguinecs obtenidas dei banco de sangre det INP

En o} presente estudio se obtuvo una mncidenca para ViH de 1 43% lo cuol demueastra que es

muy baja camparada con la reporada en 1a literatura comao se muestra en latabla No 6



2.- DISCUSION DE RESULTADOS.

De acuerdo a los resultados obtanidos, se puede apreciar que no existe diferencia entre las

dos técnicas utilizadas, como se muestra en la tabla No.1 Asi mismo esto se puede confirmar

con la realizacidn del Westarn Blot (Tabla No 2)

Se puede observar que con pruebas de tamizaje para detectar anticuerpos contra el VIH, se
logra determinar con certeza a los positivos verdaderos, en una poblacién de alto nesgo como

son los pacientes hemofilicos, ademas éstas cofrelacionaron muy bien con respecto a la

prueba confirmatona

Los resultados obterndos durante el seguimiento anual de los pacientes (1993-1896). nos

indican que una buena seleccidn de donadores es importante para evitar infecciones
postransfusionales, debido a que estos pacientes fueron transfundidos con componentes

sanguineos obtenidos del banco de sangre del INP

En el presente estudio se obtuvo una incidencia para ViH de 1 43% lo cual demuestra que es

muy baja comparada con |a reportada en la literatura como se muestra en la.tabla No.6



CONCLUSIONES

1.- Se puede considerar la confiabililad y reproducibilidad de tas dos técnicas empleadas (RAPID

ELAVIA y GENELAVIA MIXT), asi como de ja prueba confirmatona de Western Blot

2 - Es importante considerar que mas del 50% de la poblacidn ncluida en este trabajo tenia
transfusiones previas a 1987 y se esperaba que 1a frecuencia de VIH fuera un poco mas alta,

por o que se considera un estudio con resultados satisfactonos

3. - Se puede sugenr que la terapia transfusional de donacién famshar puede seguir siendo la

alternativa a pesar de no ser la ideat

4 - La terapia sustitutiva en los pacientes hemaofilicos sigue siendo el uso de cnoprecipitados y el
plasma fresco. los cuales tienen la desventaja de un bajo costo y una disponibihidac facH y

rapida, su desventaja es el alto nesgo de l1a tranmisidn de infecciones postransfusionales

5.- Debido a las condiciones socioceconbémicas de 10s pacientes, Nno podemos considerar como

altermativa el uso de factores Vil y IX hofihzados. debido a su aito costo, aunque pueden reducir

las probabilidades, de infecciones postransfusionales



6.- Con los resultados obtenido durante el seguimiento de los pacientes bemofilicos en e!
periodo de 1993 e 1996, podemos considerar que efectivamente es segura la sangre que se

obtiene en el banco de sangre del INP, debido a que se trabaja bajo los criterios de la norma

oficial establecida
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