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I. RESUMEN

El Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida {SIDA) es una manifestacidn tardia de la
infeccién por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH} que afecta a muchos paises, por ello
se considera un problema mundial de salud publica.

Existen dos tipos, uno es el VIH-1 presente en casi todo el mundo y el VIH-2 predominante en
el oeste de Africa.

Las principales vias de transmision del VIH-1 son: sexual, sanguinea y perinatal. Hasta el
momento se cuenta con diversos métodos que identifican directa e indirectamente al virus. La
importancia de los métodos en relacién con la transmisién del virus por transfusién, se debe a
que éstos contribuyen a garantizar que el producto a transfundir no estd infectado con el VIH-1,
es decir, descartar los productos no idéneos, considerados como fuente infectante.

Luego entonces es conveniente, tener los métodos que reduzcan el periodo de ventana,
minimizando asi el riesgo por transmisién sanguinea.

El estudio se realizd en una poblacién de 350 muestras, 87 de ellas son consideradas de alto
riesgo de acuerdo a la respuesta en el cuestionario de autoexclusién. Cada muestra se analizé
con ambos métodos (VIDAS HIV DUO y ABBOTT VIH-1/ViIH-2 EIA Plus) y como pruebas
confirmatorias la determinacién de antigeno p24 por neutralizacién y Western-Blot.

Se obtuvo una muestra positiva por ambos métodos; 2 falsos positivos con Abbott VIH-1/VIH-2
EIA Plus; 1 falso positivo con VIDAS HIV DUO. Al realizar el analisis estadistico de resultados
con X nos indica que si existe diferencia significativa entre ambos métodos, el resultado
depende del método de diagndstico utilizado.




il. MARCO TEORICO

II. T HISTORIA

A principios de la década de los 80's se notifican los primeros casos de lo que actualmente
se llama Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), considerade como una
manifestacién tardia de la infeccidn por el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH).

En 1981 el Dr. Michael S, Gottlieb de la Facultad de Medicina de la Universidad de California
y el Dr. F. Siegal del centro médico Monte Sinai, en la ciudad de los Angeles California, detectan
en cinco jovenes homosexuales neumonia por Pneumocystis carinii, posteriormente se reportan
casos de sarcoma de kaposi debido al virus del herpes tipo 8 ademas de neumonia,en hombres
homosexuales de Nueva York y California, se observé una disminucién de células T4, de ahi que
se presentaran infecciones oportunistas. Para ésta época se creia que afectaba exclusivamente a
personas con preferencia homosexual.

En 1983 se sabfa que era capaz de transmitirse por via sanguinea y los casos de recién nacidos
infectados, confirman que también se daba por via perinatal. El Dr. R. Gallo de Estados Unidos
denomina al agente causal como virus humane de células T Il (HTLV 11l) o Virus Linfotrépico
humano y el Dr. Montagnier en el Instituto Pasteur de Francia lo denomina virus asociado a
linfadenopatia (LAV), el anilisis se realizé en células provenientes de un nédulo linfatico
inflamado de un homosexual, observaron que crecfa en células T4 pero no en células T8. Por
otra parte el grupo de J. Levy en California le llama ARV. Se cbserva que también se transmitia
mediante relaciones heterosexuales (1,3).

Su origen se ha propuesto en la década de los 50's por el andlisis de muestras congeladas
provenientes de Zaire, aunque oficialmente los primeros casos se reportan en 1981.

En 1985, se comienza a utilizar las pruebas serolégicas de deteccion de anticuerpos en los
Bancos de Sangre de Estados Unidos.

En 1986, el Comité Internacional para la Taxonomia de los virus propone que se unifique el
nombre, denominandolo VIH-1 en espaiiol y HIV-1 para el resto de los pafses.

Ese mismo afio se analizan muestran provenientes de Guinea-Bissau en el Oeste de Africa con
cuadro clinicos sugestivos de SIDA, por medio del estudio de sondas de DNA se determina la
presencia de un virus similar al VIH-1, que inicialmente se le denomind LAV2, SBL6669 y HTLV
IV, pero al ser genéticamente diferentes, finalmente por acuerdo se le nombra ViH-2.

En México, en 1982 se detecta el primer caso de SIDA en un varén de 27 afios que ingreso al
Hospital de Cardiologia y Neumologia del Centro Médico Nacional.

En 1983, se identifican 4 casos probables de SIDA en el Hospital de Nutricién.

En 1986, se formd el Comité Nacional de Prevencidn del SIDA(CONASIDA). En mayo del mismo afio
se hace obligatoria la deteccién serolégica del VIH. Se publica en el diario oficial la Norma oficial
que establece la obligatoriedad de realizarse las pruebas de deteccién, en todos los bancos de sangre.
En 1987, se prohibe la comercializacién de sangre, se fomenta el altruismo, se reportan los
primeros cinco casos de VIH, en donadores remunerados, se sabe que los hombres se dedican
profesionalmente a la donacién en mayor nimero. Para éste afio en México ya se habian
detectado 487 casos (3, 9-11).

Entre 1987 y 1993, se establecen los centros estatales de transfusidn sanguinea.




Ii. 2 AGENTE ETIOLOGICO

El Virus de Inmunodeficiencia Adquirida (VIH), pertenece a la familia Retroviridae, género
Lentivirus. Los retrovirus necesitan replicarse necesariamente dentro de una célula, tienen como
caracteristica revertir el ciclo de informacién genética que va del ADN al ARN con ayuda de la
enzima transcriptasa reversa que estd presente en el nicleo, sintetiza ADN empleando ARN viral
como molde. Los Retrovirus se clasifican de acuerdo al tipo de transmision, rango de hospederos
o su morfologia; la mas utilizada es por sus propiedades bioldgicas y patogénicas, existen tres
géneros: Oncovirus, Lentivirus, Espumavirus.

Oncovirus (HTLWVI y HTLVIl) producen tumores malignos; Lentivirus (VIH-1 y VIH-2) son
asociados a desordenes degenerativos e inflamatorios progresivos; Espumavirus no estd
relacionado con efecto patégeno en el humano {5, 6).

El virus puede estar dentro de la célula {Provirus) o en forma libre (particula viral o virién). Fuera
de la célula tiene un tiempo de vida media muy corta, unos minutos, es sensible a detergentes
comunes y a los desinfectantes, se destruye por calor a 65°C/30 min. Dentro de la célula tiene
un tiempo de vida media muy largo, es mas infectante, aumenta su capacidad mutagénica (3).

il. 7 VIAS DE TRANSMISION

Se establece que son tres las principales vias de transmision: sexual, sanguinea y perinatal.
De acuerdo a estudios epidemiolégicos se observa que los liquidos biolégicos como el semen,
secrecion cervicovaginal, leche materna, sangre y componentes sanguineos son los
predominantes como fuentes infectantes del VIH pero no exclusivos, debido a que existen otras
vias de menor frecuencia.
En el caso de la via sexual aumenta el riesgo de adquirir |a infeccién si estdn presentes otras
enfermedades de transmision sexual con procesos inflamatorios y ulcerativos.
La via perinatal, puede ocurrir mediante el cruce a través de la placenta del virus, durante el
parto o durante la lactancia(6-8).
La transmision estd determinada por diversos factores, como indculo, via de transmisién,
factores celulares de parte del huésped y caracteristicas de la cepa viral, que regulan el progreso
del desorden; por ejemplo unas personas pueden infectarse con sélo tener una relacién sexual
y otras no, es mds eficiente la transmisién de hombre a mujer que de mujer a hombre; depende
también del estadio en el ciclo menstrual, etc.

il. 4 EPIDEMIOLOGIA

El VIH-1 estd presente a nivel mundial y el VIH-2 es dominante en el occidente africano. En
México los hombres se contagian por via sexuai(homo o heterosexual) y en menor medida por
transfusion sanguinea; en mujeres en un inicié fue por via sanguinea hoy en dia es mediante
relaciones heterosexuales predominantemente; en menores de 15 afios inicialmente se dio por
via sanguinea, actualmente por via perinatal y en menor medida por via sexual.




Hasta 1999, del total de casos notificados el 79.7% la transmision fue por via sexual; 1.0% por
via sanguinea, de éste porcentaje 0.1 % corresponde a donadores, éste dato no es homogéneo
en las diferentes zonas del pais; 1.4% por via perinatal.

La transmisién por via sanguinea, se dio en gran medida porque inicialmente una tercera parte
de la sangre era obtenida de donadores remunerados, ademés de que no existia una norma o
reglamento respecto a los bancos de sangre. Se desconoce el nimero de personas infectadas,
tanto en donadores y receptores pero se estima que 13% del total de casos a nivel nacional se
dieron por via sanguinea (9-11).

Si bien es cierto que ha disminuido la transmisién mediante transiusiones, el riesgo aunque
pequefio existe, estrechamente relacionado con el periodo de ventana, en el cual adn no se
producen anticuerpos aunado a que los métodos de tamizaje en donadores solo identifican
anticuerpos.

Il. 7 BIOLOGIA MOLECULAR

El VIH tiene como génoma al acido ribonucleicolARN), que es capaz de integrarse al acido
desoxirribonucleicolADN} de la célula huésped. Miden de 80 a 120 nm, constituido por un
nicleo, una capside icosaédrica y una envoltura externa (Fig. 1).

La cubierta esta constituida por una membrana lipidica que contiene asociadas, proteinas del
complejo mayor de histocompatibilidad clase | y clase Il del huésped, adicionada de
aproximadamente 72 glicoproteinas en forma de tachuelas, conformadas por gp120 v gp41 que
atraviesan la membrana {VIH-1); las glicoproteinas gp140 y gp36 en el caso del VIH-2. Una
segunda envoltura constituida por la proteina p17 que probablemente estabiliza los componentes
exteriores e interiores del virion. La nucleocapside esta constituida por |a proteina p24, ARN vy las
proteinas p9 y p7; p7 esta directamente unido por enlaces de zinc al ARN, dos copias idénticas de
ARN que es de cadena sencilla y de polaridad positiva, tiene una longitud de 7-10 kb,
tedricamente funcionaria como un ARNm para sintesis de proteinas , pueden estar asociadas varias
enzimas preformadas como la transcriptasa reversa, RNAsaH, integrasa y proteasa (5-7).

gp120
Transcriptasa
gpal Reversa
p7
Bicapa Dos cadenas de
Lipidica ARN

Proteinas .
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El génoma cuenta con tres genes estructurales que determinan los componentes de la particula
viral: env, determinan proteinas de superficie (gp120 y gp41); gag, codifica proteinas
correspondientes al ndcleo incluyendo p24 y p17; pol, codifica para trancriptasa reversa.
Ademas de tat, rev, vif, vpu, vpr y nef que son genes accesorios (Fig. 2). Todos limitados en
ambos flancos por una secuencia llamada Long Terminal Repeat (LTR, Repetidos Terminales
Largos) encargado de regular la expresion del resto de los genes asi como la integracion de los
cromosomas, promueve e incrementa el proceso de Transcripcién (3-6, 8),

El gen env incrementa el ndmero de mutaciones por accién de la transcripatasa reversa,
particularmente en la regién variable 3 (V3) descubierta en 1987 en la proteina gp120 conocido
como dominio principal, los anticuerpos dirigidos contra esta region tienen actividad neutralizante
esto explica la poca efectividad que tiene el sistema inmune, asi como su influencia en el
desarrollo de una vacuna. El gen tat regula la transcripcién del ARNm y transcripcion de proteinas;
rev mantiene un equilibrio entre las diferentes formas del ARN, otros consideran que determina la
ampliacién de la replicacién viral. Ambos activan la replicacién durante la transcripcién v
después, tat interactOa directamente en la region rica en cisteina facilitando la localizacién de
sefales nucleares; vif,vpr y vpu son vitales para la infectividad; nef, induce la endocitosis, reduce
la expresidn de CD4 en la superficie celular; vpu, Gnicamente en el VIH1 disminuye la expresién
de CD4 por anulacion de la degradacidn de complejos intracelulares en el reticulo endopldsmico
y al parecer participa en la maduracién y liberacién de los virus; vif, parece influenciar la sintesis
de ADN en la célula huésped, se cree que no estd en el virién intacto (4, 8).

nef

U3RU5 gag vif vpu env

5'LTR //////////// pol ///////////////// |
////////////////////////////// —tat —|;

[

3’'LTR

vpr [[|¢—rev—>

Fig.2 Genes del virus de inmunodefiencia humana-1(VIH-1).

La enzima integrasa, es necesaria para la unién covalente entre el virus y el ADN celular para
formar al provirus, inserta el ADN proviral en el nicleo de la célula huésped. La ribonucleasa
H se encarga de degradar una cadena original de ARN para formar la segunda cadena de ADN
con ayuda de la enzima Transcriptasa reversa.

El ViH-2, tiene mayor similitud con el virus de inmunodeficiencia en simios (VIS) que con el
VIH-1, tienen afinidad por el receptor CD4, hay menor muerte celular, menor formacidén de
sincicios celulares, menor replicacién, la organizacién gendmica es similar al VIH-1 excepto
vpx, p27 (proteina del core). El gen gag y pol se conservan de ahi que se presenten reacciones
cruzadas en algunos ensayos seroldgicos. Tiene afinidad por el receptor CD4, también se fusiona
con la célula huésped, V3 es la regién dominante de neutralizacién. El gen vpx, no interviene
en la replicacién, facilita la infeccién en linfocitos y monocitos; nef probablemente incrementa




la replicacién en el VIH-2; vpr, facilita la infeccién en macréfagos; vif involucrado en la
infectividad en algunas células; tat, estimula la produccién virat y es esencial para la replicacién;
rev, se acumula en el nicleo(6, 7).

La relacién entre el VIH-1 y VIH-2 en nivel mutagénico y genético son importantes en el
desarrollo de ensayos de diagnéstico, considerando la epidemiologia y la historia
natural.

Il. 6§ REPLICACION VIRAL

El primer paso se produce cuando las particulas virales contenidas en la sangre, semen
leche materna, o bien otra fuente infectante entra en contacto con la célula huésped, mediante
la unién de la gp120 con el receptor CD4, provocando cambios conformacionales, en tanto que
la gp41 interactda para fijar el virus con la célula. La distribucién de los receptares CD4 explica
el tropismo del virus, la constante de asociacidn es de aproximadamente 4 x 10 M, esto explica
la alta afinidad de la proteina gp120. Los linfocitos tienen mayor cantidad de éste marcador, por
lo tanto, tienen mayor probabilidad de infectarse. Al comienzo del estudio del SIDA se pensaba
que solo afectaba a ésta poblacién celular, hoy en dia se sabe que también afecta a otras
poblaciones celulares que tienen ese receptor como macréfagos, diversas células del sistema
hematopoyético, de las mucosas del intestino, endometrio, cerebro, piel, pulmén, epitelio anal
y vaginal entre otras. 5i bien el receptor CD4 es el principal también se han identificado otros
como es el CXCR4, CCR2, CCR5. La ausencia del receptor CCR5 estd asociado con una
disminucién de susceptibilidad al VIH, una delecién en éste receptor puede provocar una
resistencia natural en algunas personas(12).

La entrada del virus es por fusién, dependiente del pH, pierde su envoltura y entra su genoma
al citoplasma de 1a célula huésped, el ARN se transcribe con ayuda de la transcriptasa reversa a
ADN de doble cadena. La integrasa viral ayuda a que éste ADN se integre al genoma al entrar
al nicleo de la célula huésped (Provirus) y en cada extremo de la estructura de los genes estan
limitados por RTL. Se ha propuesto que existe un complejo de preintegracion, constituido por
proteinas asociadas con dcidos nucleicos virales , localizades en el niicleo. El complejo tiene
todas las funciones necesarias para producir viriones, se cree que ayuda a mantener una
estabilidad y disminuye la susceptibilidad a las nucleasas.

Después ocurre una transcripcién mediada por tat y rev donde se producen ARNm virales de
aproximadamente 2.0 kb, que dard lugar a la sintesis de proteinas virales. La transcripcidn
estd regulada por RTL. Los productos de los genes gag y pol forman proteinas del core
necesarias para que ocurra el ensamble; el gen env contribuye para formar proteinas de
envoltura y asi se inicie el proceso de maduracidn en el cual salen viriones capaces de
infectar otras células (Fig. 3).
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Fig. 3 Ciclo de replicacion del virus de inmunodeficiencia humana-1(VIH-1).

La replicacion se puede mantener activa hasta 24 horas, la sintesis de DNA es completada en 4
horas después de la infeccion, aproximadamente 1 nucle6tidofseg in-vivo, in-vitro 3
nucleotidos/seg (5,6,8}.

Los factores reguladores del huésped en la replicacidn viral son diversos, estédn influenciados por
una gran variedad de citocinas, proteinas de choque, intermediarios de oxigeno reactivo,
infecciones microbianas recurrentes, moléculas de superficie celular {activacién de células T),
diferenciacion y activacién celular y otras moleculas inmunoreguladoras. Los virus se replican
en diversos tejidos, incluyendo sistema linfoide que son lugares de continua replicacion, existen
células donde se alberga el VIH de forma latente como es el caso del macréfago, que
probablemente tengan la funcién de reservorio del virus, especialmente en cerebro y pulmén.
Diversos estudios demuestran que el ™NFwx estd en plasma y Liquido cefaloraquideo, que da fuerza
y mantiene la replicacién viral en monocitos y macréfagos. Las interleucinas IL1, ILB, IL6 intervienen
en la transcripcion del ciclo viral, también participan las interleucinas IL4, IL10, IL13 (&).

il. 7 MECANISMOS INMUNOPATOGENICOS

La infeccién por el VIH afecta predominantemente al sistema inmune, la caracteristica
principal es ta deplecion de células TCD4, revierte la relacién CD4: CD8, se debe sobre todo al
tropismo del VIH por las células que tienen ese receptor. Intervienen ademas diversos factores
como son: respuesta inmune especifica contra el virus ViH por linfocitos T-citotéxicos, células
natural killer, mecanismos autoinmunes, senales celulares inadecuadas, perturbacién mediada
por un superantigeno, células B, etc.

Los superantigenos estimulan al linfocito T, por la unién a la region variable B del receptor del
linfocito T, haciendo més susceptible a la célula para infectarse con el VIH y promoviendo el
efecto citopético. Son considerados como tales al citomegalovirus, tuberculosis.




Otras células susceptibles de infeccién incluyen monocitos, macrofagos, células de la
microglia, células de langerhans, células dendriticas foliculares, epitelio del ano y vagina,
pulmén, mucosa del colon, etc. El efecto es diferente en cada tipo celular.

Pulmén Cerebro Sistema Linfatico

Fig. 4 Mecanismos inmunopatogénicos del virus de inmunodeficiencia humana-1 (VIH-1) en pulmén, cerebro y sislema linfitico, que demuestra
el papel de los macrofagos.

Los macréfagos y monocitos actian como reservorios y pueden contribuir a la patogénesis. Los
macrofagos son relativamente resistentes a los efectos citopaticos del VIH, aungue sus funciones
suelen estar deterioradas (Fig. 4).

El antigeno de linfocitos humanos (HLA) y 82 microglobulina estan presentes en la particula

viral, probablemente adquiridas durante la fusion a la célula huésped, cabe la posibilidad de

que envia sefales inapropiadas a células T activandola, evento necesario para que ocurra la

apoptosis (5,6).

B2 microglobulina se encuentra en todas las células nucleadas y sirve como cadena principal

del Complejo Mayor de Histocompatibilidad, se elevan sus niveles cuando se afectan éstas

células o mueren,

En resumen los efectos citotdxicos son:

1} Muerte celular simple. La unién de gp120 y el receptor CD4 provoca una disrupcion de la
integridad de la membrana, provocando lisis celular. La acumulacion de DNA viral no
integrado contribuye al dafio celular, Hevando a la muerte a la célula huésped.

2} Formacién de sincitios, se presenta una interaccién de células infectadas con células que
también tienen el receptor CD4, formando células gigantes multinucleadas, mecanismo
por el cual se eliminan muchas células CD4 no infectadas, se ha cbservado en necropsias,
particularmente en el cerebro.




3) Supresion y modulacién de la funcién inmune por interaccién del virus con la célula
huésped. Se piensa que los epitopos presentes en la molécula CD4 son enmascarados por
la glicoproteina gp120, in-vivo puede existir el complejo con el anticuerpo antigp120,
provocando sefiales inapropiadas celulares.

La apoptosis es un mecanisme normal de destruccién celular programada, para eliminar ciertas
clases células que de otra manera serfan dafiinas para el organismo. Para los linfocitos, una
primera sefial puede ser generada cuando se unen con una molécula externa, un antigeno
especifico o un complejo antigeno-anticuerpo. La desventaja en la infeccién por el VIH es que
aon cuando no estd infectada la célula la conduce a apoptosis, tanto células CO4 y CD8 que
conduce a una deplecidn de éstas lineas celulares(5).
La respuesta inmune humoral y celular estin implicadas en el proceso de infeccién. La
produccion de anticuerpos neutralizantes, anticuerpos dependientes de la citotoxicidad celular,
células natural killer y respuesta del linfocito Tcitotéxico, sirven como control en etapas
tempranas, pero en etapas avanzadas contribuyen a la eliminacién de células infectadas o
células que tienen ligadas proteinas del VIH (TCD4, células dendriticas foliculares, monocitos,
macrofagos y otras), deteriorando el sistema inmune. AGn no esta claro si hay activacion cronica,
pero si se ha observado hiperactividad de células B, monocitos y macrdfagos. Las células
inmunocompetentes mantienen un estado activado que conduce a la apoptosis celular.
El sistema inmune inicialmente suprime las variantes del VIH, manteniendo una fase
asintomatica, pero el efecto sobre la evolucién clinica es probablemente minimo va que los
anticuerpos son especificos para una cepa, al ocurrir miltiples mutaciones el sistema inmune
no tiene tiempo de atacar al VIH, causando una deplecién en células CD4, una emergente
virulencia conduce a una segunda pérdida, durante éste periodo el tejido tinfoide es el mayor
reservorio. En los nédulos linfoides periféricas, hay una activa replicacién viral en células
foliculares dendriticas (Hass y colbs. dice que ocurre en la superficie y espacios extracelulares),
células TCD4 y macrdfagos, asociado a una proliferacién de células T y B, causando hiperplasia,
de ahi emigran a través de foliculos linfoides y a sangre periférica. Al transcurrir el tiempo la
carga viral se incrementa en los tejidos linfoides {bazo, nédulos linfoides periféricos, células de
peyers, lamina propia e interepitelial), los érganos manifiestan una fibrosis difusa con dao total
de la estructura normal, caracteristica de los nddulos linfoides(7,8).

Il. 8 MANIFESTACIONES CLINICAS

Cuando ocurre el primer contacto del VIH con el organismo se puede presentar un cuadro
semejante a una gripe, el perfodo de incubacién puede abarcar de 6 dias a 6 semanas, en el
cual el individuo ain no produce anticuerpos denominado periodo de ventana. Este sindrome
se caracteriza por fiebre, cefalea, dolor de garganta con faringitis, linfadenopatia generalizada
y erupcién culdnea. El virus se replica abundantemente, es posible identificarlo en cultivo
celular y se identifica al antigeno p24. El periodo de ventana se caracteriza principalmente
porque aln no se producen anticuerpos, que son detectados con los métodos autorizados en
nuestro pais.

Después comienza un periodo asintomitico que dura de meses hasta 10 anos, progresa el
nimero de células T CD4, macréfagos y células dendriticas infectadas, es posible que aparezca




una linfadenopatia generalizada, artralgia, mialgia, alteraciones inflamatorias de la piel, diarrea,
pérdida de peso, sudoracién nocturna, fiebre, disminucién de células CD4, transaminasas
elevadas y que se le denomina Complejo Relacionado al SIDA o bien el paciente experimenta
buena salud, aunque en algunos los sintomas progresan de tal forma, que el desenlace es fatal
(Fig. 5). El progreso del sindrome estd influenciado por el indculo, tropismo, virulencia y tipo de
cepa, induccién de sincitios (11).

Durante éste periodo la replicacién es alta, dindmica y continua, ocurre una deplecién de
células CD4 que deteriora el sistema inmune, favoreciendo la presencia de infecciones
oportunistas y otros desordenes. Diversas investigaciones sugieren que durante estd fase la
medicién de la carga viral es un factor de prondstico del avance del sindrome.

CONCENTRACION RELATIVA

VIH-DNA (PCR)

INFECCION
b

Fig. 5 Evelucitn de la infeccién por el VIF-1 y marcadores seroldgicos.

En una revisién de casos de SIDA, los sintomas iniciales mds comunes son: fiebre y sudoracién
nocturnas, mialgia, que puede estar asociado con un incremento de la enzima creatin-cinasa,
artralgia, letargia, persisten por meses hasta aparecer otras manifestaciones clinicas. El
diagnéstico se hace basdndonos en diversos pruebas de laboratorio, presencia de infecciones
oportunistas, neoplasias, caquexia (sindrome de desgaste}, degeneracion del SNC (ver tabla 1).
La linfadenopatia axilar, occipital, cervical estin involucrados persisten a partir de la segunda
semana, de forma paralela con una linfocitosis, también se ha observado esplenomegalia, La
evidencia dermatoldgica es una dermatitis eritematosa sin comezén, maculopapular, simétrica
de 5-10 mm de didmetro, afecta tronco, mejillas, aunque también afecta en algunos casos las
extremidades, incluyendo palmas y plantas de los pies o ser generalizado, descamacion de
plantas y palmas, alopecia, y eritema multiforme, ocurren después de los dos meses de la
infeccidn (6,8,12).

Ulceraciones mucocutineas, se presentan en boca, vagina, ano, pene, eséfago, redondas u
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ovales, delimitadas. Bartelsman, ha observado una descamacion parcial del eséfago del epitelio
escamoso con infiltracion de granulocitos.

Los altos niveles de B2-microglobulina, neopterina en liquido cefalorraquideo sugiere que el
Sistema Nervioso Central también estd dafiado en ausencia de otros sintormas o signos, €stos son
considerados como marcadores indirectos que no han probado tener valor diagnéstico. Los
sintomas mas comunes son dolor de cabeza, dolor retroorbital, exacerbado por el movimiento
del ojo y fotofobia. La depresion, cambios de humor, irritabilidad manifiesta un dafio cognitivo,
persisten por meses.

En el sistema gastrointestinal, se presenta edema faringeo, nausea, vémito, y diarrea, candidiasis

oral; sistema respiratorio, neumonia por Pneumocystis carinii, asociado con una deplecion de
células CD4 (1, 5).

Tabla 1. Manifestaciones clinicas asociados con el VIH.

General: Fiebre, faringitis, linfadenopatia, artralgia, mialgia, letargia, anorexia, pérdida de peso.

Neurolégicos: Dolor de cabeza, retroorbital, meningoencefalitis, neuropatia periférica,

radiculopatia, neuritis braquial, sindrome de Guillian-Barré, dafo cognositivo.

Dermatolégico: Dermatitis eritematoso, maculopapular, dermatitis semejante a la roseola

infantil, urticaria difusa, descamacion, alopecia, ulceracién mucocutanea.

Gastrointestinal: Candidiasis oral y orofaringea, ndusea, vémito y diarrea.

Respiratorio: Tos, faringitis.

Neoplasias: Sarcoma de kaposi, linfoma, carcinoma oral y anorectal, otros tumores.

Infecciones oportunistas: P. carinii, Toxoplasmosis, Isosporiasis, Criptosporidiasis,

Estrongiloidiosis, Leishmaniasis, infecciones por hongos como la C. albicans, meningitis por

Criptococeus neoformans, infecciones por Mycobacterium avium-intracellulare, M. kansasii

M. tuberculosis; citomegalovirus, Herpes simple, virus de Epstein Barr, Salmonelosis, Shigelosis.
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IL. 9 MEFODOS DE DIAGNOSTICO

En 1984, se descubrieron los primeros ensayos de utilidad para el diagnéstico del VIH-1, los

ensayos detectan directa o indirectamente la presencia de la infeccién por VIH-1. Los primeros
detectan al virus en cultivos de tejido, desafortunadamente son impracticos y tienen poca
sensibilidad el riesgo de resultados positivos por contaminacién existe. Después tos métodos se
encaminan a detectar anticuerpos que produce el huésped. 1990, se identifican con el método
de ELISA, anticuerpos contra VIH-1 y VIH-2 de forma simulidnea, aunque el método es incapaz
de distinguir entre uno y otro. )
Los métodos mds comunes que se realizan son: Ensayos inmunoenzimaticos (EIA) y Western-
Blot(WB), que no requieren un trabajo directo con el virus, son seguros, limitados por la
produccién de anticuerpos y ausencia de reacciones cruzadas con anticuerpo. Los métodos
pueden clasificarse en los siguientes grupos: 1) Técnicas de cultivo viral; 2) Deteccion de
anticuerpos; 3) Deteccién de Antigenos; 4) Deteccion del génoma viral; 5) Ensayos que evaldan
la Respuesta Inmunoldgica. Seis afios después se desarrollan métodos que detectan productos
de la proteina viral y amplificacién de fragmentos de ARN y ADN, cuando existe duda atin con
los métodos anteriores se realiza el cultivo viral(8, 12).

TECNICAS DE CULTIYO

El cultivo en células mononucieares de sangre periférica, es positivo cuando se detecta 1a
enzima transcriptasa reversa o presencia del antigeno p24, son positivos de un 95-99% cuando
verdaderamente estd infectado el paciente; o bien se realiza cuantitativamente, por medio de
diluciones.

Otra forma de evaluar los cultivos es por inmunofjuorescencia o por identificacion del efecto
citopatico.

ENSAYOS OUE DETECTAN ANTICUERPOS

Los primeros anticuerpos que se detectan son IgM dentro de las dos semanas de ocurrida la
infeccion, IgG se detecta de 2-6 semanas después de alcanzar un pico o nivel miximo que
declina a los tres meses aproximadamente. IgM esta dirigido contra proteinas del gen gag, env,
pero los métodos carecen de especificidad y reproducibilidad. Durante la fase temprana se
pueden detectar anticuerpos contra las proteinas: p55, p24, p8, p66, p51, gp120, gp160 y gp41.

Dentro de las pruebas de tamizaje de deteccidn de anticuerpos tenemos el método de ELISA. El
método fue desarrollado por dos equipos de trabajo casi al mismo tiempo en 1971(Engvall y
Perlmann en Suecia y et de Van Weemen y Shuur en Holanda). Existen los siguientes tipos de
ELISA: Competitivo, Captura de antigeno, Sandwich, Indirecto, entre otros (5,8, 12).

Entre 1983 y 1984 se determina la utilidad en la deteccién de anticuerpos contra el VIH. En
1985, es aplicado el método de ELISA para el diagnéstico del VIH-1. Inicialmente los ensayos
Ilamados de primera generacidn utilizaban lisados virales; los de segunda generacién antigenos
recombinantes; tercera generacién, utilizan péptidos sintéticos; cuarta generacién, emplean
péptidos sintéticos y antigenos recombinantes y algunos tienen la capacidad de detectar en
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forma simultanea al antigeno p24 y al anticuerpo(14-16).

La variabilidad del VIH-1 representa un reto para ensayos de cuarta generacion que detectan al
antigeno. Tersmeltte y colbs. reportan la poca eficacia del uso de anticuerpos monoclonales para
detectar al antigeno p24, de ciertos subtipos, por ejemplo, el subtipc O. Sin embargo, de
acuerdo a evaluaciones del método VIDAS HIV DUO y HIV Combi, detectan a éste subtipo aln
en altas diluciones. Particularmente no se observan reacciones cruzadas que ocurren en el
embarazo, infeccién primaria por citomegalovirus, virus de Epstein-Barr, no se incrementan los
resultados falsos positivos, respecto a los que ocurren en los métodos de tercera generacion. Los
beneficios estan en funcion de la seroprevalencia y tiempo de seroconversion, para decidir el
empleo de éstos métodos (15, 16).

ELISA, el uso de éste método es analizado entre 1983 y 1984, es aplicado extensamente en
1985, utiliza proteinas provenientes de cultivo de tejido o a través de tecnologia recombinante,
los antigenos solubles son colocados en el soporte adecuado, al afadir el suero si esta presente
el anticuerpo se forma el complejo antigeno-anticuerpo, el complejo es detectado con un anti-
anticuerpo humanc marcade con una enzima, al ahadir un sustrato se produce color, la
intensidad de color desarrollado es directamente proporcional a la cantidad de anticuerpo
presente.

En 1990, se determina métodos viables para el diagn6stico de VIH-2 y en 1992 métodos
combinados que detectan anticuerpos contra VIH-1 y VIH-2, el método de Western Blot
incorpora gp36 Unicamente para VIH-2.

Pueden presentarse un resultado falso negativo, cuando se forman complejos antigeno p24-
anticuerpo a las pocas semanas de adquirida la infeccion(3, 5).

WESTERN- BLOT es el método suplementario o de confirmacion que se utiliza en mayor
porcentaje cuando se tiene una prueba de tamizaje positiva. El método es desarrollado por
Renart y colaboradores, Towbin y asociados en 1979, revolucionario por detectar proteinas por
separado, la migracién depende del peso molecular a diferencia del sistema PAGE-SDS que
depende de la carga y el peso molecular. En éste caso las proteinas especificas determinan la
presencia de anticuerpos contra el VIH-1, los antigenos son separados electroforéticamente, los
de alto peso molecular emigran a la parte superior y los de bajo peso molecular a la parte
inferior, se transfieren en papel de nitrocelulosa, cuando se incuban con el suero si esta presente
el anticuerpo, se forma el complejo antigeno-anticuerpo, se detecta con anti-anticuerpo humano
marcado con una enzima, La aparicion de bandas indica unién antigeno-anticuerpo, la
interpretacion se realiza segun las indicaciones del método. En general, el criterio es que
aparezcan 2 6 3 bandas de las regiones gag (p55, p24,p17), po! (p66, p51 y p31), env (gp160,
gp120 y gp41}).

RIPA{Radisinmunoprecipitacién), requiere mayor tiempo de realizacién, utiliza aminoacidos
radiomarcados, afiadidos cuando ocurre la replicacién viral(35 S-metionina, 35S-cisteina)., Los
antigenos marcados reaccionan con los anticuerpos del suero formando complejos inmunes, es
considerado muy especifico y sensible. Sin embargo, su utilidad esta limitada por el uso de
material radioactivo, se utiliza como método de referencia e investigacién en algunos
laboratorios comerciales, o bien cuando se dificulte establecer el diagnéstico.
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INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA, las células infectadas con el VIH son marcadas, y
colocadas en una fina capa en un portaobjetos, se incuba con el suero, la union antigeno-
anticuerpo se detecta con isotiocianato de fluoresceina, se evalia el namero de células,
intensidad del color y coloracién patrén. Detecta IgM durante la infeccion aguda, requiere de
mucha experiencia, mayor tiempo en su realizacion, y como método de rutina es poco utilizado.

OTROS

Un método alternativo es el de aglutinacién en latex, que usan perlas de poliestireno cubiertas
con proteinas recombinantes de VIH, en presencia de anticuerpos aglutinan, es dtil en zonas
endémicas, pero en zonas con bajo indice de infeccién se requiere de otro método.
Aglutinacion autdloga de células rojas, se utilizan anticuerpos monoclonales de ratén contra
glébulos rojos humanos conjugados con una proteina sintética gp41 del VIH, Al afiadir la sangre
completa, si esta presente el anticuerpo-gp41 se produce aglutinacién rapidamente, a los pocos
minutos.

La determinacion de anticuerpos 1gG en saliva con un método de ELISA, tiene una sensibilidad
y especificidad similar al que utiliza muestra de sangre. La FDA aprobd un método en el que se
extrae el liquido crevicular, se transporta en un contenedor con preservativo antibacterial
mientras se procesa. En orina, es similar al método que utiliza suero, aunque existe mucha
controversia sobre su aplicacion(12).

DETECCION DE ANTIGENO p24

Se mide el antigeno p24 libre presente en plasma o en sobrenadante de cultivo celular. Aunque
est4 presente en todos los estadios de |a infeccion predomina en la etapa temprana y avanzada
del sindrome. Se detecta a los pocos dias de ocurrida la infeccién, su aparicién es transitoria y
desaparece cuando se desarrollan los primeros anticuerpos, cuando esto sucede se cree que se
forman complejos antigeno p24 y anti-p24, disminuyendo la cantidad de antigeno presente, a
éste periodo se le llama periodo de ventana, En etapas iniciales se encuentra en cantidades de
ng/mL, después no estd presente en meses o afos, reapareciendo cuando existe una severa
disfuncién, incremento en la replicacion. Otra dificultad es que la cantidad no es uniforme en
todos fos pacientes, dificultando su diagn6stico. El periodo de ventana varia de entre 10.2 y 27.4
dias segin la via de transmisién, si se emplea un método que detecte al antigeno p24 se reduce
de 9.4 a 17.4, de acuerdo al método de anélisis. En general no se utiliza por razones de costo-
beneficio, para el caso de la via de transmision sanguinea, la incidencia es baja, pero el riesgo
residual persiste. En el caso de Estados Unidos el riesgo residual es de 1/493 000 al realizar la
deteccién del antigeno p24 el riesgo es de 1/676 000 unidades de sangre, de adquirir la
infeccion por el ViH(4,5,12). ’
Se utiliza ELISA de sandwich, los anticuerpos son colocados en placas de microtitulacion, luego
de la uni6n del antigeno presente en el suero, se afiade una Inmunoglobulina ligada a una
enzima. Es revelada por adicién de un sustrato, el producto es medido
espectrofotométricamente; el uso de anticuerpos monoclonales incrementa la sensibilidad
subtancialmente, pueden detectarse de 7-10 pg/mL.

Al realizar una hidrélisis dcida se aumenta la sensibilidad, por el rompimiento de los complejos

15




antigenc p24-anticuerpo liberando al antigeno, aunque después del periodo de seroconversién
puede no detectarse el complejo disociado, se reduce la cantidad de antigeno p24, evidente en
el método de neutralizacién. Se trata con glicina y se incuba a 37°C/1 h, esta en estudio el
método para aumentar la sensibilidad, especialmente atil para el diagndstico de VIH en infantes
en periodo perinatal, Gtil para el seguimiento de la terapia retroviral.

La precipitacién con polietilenglicol, es dtil en investigacién, aumenta la sensibilidad de un 38-
59%.

REACCION EN CADENA DE POLIMERASA(PCR)

Introducida en 1980, amplifica pequefas cadenas de ADN, por una serie de ciclos de
replicacién, cada ciclo consiste en una desnaturalizacién a 95°C, seguido de la unién de
iniciadores o cebadores a 55-60°C y finalmente un periodo de extensién a 72°C. La duracién
de cada ciclo dura de 1-3 min, en cada ciclo la regién de ADN es duplicada, usualmente de 20-
30 aminodcidos. Puede amplificarse ADN proviral, ARN génomico, ARNm. El gran problema es
su sensibilidad, desarrollada correctamente es muy (til, pero la contaminacién de los reactivos,
ADN o ambos puede causar falsos positivos, ain con el personal mds experimentado, lo que
fimita su uso en la prictica clinica.

PCR cuantitativo, para cuantificar ADN proviral y ARN génomico, previamente son amplificados
y los productos son comparados con una curva estandar. Estd en estudio el uso de marcadores
sofisticados para el estudio de la dindmica de replicacién in-vivo.

LINFOTIPIFICACION (CD4 / CD8 / CD3)

CD3, CD4, CD8, son marcadores de superficie celular de utilidad para ver el estado que guarda
el paciente infectado por el VIH-1. CD3 esta presente en todos los linfocitos del humano; CD8,
presente en los linfocitos T citotoxicos; CD4 es un marcador que induce reacciones
inmunoldgicas, al interactuar con el complejo MHC (I, se liberan citocinas que activan e
incrementan la respuesta inmunolégica. Se plantea que existe un equilibrio entre las células que
tienen estos marcadores en condiciones normales.

El conteo de células CD4 , interviene en la respuesta primaria de la infeccién, puesto que es el
sitio de unidn con el virus, a través del curso de la infeccién, disminuye el ndmero de linfocitos
CD4 asociados con la aparicién de infecciones oportunistas y malignidades. CD4 y CD8 son
medidos utilizando anticuerpos monoclonales especificos contra glicoproteinas de superficie.
Los anticuerpos monoclonales son marcados con compuestos fluorescentes, detectados con la
luz que pasa a través de la muestra, utilizando citometria de flujo. El nimero de células CD4 es
igual al conteo de células blancas por el % de linfocitos por el % de células CD4. Los valores
normales van de 500 a 1600/ mm® en adultos 40-70%.

El nimerc de CD4, de acuerdo a la CDC {(Centro de control de enfermedades) sirve para
establecer el estadio de la enfermedad: valor mayor a 500 cel / mm?, categoria i; de 200 a 500
cel / mm? , categoria 2; menor a 200 cel / mm?, categoria 3.

Otra forma de evaluacién clinica del paciente es considerar el cociente CD4 / CD8 que en
controles normales el cociente tiene un valor de 0.5 a 2 (5-8).
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2 MICROGLOBULINA

Cuando existe activacion celular mononuclear, destruccién celular, un nivel mayor de 3 mg/t
estd asociado con el progreso de la infeccidn, un valor mayor de 5 mg/L estin presentes
infecciones oportunistas o sobreviene la muerte. Desafortunadamente es poco especifico como
marcador y con poco valor predictivo para evaluarse en la prictica clinica. Los métodos que se
utilizan son: Inmunoensayo y radicinmunoensayo .

NEOPTERINA

Producida durante el metabolismo de guanosina trifosfato incrementa la actividad celular de los
monocitos y mdcrofagos, después de la activacién del Interferond , se mide por Cromatografia
liquida de alta resolucién o por Radioinmunoensayo en suero u orina. Un nivel mayor de
5 ng/mL son seropositivos asintomdticos, no tiene suficiente valor predictivo(5).

HISTOPATOLOGIA

Las biopsias de nédulos indican una disminucién en el recuento de células con receptor CD8,
existe infiltracion folicular, activacion de centros celulares, se detectan las proteinas gp120,
gp160, linfocitos foliculares e interfoliculares, células endoteliales y dendriticas reticulares,
existe hiperplasia folicular, el infiltrado alrededor de los vasos sanguineos contiene células CD4
y ocasionalmente p24, esto sugiere que el pririto estd mediado por los linfocitos T dirigido
contra células de Langerhans infectadas por el VIH.

METODOS UTILIZADOS EN MEXICO

En nuestro pais de acuerdo a la NOM-010-55A2-1993 Para Prevencién y Control del VIH, estin
consideradas dos tipos de prueba: Tamizaje, deteccién de anticuerpos anti-VIH en suero o
plasma (ELISA y Aglutinacién); Suplementarias que confirman la presencia de Anticuerpos en
suero o plasma (Western-Blot, RIPA); Adicionales como cultivo viral, determinacién del antigeno
viral o reaccién en cadena de la polimerasa para determinar el ARN o el ADN proviral (18, 19).

il. 10 TRATAMIENTO

Son seis diferentes compuestos incluyende nucledtidos y no nucledsidos de la enzima
Transcriptasa Reversa; inhibidores de proteasa, demuestran que reducen el periodo de vida
media del virus. Durante el tratamiento la carga viral es relativamente estable por periodo de
sermanas a meses, después declina el nivel de virus circulante, en otros aumenta
inevitablemente. La viremia es inversa al nimero de células CD4+, el incremento en niveles de
ARN estd asociado con la presencia de mutantes resistentes al tratamiento. El futuro estd quizd
en detener la replicacién del virus.
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illl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El SIDA es una de las enfermedades que ha afectado a México al igual que a otros paises
del resto del mundo con repercusiones que rebasan al drea de la salud, como es el aspecto
econdmico, social, psicolégico, ético y politico. En nuestro pais afecta en mayor proporcidn a
personas de entre 25 a 44 afios de edad, estamos hablando de personas en edad productiva y
reproductiva, siendo la via sexual la principal via de transmisién, sin dejar de considerar la via
de transmisién sanguinea y perinatal.

Se estima que del total de casos de SIDA en adultos aproximadamente el 13% adquirieron la
enfermedad por via sanguinea. Sin embargo, de acuerdo a los lineamientos que se establecen
en la NOM-S5A3-93 para la disposicién de componentes sanguineos, la prevalencia de la
infeccidn por esta via ha descendido en los (ltimos dos afios de 3.7% a 2.7%.
El riesgo de adquirir el VIH por el uso de componentes sanguineos persiste debido a que en las
pruebas de escrutinio autorizadas para donadores de sangre sélo detectan la presencia de
Anticuerpos. Dentro de las posibles causas tenemos: donadores que estén dentro del periodo de
ventana, en el cual no hay produccién de anticuerpos. Este periodo abarca de 0 a 8 semanas,
durante éste lapso se ha identificade la presencia del antigeno p24 en muchas personas
infectadas con el VIH1. Se ha discutido mucho sobre el costo-beneficio de implementar como
método de rutina en Bancos de Sangre, la deteccién del Antigeno p24 que aparece en etapas
tempranas de la infeccién y ain cuando en México no se realiza, en otros paises si se ha
trabajado con diversos ensayos, llamados de cuarta generacién que reportan una especificidad
y sensibilidad similar a los de tercera generacién { 9-11).
Es importante considerar que cada individuo que requiera sangre y/o sus componentes debe
tener la seguridad de que el producto a recibir no cause dafio a su salud. Por tal motivo se deben
contar con métodos de laboratorio que sean capaces de detectar al Antigeno p24 y Anticuerpos
en etapas tempranas de la infeccién por VIH vy asi minimizar el riesgo de transfundir sangre y/o
componentes en periodo de seroconversién, que pudiera infectar al receptor.

En nuestro pais se emplean los métodos de ELISA y Hemaglutinacién para la deteccion
Gnica de anticuerpos. En éste trabajo se pretende comparar un nuevo método que detecta en
forma simultinea al Antigeno p24 y Anticuerpos anti-VIH1/VIH2 (VIDAS HIV DUO), con el
método de ELISA convencional (ABBOTT HIV1/HIV2 EIA Plus de tercera generacién).
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Iv. OBJETIVOS

GENERAL:

Comparar el método de ELISA convencional (ABBOTT HIVI/HIV2 EIA PLUS ) y el método de
VIDAS HIV DUO(HIV4) como pruebas de escrutinio en muestras de donadores de sangre del
Banco Central de Sangre del Centro Médico Nacional La Raza (CMNR), Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS).

ESPECIFICOS:

1. Realizar la deteccidn serolégica con os métodos VIDAS HIV DUO y con ABBOTT HIV-1/
HIV-2 EIA PLUS.

2. Determinar la presencia del Antigeno p24 para las muestras que resulten positivas con el
método de VIDAS HIV DUO.

3. Realizar la prueba confirmatoria de Inmunoelectrotransferencia (Western-Blot) a las muestras
que resulten positivas.
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V. HIPOTESIS

Al realizar la deteccién seroldgica con el método VIDAS HIV DUO (ensayo de cuarta
generacidn) en muestras de donadores de sangre que acuden al Banco Central de Sangre del
CMN La Raza, sera mayor la frecuencia de casos positivos que cuando se realiza la deteccién
serologica con el método de ABBOTT HiV-1/HIV-2 EIA PLUS (ELISA convencional).
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V1. DISENO EXPERIMENTAL

A. LUGAR DONDE SE REALIZARA EL ESTUDIO.

El estudio se realizard en el Banco Central de Sangre del Centro Médico Nacional La Raza IMSS,
con muestras sanguineas de donadores de sangre.

B. DISENO

1. Tipo de estudio: Transversal, Observacional, Prolectivo, Descriptivo,
2. Grupo de estudio: Donadores de sangre que acuden al Banco Central de Sangre del CMN La
Raza, IMSS.

CRITERIOS DE INCLUSION
I. Muestras que cumplan con los criterios que establece la NOM-55A3-1993 (19).

* Tener entre 18 y 65 afios de edad.
* Estar sano.

Il. Muestras de donadores sanguineos con riesgo de adquirir la infeccién por el VIH que se
autoexcluyan, mediante el cuestionario de autoexclusién proporcionado antes de la
recoleccion.
CUESTIONARIO

1. Te has inyectado por 125 VENAST.........ocooiiiivinvine v Sty NO( )

2. jAdemis de la pareja sexual fija, has tenido relacfones sexuales o has hecho
el amor con ofras personas en los GHMIMOs doce MeSEsT....co.ovvvi i, SIC ) NO{ )

3. ;Has hecho el amor con personas que ejerzan la prostitucion, en los
GltIMOS 0OCE MESEST....eierriicieeieeiaas veireereeeeirrrrerresssestrstrrerees s i btsre e nsrrrresreenas S} NO{ )

4. ;Tienes o has tenido relaciones homosexuales?............ooveiviieiiiieei i SI( ) NO{ )

5. $Tu pareja ha tenido o mantiene relaciones sexuales con otra (s) persona {s),

en los Qltimos doce MESEST.......ciiiiii it SI{ ) NO( )
6. jAlguna vez te has dedicado a la prostitucion?.........ooeeeeeiiiiiiiiiiee e e, Si{ ) NO( )
7. sHas hecho el amor con personas que son bisexuales?.........ocooininennen SIC) NO( )

8. $Has hecho el amor en los dltimos doce meses con personas
que padezcan hepatitis, sifilis, SIDA?..................o SI{ ) NO{ )

9. jConsideras que tu sangre es segura y puede ser transfundida a un enfermod......  5I{ ) NO( )
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CRITERIOS DE EXCLUSION
I. Muestras que no cumplan los criterios que establece 1a NOM-55A3-1993 (19).

Il. Muestras lipémicas e ictéricas.

Los sujetos con mayor probabilidad de adquirir la infeccién por el VIH que son rechazados:

. Bisexuales.

. Mas de una pareja sexual.

. Homosexuales masculinos.

. Heterosexuales con varios comparieros sexuales.

. Prostitucion

. Farmacodependientes que utilizan la via intravenosa.

. Hemofilicos y Politransfundidos.

. Exdonadores remunerados.

9. Expresidiarios o con antececedentes de enfermedades mentales.

10. Compafieros sexuales de personas infectadas con el VIH

11. Antecedentes de Hepatitis.

12. Positividad en marcadores serologicos para el virus B 6 C de la hepatitis o ambos.
13. Manifestaciones clinicas o patolégicas asociadas o no a enfermedad por el VIH:

O NOYUT R W=

*+ Cuadro sugestivo de infeccién aguda por el VIH

* Pérdida involuntaria de peso mayor al 10% del peso corporal habitual en un lapso de 6 meses
0 menor.

* Fiebre, diarrrea, odinofagia, o astenia con duracién igual o mayor de un mes.

* Candidiasis orofaringea, vulvovaginal o persistente, o con mala respuesta al tratamiento.

* Herpes zoster, dos episodios distintos que abarquen mds de un dermatoma.

* Herpes simple, mucocutdneo de mds de un mes de duracién.

» Encefalopatias, sindromes demenciales, neuropatias periféricas o mielopatias.

* Displasia cervical moderada o grave, enfermedad pélvica inflamatoria o absceso tubo-ovirico.

» Pdrpura trombocitopénica.

* Tuberculosis extrapulmonar.

* Angiomatosis bacilar.

* Listeriosis.

C. TAMANO DE LA MUESTRA

Se estudiara una poblacién de 350 muestras sanguineas, cada muestra serd analizada por ambos
métodos. Calculado con el paquete computacional Epi Info versidn 6.01, para una poblacidn de
72 000 donadores anuales que acuden al Banco Central de Sangre del CMN La Raza, una
frecuencia del .22, intervalo de confianza del 95 %.
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D. DEFINICION DE LAS YARIABLES DE ESTUDIO

Variable Independiente: A) Método de VIDAS HIV DUO.
B) Método de ELISA convencional.

Variable Dependiente: A) Resuitado de VIDAS HIV DUO.
B) Resultado de ELISA convencional
(ABBOTT HIV-1/ HIV-2 EIA PLUS de Tercera generacion).

E. PROCEDIMIENTO DE DONACION

. Registro del Donador.

. Toma de muestra para analisis requeridos en el examen médico.

. Signos vitales y somatometria: Presién arterial, Temperatura, Peso, Talla.
. Examen Médico.

. Elaboracién de papeleria.

. Sala de donacién.

. Comedor.

. Certificacién de la Donacion.

o~ bW =

-

. MATERIAL
1) Material biolégico: Suero.

2) Material de laboratorio:
» Cristaleria: ]
Pipetas graduadas de TmL, ZmL
Probeta graduadas de 100, 250 y 500 mL
Pipeta pasteur
« Material diverso:
Pipetas de 20 pL, 50 pL, 150 pL, 200 pL, 300 pL
Guantes de litex
Aplicadores
Pinzas no metidlicas o dispensador de esferas
Papel filtro
Agua destilada
* Soluciones:
Acido sulfdrico TN.
Hipoclorito de sodio.

3) Equipo:
Centrifuga (sol-bat }-300).
PPC (Centro paralelo de procesamiento) Commander
Agitador tridimensional o rotativo.
Biomeriux Vitek System s/n DASA 3/39
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G. DESCRIPCION DE LOS METODOS
I. VIDAS HIV DUO

El principio de la prueba asocia dos reacciones inmunoenzimaticas a una deteccién final
en fluorescencia (ELFA).

Reaccion 1. Deteccion de inmunoglobulinas G anti-VIH1{también las del subtipo grupo O} y
anti-vVIH2.

Después de una etapa de dilucion, la muestra es aspirada y expulsada varias veces de la parte
inferior del cono. Esta operacién permite a las 1gG anti-VIH1 de la muestra unirse a los péptidos
de sintesis gp41 y/o subtipo O y/o gp36 fijados en el cono.

Los componentes no ligados, son eliminados mediante lavados. El conjugado anti-IgG humanas
marcado con fosfatasa alcalina se incuba ahora en el cono, en el cual se fija a las IgG anti-VIH.
Etapas de lavado posteriores eliminan el conjugado no fijado.

Reaccién 2. Deteccién del antigeno p24.

La muestra previamente diluida y los anticuerpos de conejo anti-p24 biotinilades son aspirados
y expelidos en el cono. Durante la incubacién el virus es lisado y los antigenos p24 liberados
se unen por un lado a los anticuerpos (anti-p24) monoclonales de ratén fijados a la parte
superior del cono y por otro lado a los anticuerpos anti-p24 biotinilados. Los componentes no
fijados son eliminados mediante lavados. El complejo asi formado se revela mediante
estreptavidina conjugada con fosfatasa alcalina, cuyo exceso se elimina mediante lavados.

En el curso de la etapa final de revelado, el substrato (4-metil-umberil fosfato} se aspira y expete
en el cono. La enzima presente en el conjugado cataliza la reaccién de éste substrato en un
producto (4 metil umbeliferona), midiéndose la fluorescencia emitida a 450 nm. Esta es
proporcional a la presencia de IgG anti-VIH y/o antigeno p24 presente en la muestra, Al final
del ensayo, los resultados son calculados automdticamente por el VIDAS en relacién a un
estdndar, y posteriormente impresos.

R S I
el N T
0 D= P
:> Pipliden gyat V), mpid HIVEL apal V) grupe m

La reaccidn 1 estd realizada en la parte baja del cono, la reaccién 2 en la parte alta. La etapa final de revelado se hace de forma simultdnea
en las dos partes.
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El cono de uso Gnico sirve a la vez de fase sélida y de sistema de pipeteo, los demds reactivos,
listos para su uso estdn distribuidos en el cartucho. Todas las etapas del ensayo se realizan
automdticamente en el aparato.

El cono esta sensibilizado al momento de la fabricacién con tres péptidos sintéticos(1 péptido
env ViH1, gp41 + 1 péptido env VIH2, gp36 + 1 péptido especifico VIH1 grupc 0) vy tres
anticuerpos monoclonales anti-p24 de los utilizados para VIDAS HIV p24. Los péptidos
permiten la captura de los IgG anti-VIH1 y anti-VIH2, y los anticuerpos monoclonales del
antigeno p24.

Conservacién. Conservar el kit VIDAS HIV DUQO a 2-8°C, no congelar. El indicador del
deshidratante de los conos debe ser azul. Si vira al rosa, no usar los conos de esta bolsa.

Limitaciones.- No detecta IgA, ni las IgM anti-VIH, no ha sido validado para el uso de fluidos
como la saliva, orina, LCR. Se prohibe mezclar sueros.

Muestra. 200pL de Suero o plasma humano (utilizando EDTA, citrato, heparina de litio, gel de
heparinato de litio).

Las muestras que contienen particulas deberdn centrifugarse a 1500 rpm/ 10 min. pueden
conservarse de 2-8°C, 48 horas como méximo, de lo contrario congelar a -20°C, realizar sélo
una congelacidn. No descomplementar las muestras.

Calibracidn. Se realiza cuando llegue un nuevo lote, se introducen los datos de calibracién en
el sistema con ayuda de la tarjeta (ficha de especificaciones), incluida en cada equipo, antes de
comenzar €l ensayo, es posible introducir las especificaciones de forma manual o automdtica
gracias a la tarjeta. Las especificaciones se introducen sélo una vez para cada lote. Para que el
sistema pueda verificar los valores del control, se debe identificar el contral positivo como C1,
el control negativo por C2 y el estandar por S1 analizado por duplicade.

El valor del estindar debe estar comprendido en el intervalo de RFv “Valor de
Fluorescencia Relativa” fijado, si no la medida no serd memorizada; en éste caso, repetir
una calibracién.

TECNICA

1. Sacar el kit de la nevera. Dejar a temperatura ambiente ai menaos 30 minutos.

2, Sacar del kit un cartucho HIV4 y un cono HIV4 para cada muestra, control o estandar a
utilizar. Verificar que la bolsa de los conos estd bien cerrada después de su empleo.

3. Colocar el cartucho y el cono HIV4 sobre la bandeja de preparacién VIDAS.

4. Crear la lista de trabajo: introducir en el teclado los datos correspondientes al paciente y al
test (codigo HIV4). Teclear “HIV4” para introducir el cédigo e indicar el ndmero de
determinaciones a efectuar. Si un estindar debe analizarse, introducir S1 para la
identificacion de la muestra. El estdndar debe analizarse por duplicado. Si el control positivo
debe analizarse, introducir C1 para [a identificacién de la muestra. Si el control positivo
debe analizarse, se identificard por C2.

5. Homogenizar en el vortex las muestras, el calibrador y/o los controles.




6. Distribuir exactamente 200 pL de muestra, estindar o control en los pocillos de muestra de
los cartuchos.
(Nota: las muestras y los controles se analizaran una sola vez).
. Colocar en el VIDAS los conos y los cartuchos en las posiciones indicadas en la pantalla.
8. Iniciar el andlisis. Todas las etapas se generan automdticamente por el sistema. Los resultados
se obtienen en 100 minutos aproximadamente.
9. Eliminar los conos y cartuchos utilizados en un recipiente que corresponde a desechos
biolégico-infecciosos.

~J

INTERPRETACION

Los resultados se analizardn automdticamente por el sistema informatico. El sistema efectda dos
lecturas de fluorescencia en la cubeta de lectura para cada uno de los ensayos. La primera
lectura tienen en cuenta el ruido de fondo debido a la cubeta y al substrato. La segunda lectura
se efectda después de la incubacién del substrato en el cono. El célcuto de RFV es el resultado
de la diferencia entre estas dos lecturas, apareciendo sobre la hoja de resultados.

La RFV (Valor de Fluorescencia Relativa) obtenida para el paciente es interpretada por el sistema
VIDAS de la siguiente manera:

Valor de la prueba = RFV paciente/ RFV estandar.

Interpretacién: Valor < a 0.25: Negativo.

Valor 2 a 0.35: Positivo.
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DIAGRAMA DE FLUJO
(VIDAS HIV DUO)

TOMA DE MUESTRA

}

DEPOSITAR 200 pL DE SUERO
Y CONTROLES {+ y -)

\

CREAR LISTA DE TRABAJO GENERAL,
INTRODUCIENDO EL CODIGO “HIV4*"

\

INICIO DEL ANALISIS
AUTOMATIZADO

\

LECTURA E INTERPRETACION
DE RESULTADOS
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il. ELISA CONVENCIONAL (ABBOTT HIV-1/ HIV-2 EIA PLUS de Tercera generacién)

E! ensayo ha sido disefiado para detectar anticuerpos I1gG e IgM anti-VIH1 y anti-VIH2. Utiliza
proteinas virales obtenidas mediante tecnologia de ADN recombinante y péptidos sintéticos que
corresponden a las proteinas virales.

Principio.- El suero o plasma humanos se diluye en un diluyente de muestra y se incuba con una
perla de poliestireno recubierta de proteinas recombinantes env y gag de VIH1 y env de VIH2.
Si la muestra contiene anticuerpos anti-VIH, éstos reaccionan con antigenos que recubren la
esfera, Después de la aspiracion de matertales no unidos y del lavado de esferas, las
inmunoglobulinas humanas especificas que han quedado unidas a la fase sélida se detectan
incubando el complejo esfera-antigeno-anticuerpo con una solucién que contiene proteinas
recombinantes gag y env de VIH1, proteina recombinante env de VIH2 y un péptido sintético de
env VIH1 marcados con peroxidasa de rabano picante (HRPO).

Se aspira luego el conjugado enzimdtico no unido y las esferas se lavan. A continuacién, se
afnade a las esferas una solucion de o-fenilendiamina (OPD) que contiene perdxido de
hidrégeno. Después de la incubacidn, desarrolla un color amarillo-anaranjado, cuya intensidad
es proporcional a la cantidad de anti-VIH1 y o anti-VIH2 unido a cada esfera.

Las muestras que producen valores de absorbancia inferiores al punto de corte se consideran
como negativas para anticuerpos y no requieren andlisis ulteriores. Las muestras que
repetidamente son reactivas se considerdn como positivas segin los criterios de éste ensayo y se
procede a realizar un ensayo suplementario.

Conservacion. Almacenar el kit a una temperatura de 2 a 8°C, utilizar hasta que alcancen la
termperatura ambiente.

Limitaciones. No es conveniente utilizar éste método para identificar miembros de alto riesgo
entre |a poblacidn en general, el resultado reactivo no constituye el diagnéstico de SIDA, pueden
esperarse resultados falsos positivos, la proporcién dependerd de la prevalencia de la poblacion
sometida a estudio, un resultado negativo no excluye la posibilidad de una infeccién por el VIH.
No utilizar mezcla de sueros, porque no se ha validado para éste caso.

Muestra. 150 plL de suero o plasma, se pueden refrigerar entre 2 y 8°C o bien congelar, evitar la
hemélisis, muestras que tengan precipitados se debe centrifugar a 3000 rpm/10 min.

TECNICA
PRIMERA INCUBACION.

1. Colocar 150 pL de cada contro! y muestra en el fondo de los pocillos correspondientes de la
placa de reaccion {tres controles negativos y dos controles positivos).

2, Agregar 50 pL de diluyente en cada pocillo que contenga una muestra o un control.
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3. Anadir cuidadosamente una esfera a cada pocillo.
4. Cubrir con una hoja adhesiva e incubar a 40+2 °C durante 30 min.

5. Retirar y desechar la hoja adhesiva. Aspirar el liquido y lavar cada esfera con agua destilada
o desionizada completando un volumen total de lavado de 12 a 18 mL.

SEGUNDA INCUBACION

6. Pipetear 200 plL de conjugado diluido que contenga una esfera.

7. Nuevamente cubrir con una hoja adhesiva e incubar a 40+2 °C durante 30+2 min. en forma dindmica.
8. Repetir el paso nimero 5.

DESARROLLO DEL COLOR

9. Utilizar una placa pequena y a los primeros cinco pocillos agregar una perla especial para blancos.
10. Pipetear 300 pL de solucién de sustrato OPD recién preparado a cada pocillo.

11. Cubrir las placas y mantenerlas en la obscuridad durante 302 min.

12. Detener la reaccién agregando 1 mi de dcido sulfdrico a cada pocillo.

LECTURA

13. Ajustar a cero el espectrofotémetro con un blanco de sustrato a 492 nm.

14. Determinar la absorbancia de los controles y muestras a 492 nm.

15. Utilizar el aparato “Comander de Abbott” que se ajusta con cinco blancos, tres controles
negativos y tres controles positivos dande un valor de corte automdticamente.

INTERPRETACION

Valor > valor de corte se considera positivo
Valor < valor de corte se considera negativo.

NOTA: La presencia de anticuerpos o ausencia de anticuerpos anti-VIH1 y/o anti-VIH2 se determina comparando
con el punto de corte. El punto de corte es igual a la absarbancia media de los controles negativos més 0,100. Para
que sea vilido es necesario que la diferencia de los valores medios de los controles positivos y negativos (P - N}
sea igual o mayor a 0,400. Repetir en caso necesaric. El cdlculo es realizado automdticamente por el equipo de
anilisis.

Punto de corte = NCx + 0,100
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DIAGRAMA DE FLUJO
(ABBOTT VIH-1/VIH-2 EIA PLUS)

TOMA DE MUESTRA

\

DEPQSITAR 150 pL DE SUERO
Y CONTROLES (+ v -)

PRIMERA INCUBACION
(40 + 2°C / 30 min.)
\

LAVADO

\

SEGUNDA INCUBACION
(40 = 2°C / 30 min.)

Y
LAVADO

\
DESARROLLO DE COLOR

'
LECTURA

\
INTERPRETACION DE RESULTADOS
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I, NOTA: Si se obtiene un resultado positivo en las pruebas anteriores se procede a realizar
el WESTERN-BLOT(WB)

El método detecta anticuerpos anti-VIH-1 presentes en el suero para la confirmacién de una
respuesta anti-VIH positiva y precisar la especificidad antigénica en el cuadro diagnéstico de!
SIDA.

Principio. El ensayo se basa en la técnica ELISA indirecto sobre una membrana de nitrocelulosa
que contiene todas las proteinas constitutivas del VIH-1.

Las proteinas del virus HIV-1 inactivado se separan en funcién de su masa molar mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida en medio disociante y reductor y posteriormente se
transfieren electroforéticamente a la membrana de nitrocelulosa.

El procedimiento comprende las siguientes etapas:

A) Rehidratacién de las tiras de nitrocelulosa.

B} Incubacion de las muestras a confirmar y sueros de control. Si estdn presentes los anticuerpos
anti-HIV- 1 se uniran a las proteinas virates presentes sobre la tira de la nitrocelulosa.

C) Después del lavado, se incuban las tiras con anticuerpos anti - 1IgG humanos marcados con
fosfatasa alcalina. El conjugado se une a los anticuerpos anti-VIH-1 fijados al soporte sélido.
D) Después del lavado y eliminacién del conjugade en exceso, la adicion de solucién de lavado
permiten evidenciar la actividad enzimdtica de los complejos ligados a la nitrocelulosa

E) La aparicidn de bandas coloreadas especificas permite reconocer la presencia de anticuerpos
anti VIH-1en el suero.

Conservacion. Mantener entre 2 y 8°C hasta la fecha de caducidad; la solucién de lavado
reconstituida permanece estable por un mes a la temperatura antes mencionada.

Muestra. 20 pL de suero no utilizar si hay hemdlisis, ictericia y lipemia, no diluir, conservar
entre 2 y 8°C o congelar a -20°C, evitar descongelaciones sucesivas, centrifugar a 3000 rpm/5
min. después de la descongelacién en caso necesario.

TECNICA

1. Quitar la tapa transparente de la bandeja a utilizar. Asegurarse que el lado de las tiras que
llevan la marca de inicio y la numeracidn, sea visible para que las proteinas virales presentes
en este lado sean recubiertas por los diferentes reactivos a lo largo de la manipulacién.

Las tiras deben ser manipuladas con precaucién con ayuda de las pinzas de pléstico.

2, Afadir 2 mL de la solucién de lavado/diluyente reconstituida a cada comportamiento.
Incubar 5 minutos en agitacion lenta.

3. Afadir 20 pl de cada muestra o suero de control en el pocillo del compartimento
correspondiente. Incubar 2 horas a temperatura ambiente bajo agitacién lenta.
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4. Aspirar completamente el contenido de cada compartimento con la ayuda de una trampa de
vacio provista de un frasco conteniendo un desinfectante (Hipoclorito de sodio al 10%).
Cuidarse de no dafiar la tira durante los lavados, aspirando desde los pocillos de los
compartimentos provistos a este efecto.

Aclarar entre cada aspiracién la punta de aspiracién en contacto con las muestras para evitar
contaminaciones entre las mismas.

Lavar cada tira con 2 mlL de solucion de lavado/diluyente reconstituida y eliminarla
inmediatamente por aspiracién respetando las precauciones anteriores.

Lavar cada tira 2 veces / 5 minutos, bajo agitacién lenta, con 2 mL de solucién de
lavado/diluyente reconstituida (es decir, 3 lavados en total). Eliminar la solucién del dGitimo
lavado.

5. Distribuir 2 mL de conjugado por compartimento habiendo equilibrado previamente la
solucién a temperatura ambiente.
Incubar 1 hora a temperatura bajo agitacién lenta.

6. Lavado. Proceder como en el punto 4.

7. Distribuir 2 mL de la solucién de revelado por compartimento.
Si existiesen particulas en suspensién en la solucién de revelado, dejar que se decanten en el
fondo del frasco antes de pipetear,
(Estas particulas no interfieren con el ensayo).
Incubar en agitacién lenta y vigilar la aparicién de color. Se deben poder visualizar todas las
bandas correspondientes a las proteinas virales en el suero de control positivo. (Tiempo de
revelado: alrededor de 5 minutos).

8. Parar la reaccién eliminando la solucidn de revelado y aclarando las tiras 3 veces con agua
destilada.

9. Secar las tiras entre dos hojas de papel de filtro a temperatura ambiente.
Montar las tiras alinedndolas respecto a la marca de inicio.

ATENCION: No pegar el plastico adhesivo sobre la parte de las tiras correspondiente a las
proteinas virales.
INTERPRETACION
La presencia de anticuerpos del virus VIH-1 en la muestra, se traduce por la aparicién de bandas

especificas coloreadas(azul-violeta). Su posicién corresponde a los pesos moleculares de las
proteinas virales representadas en la tabla 2 y el perfil de bandas en la fig. 8.
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Tabla 2. Proteinas constitutivas del VIH-1 de acuerdo al inserto.

[DENCMINACION GEN NATURALEZA ASPECTO EN WB
gp160 env Precursor de gp110/120 y gp4i Banda nitida
gp 110/120 env Glicoproteina de envaltura Banda de bordes difusos
p68 pol Transcriptasa reversa Banda nitida
ps5 gag Precursor de proteinas internas Banda doble
p52 pol Transcriptasa reversa Banda nitida
gpd1 env Glicoproteina transmembranal Banda difusa
p40 gag Precursor de proteinas internas Banda nitida
p34 pol Endonucleasa Banda nitida
p24/p25 gag Proteina interna Banda nitida
p18 gag Proteina interna A veces banda doble

I

1. Control Positive
2. Control Negative
3. Suero Positive diluido

Fig. 8 'dentificacién de las Bandas en las tiras de nitrocelutosa

Ayudarse con el control positivo para identificar a los anticuerpos revelados, y a
referirse a la tabla 3 de acuerdo al criterio establecido por el grupo de Estudio del SIDA del

consejo de Europa, OMS (18).

Tabla 3. Criterios de interpretacién de acuerdo a la OMS.

INTERPRETACION

PERFIL

Positivo

2 env + gag(1 6 mas);
2 env + pol{1 6 més);

2 env + gag + pol

Indeterminado *

1 env + gag + pol; gag + pol; gag; pol

Negativo

Ninguna banda.

* Indeterminade: Debide a seroconversién, VIH-2 o reaccién cruzada con otros retrovirus.
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V. VIDAS HIV P24 Il Confirmacién

Principio. La determinacion se realiza mediante un inmuncensayo ligado a una enzima por
Fluorescencia(ELFA), realizado automndticamente. El cono funciona come fase sélida y como
sistema de pipeteo. Los demds reactivos estan prerepartidos en el cartucho. Todos los pasos del
ensayo los realiza de forma automatica el instrumento.

El antigeno p24 presente en la muestra se une a los anticuerpos que estan en la fase inferior del
cono y son reconocidos por anticuerpos anti-p24 biotinilados. Los componentes no unidos son
eliminados durante las siguientes fases de lavado. El complejo formado es marcado con un
conjugado de Estreptavidina y fosfatasa alcalina. Un lavado final elimina y remueve los
componentes no unidos. Durante el paso final de deteccion, el substrato { 4-metil umberil
fosfato) se aspira y expele en el cono. La enzima presente en el conjugado cataliza la reaccidn
del substrato dando un producto ( 4-metil umbeliferona), la fluorescencia se mide a 450 nm. La
intensidad de fluorescencia es proporcional a la cantidad de antigenc p24 presente en la
muestra.

Al final del ensayo, los resultados son calculados automaticamente por el VIDAS en relacién a
una curva de calibracién instalada en la memoria, posteriormente se imprime.

Conservacion, Mantener los reactivos entre 2-8°C, no congelar.

Limitaciones. La presencia de complejos antigeno p24 con anti-p24 pueden enmascarar el
resultado. Los niveles de antigeno disminuyen por la autodegradacién o por la conservacion de
la muestra. Existe notable variacién de la estabilidad del antigeno, especialmente en muestras
que contienen bajos titulos de antigeno p24.

Muestra. 200pL de suero o plasma ( EDTA, heparina, oxalato ). El citrato de sodio puede causar
falsos positivos. Si tiene impurezas la muestra se debe centrifugar, se puede conservar entre 2-
8°C como maximo 2 dias, o bien congelar a -25 t 6°C, no utilizar si hay hemélisis, ictericia o
lipemia.

Calibracion. Se realiza con cada nuevo lote y después cada 15 dias, permite ajustar la
calibracidén de cada sistema y la evolucién de los reactivos, El esténdar 51 es ensayado por
duplicado. El valor del estandar debe estar dentro del Valor de Fluorescencia Relativa , de lo
contrario se debe repetir, si no la media no serd memorizada.
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PROCEDIMIENTO.

1. Sacar los reactivos a temperatura ambiente 30 min. antes.

2. Sacar y rotular los cartuchos necesarios, considerar los controles (C1 positivo y C2 negativo)
y estandar $1 por duplicado.

3. Colocar el cartucho sobre la bandeja de preparacién.

4. Crear la lista de trabajo (iniciando con el cédigo p24), introducir el nimero de ensayos, asf
como la identificacién de las muestras.

5. Si es necesario centrifugar las muestras para eliminar restos de fibrina, homogenizar en el

vortéx las muestras, estandar y controles.

. Pipetear 200 pL de muestra, estindar y controles en los pocilles de muestra de los cartuchos.

. Colocar en las posiciones indicadas en pantalla.

8. Iniciar el andlisis, todas las etapas se realizan automdticamente. Los resultados se obtienen
en 1 hora y 30 minutos aproximadamente.

9. Eliminar los cartuchos utilizados en un contenedor rojo de residuos bioldgico-infecciosos.

e B2

INTERPRETACION

Los resultados se expresan en pg/ml de antigeno p24 o en pg/m| de antigeno del VIH (1 pg/ml
de antigeno p24 = 3.65 pg/ml de antigeno VIH). Las unidades que se requieren se seleccionan
en el mend y se muestran en la tabla 4:

Tabla 4. Interpretacion de la prueba confirmatoria para antigeno p24.

TIULO INTERPRETACION
<3 pg/ mL Ag p24, Negativo
<10.95 pg/mL Ag VIH
>3 y <5 pg/mL Ag p24; Indeterminado
>10.95 y <18.25 pg/mL Ag VIH
>5 de Ag p24; Positivo
>18.25 pg/mL Ag VIH

Un resultado positivo es confirmado por Neutralizacion, al igual que un resultado
indeterminado. Las muestras con titulo superior a 400 pg/mL de Ag p24, puede diluirse 1:10.
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VIl. RESULTADOS

Se estudid una poblacién de 350 muestras, cada muestra se analizé por ambos métodos de
tamizaje (VIDAS HIV DUO y ABBOTT HIV-1/HIV-2 EIA Plus) y como método confirmatorio el
Western-Blot y deteccion de antigeno p24 por neutralizacién. El resultado de acuerdo a cada
método estan representados en la tabla 5.

Tabla 5. Resultados de ambos métodos.

ABBOTT VIDAS HIV DUO

POSITIVO 1 POSITIVO 1

FALSO POSITIVO 1 FALSO POSITIVO 2
NEGATIVO 348 NEGATIVO 347

Al realizar el analisis estadistico con X2 utilizando el paguete estadistico SPSS para Windows 3.1,
los resultados son:
Tabla 6. Resultados de acuerdo a X! .

ABBOTT
POSITIVO NEGATIVO TOTAL
POSITIVO 1 1 2
HIV DUO NEGATIVO ? 346 348
TOTAL 3 347 350
X2 Yalor Significancia
Pearson 57.1643 0.00000
Correccidn Yates 13.79690 0.000020

De las 350 muestras analizadas, 87 son consideradas de alto riesgo con base al cuestionario de
Autoexclusién proporcionado a cada donador. De acuerdo a la respuesta afirmativa a cada
cuestionamiento, excepto para la pregunta 9 que corresponde a una respuesta negativa, se
obtienen los siguientes datos:

Tabla 7. Datos segin la respuesta obtenida en los 87 cuestionarios de Autoexclusion.

PREGUNTA | Respuesta Afirmativa
1 11
29
3
6
16
2
7
3
21 (Respuesta Negativa)

(el fu-R R NERor ) RV, J N LVOR | 08

|
i
i
|
§
§
1
i
3
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(Cuestionario de autoexclusion)
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Grifica 1. Cuestionario de autoexclusion.

CUESTIONARIO DE AUTOEXCLUSION

1. tTE HAS INYECTADO POR 1AS VENAS?

N,
A 2 LADEMAS DE LA PAREJA SEXUAL FIJA, HAS TENIDO RELACIONES SEXUALES
© HAS HECHO EL AMOR CON OTRAS PERSONAS EN LOS ULTIMOS DOCE MESES?

T 3. ¢HAS HECHO EL AMOR CON PERSONAS QUE EJERZAN L& PROSTITUCION, EN
LOS ULTIMOS DOCE MESES?

m 4. ITIENES © HAS TENIDD RELACIONES HOMOSEXUALES?

{93 5.{TU PAREJA HA TENIDO O MANTIENE RELACIONES SEXUALES CON
OTRA (S) PERSONA {3),EN LOS ULTIMOS DOCE MESES?

== 6. {ALGUNA VEZ TE HAS DEDICADO A LA PROSTITUCION?
5%"e 7.!HAS HECHO EL AMOR CON PERSONAS QUE SON BISEXUALES?

HEERT B.tHAS HECHO EL AMOR EN LOS ULTIMOS BOCE MESES CON PERSONAS
QUE PADEZCAN HEPATITIS, SiFILIS, SIDA?

7" 9. :CONSIDERAS QUE TU SANGRE ES SEGURA Y PUEDE SER TRANSFUNDIDA A UN ENFERMO?

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
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Viil. ANALISIS DE RESULTADOS

Al término del estudio, con el método VIDAS HIV DUQ, se obtiene un resultado falso positivo,
se considera como tal, porque al realizar la prueba confirmatoria (Western- Blot) no se aprecia
ninguna banda en la tira de nitrocelulosa, por lo tanto es negativa para la presencia de
anticuerpos especificos contra el ViH-1, asi mismo es negativo con el método de confirmacién
de antigeno p24 por neutralizacién.

La muestra que resulté positiva por ambos métodos (VIDAS HIV DUO y ABBOTT VIH-1/VIH-2
EIA Plus), catalogada asi, porque se aprecia la formacién de bandas en la tira de nitrocelulosa,
indicativo de que existen anticuerpos especificos contra el VIH-1.

A su vez, con el método de ABBOTT VIH-1/VIH-2 EIA Plus, se obtienen dos resultados falsos
positivos, considerados asi, porque es negativo el Western-Blot que identifica anticuerpos contra
proteinas especificas del ViH-1. Una de las causas posibles de éste resultado es que exista otro
proceso inmune, o bien que el donante se encuentre en el periodo de ventana.

Respecto a la fase analitica del estudio: VIDAS HIV DUO, requiere de aproximadamente 90 min.
para su realizacidn, requiere poco trabajo manual, todas las reacciones se llevan a cabo de
forma automatizada. Esto permite obtener un resultado oportuno, ademds de eliminar la
posibilidad de error inherente a un proceso manual, de parte del operador. En tanto que Abbott
VIH-1/VIH-2 EIA Plus, se realiza en aproximadamente 120 min. y mucho de los pasos son
manuales, lo que puede considerarse como diferencia importante.

Si bien es cierto que VIDAS HIV DUQ requiere una mayor cantidad de suero, esto seria justificable,
si se lograra identificar una prueba positiva que no sea detectada por el método que solo detecta
anticuerpos contra el VIH-1. Representando asi un acortamiento en el periodo de ventana, en el
que Unicamente esta presente el antigeno p24, en ausencia de la produccién de anticuerpos.
Desafortunadamente en la poblacion estudiada no se detecta ningin caso positivo con el
método VIDAS HIV DUQ, principalmente que se deba a la presencia de antigeno p24, que seria
muy significativo para elegir entre ambos métodos. Lo anterior con la reserva de que éste
método no puede considerarse como una prueba aislada de identificacion del antigeno.

Se ha discutido mucho sobre la evaluacién de los métodos inmunoenzimaticos, que segin
algunos autores opinan se ve influenciada por la poblacién estudiada y cuando se evalla
sensibilidad y especificidad, pareciera que se evaltia a la casa comercial productoras del panel
de suero estandar de oro y no al método (5).

En el caso de la poblacion estudiada (donadores), de acuerdo a la NOM-55A3-93. Para la
disposicion de sangre humana y sus componentes con fines terapéuticos, desde que se inicia el
proceso de donacién se va dando una seleccién encaminada a garantizar que el producto a
transfundir cumple con todos los requisitos, al final en la sala de donacidn se les otorga el
cuestionario de autoexclusidn como dltimo intento para concientizar al donante y eliminar una
posible fuente infectante. Este cuestionario tiene 8 preguntas, que constituyen factores de riesgo,
de ser afirmativa la respuesta en al menos un cuestionamiento, es considerado como de alto
riesgo y se da de baja el producto, se realiza la serologia obligatoria entre ellos la deteccién del
VIH-1. Como reflejo de la falta de educacion y tal vez concientizacion, es que si se dan casos
de autoexclusién, ain después casi todo el proceso de donacién.
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En la poblacion de estudic 87 muestras son consideradas como de alto riesgo con base al
cuestionario de autoexclusién. El factor predominante de riesgo para adquirir la infeccién por el
VIH-1, objeto de estudio, no el dnico, es que ademds de [a pareja fija se tiene relaciones
sexuales sin proteccion con otras personas en los dltimos doce meses. Tiene estrecha relacion
en el caso de las parejas heterosexuales, en el que se ha observado un incremento en casos de
infeccién con el VIH-1 o SIDA en mujeres, que sélo tienen relaciones sexuales con su pareja.
Otra caracteristica importante de destacar en éstos cueslionarios es que algunos donantes sélo
responden que consideran su sangre como no segura para ser transfundida, también se
consideran de alto riesgo. Se cree que adn acuden personas como posibles donantes para saber
si estdn o no infectadas y evitan el costo que tienen los métodos de diagndstico.

Finalmente ninguna de las 87 muestras de alto riesgo, analizadas por ambos métodos resulta
positiva.
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IX. CONCLUSIONES

1) De acuerdo al andlisis estadistico con X? si existe diferencia significativa entre ambos métodos
(VIDAS HIV DUO y ABBOTT VIH-1/VIH-2 EIA Plus} en una poblacion de 350 muestras. Esto es,
el resultado es dependiente del método de diagnéstico utilizado.

2) Con la poblacion estudiada, no se observa una mayor frecuencia de casos positivos con el
método VIDAS HIV DUQ, respecto al método ABBOTT VIH-1/VIH-2 EIA Plus. Por lo tanto, los
datos no son suficientes para sustentar que el método VIDAS HIV DUO represente una nueva
alternativa, en cuanto a métodos de diagnostico de tamizaje se refiere.

Se sugiere realizar el estudio en una poblacién mayor, para observar si el método VIDAS HIV
DUO detecta a individuos a los pocos dias de ocurrida la infeccién con el VIH-1, importante en
un Banco de sangre donde el riesgo de transmisién por transfusién existe ain cuando es muy
pequeio. También evaluar su aplicacion en otro tipo de poblacién.
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X. GLOSARIO
Anorexia. Pérdida del apetito a los alimentos.

Anticuerpo. Moléculas secretadas por células plasmdticas y precursores de linfocitos B, de
reconocimiento especifico y eliminacién de los antigenos.

Antigeno. Sustancia extrafia que induce una respuesta inmune especifica.

Anticuerpos monoclonales. Copias idénticas de un anticuerpo que consisten en una clase de
cadena H y cadena L.

Artralgia. Presencia de dolor en articulaciones, se utiliza cuando no hay inflamacién.

Caquexia. Término que denota una alteracion constitucional, desnutricién y mala salud en general.
Sus signos principales son el desgaste muscular, piel brillante y enferma y ojos intensamente opacos.

Citocinas, Protefnas que median la fase efectora de la respuesta inflamatoria e inmunitaria.

Epitopo. Porcién del antigeno reconocidos de forma especifica por linfocitos individuales, que
interacciona con una porcién del anticuerpo, denominada paratope.

Especificidad. Se refiere a la habilidad de una prueba para identificar correctamente a todos los
negativos.

Linfadenopatia. Se refiere a cualquier enfermedad de ganglios linfaticos.

Maculopapular. Presencia de manchas palpables sobre la piel.

MHC. Complejo mayor de histocompatibilidad, regién de genes muy polimérficos, cuyos
productos se expresan en la superficie de diversas células. HLA para los linfocitos humanos,
identifican la presencia de péptidos de proteinas exirafas.

Mialgia. Dolor en los mosculos.

Neuritis. Inflamacién de un nervio.

Sensibilidad. Habilidad de una prueba para detectar casos positivos.

Superantigeno. Grupo de proteinas, muchas de las cuales son toxinas bacterianas capaces de
unirse al MHC clase II, reconocidos por un gran nimero de linfocitos CD4,

Urticaria. Erupcién cutdnea alérgica que se caracteriza por maltiples ronchas pruriginosas,
lisas, elevadas, de color rosa, dura algunos dias sin dejar huella visible.
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