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£1 denominado 3indrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA) tieme una corta e intensa historia
que se inicia en el estado norteamericano de Caiifornia
en 1,981, cuando un grupo de médicos constatan la
sparicién, de forma inusual, de casos de neumonia por
Pneumocystis carinii, microorganismo oportunista, en
cinco jdvenes humosexuales previamente sanos.

(GOTTLIEB, M.S. y cols; 1,981).

Fueron estcs autores los primeros que hatlaron
de la evidencia de un nuevo sindrome da inmunodeficien-~
cia adquirida de tipo celular, aunque ya desde 1,979
se sabia de la existencia, primero en Nueva York y
luego en Los Angeles, de jdvenes adultos que, sin nin-
qdn historial clinico significative y ningdn antece-
dente que pudiera explicarlo, presentaban serias
infecciones producidas por microorganismos oportunis-
tas y/o una forma muy virulenta de sarcoma de Kaposi

(FRIEDMAN-KIEN, A.E. y cols., 1,982).

El aumento de casas fue vertiginoso, convirtién-

dose en una auténtica epidemia y con el agravante de
gue la mayorfa de los pacientes fallecia en el curso

de pocos meses,

Fue entonces cuando se tomd conciencia de la
aparicidén d@ una nueva enfermedad y la totalidad de

la comunidad cientifica internacional se lanzd a la




bisqueda del origen y etiologfa del nuevo sindrome,

Estudios inmunitarios revelaron que estos enfer-
mos padecian trastornos de las poblaciones de linfo-
citos T que se traducfian en un importante déficit de

la inmunidad celular.

Dicho trastorno consistia en una importante dis-
minucién os 'a poblacién de l'.nfocitos T helper/ in-
ductores (MASUR, H. y cols., 1.981; GLUCKMAN, J.C.

y cols., 1,985 ).

Se dedujo que la enfermedad era primariamente
debida a un agente inmunotdéxico que podf{a actuar aso-
ciado a una sobrecarga antigénica, ya que en la mayo-
r{a de los pacientes se descubrid con gran frecuencia
infecciones de tipo virico, dando lugar a la posterior
manifestacién de los diversos cuadros clfnicos carac-
teristicos del SIDA ijerivados del estado de deficien-

cia inmunitaria celular.

En la investigacién de la epidemiolog{a del

SIDA se comenzd por la identificacidn de los casos
clinicos mediante una rigida definicidén del concapto
de la nueva enfermedad. Tras el estudio de nuvuerosos
casos se lleqd a la identificacion del virus linfo-
trépico humano tipo III (HTLV III) como anente etio-
léaico del sindrome (POPOVIC, M. y cols., 1.984;
GALLO, R.C. y cols,, 1.,984; SCHUPBACH, J. y cols.,




1.9843; SARNGADHARAN, M.G. y cols., 1.984).

Previamente, investioadores del Instituto Pasteur
de Paris habfan suqerido que el agente stidldgico dsl
SIDA era el virus asociado a la linfadenopatia (LAV)
de la familia de los retrovirus humanos (BARRE-SINOU-
551, F. y cols., 1.983; BRUN-VEZINET, F, y cols.
1.984).

Parece ser jue ambos virus son idénticos, al
iqual que el virus aislado por el grupo de Levy en
San Francisco y denominado por ellos como virus rela-

cionads con el SIDA (ARV)., En todo caso las diferen-

cias serf{an minimas siendo virus intimamente rela-

cionados (LEVY, J.A. y cols., 1.984).

Recientemente se ha aceptado el nombre de virus
de la inmunodefciencia humana (HIV)para el agente
causal del SIDA, y con esta denominacién aparece en
las publicaciones de la OMS (Boletin Epidemiolégico

Semanal, N¢ 1,732 del 20-8-1.986).




I. EL AGENTE ETIOLOGICO DEL SIDA:

Numerosos agentes han sidc estudiados como po-
sibles causantes del SIDA: el nitrito de amilo o
afrodisiacos en hcmosexuales, alqgnos hongos, el vi-
rus de Epstein-Barr o el citomegalovirus. Sin embar-
qo, la especificidad de la afectacidn de una determi-

nada subpoblacidn de linfocitos T, hacia suponer gque

sélo un retrovirus (virus oncdgeno de RNA) podfa po-

sesr esta especificidad y ser responsable del SIDA.

El descubrimiento de los primeros retrovirus
humanos recresenta el fruto de una continua investi-
gacidn que comenzd hace més de 50 afios (GRCSS, L.

1.983).

Los retrovirus son muy conocidos en animales por
ser la causa de enfermedades de tejidos linfoides
(leucemias o linfosarcomas) e incluso de enfermedades
letales como el Visna o la anemia infucciosa equina.
En los gatos 3l virus de la leucemia felina (FELV)
ocasiona inmunodepresién e incrementa la suisceptibili-
dad a numerosas infeccicnes oportunistas que resultan
letales (ESSEX, M, 1,975)., Los gatos infectados,
natural s experimentalmente, con el virus de la lsu-
cemia felina mostiraron evidencia directa de afecta-

cidn inmunolégica asi como atrofia timica, retraso




en el rechaze de injertos y respuesta humoral defec-

tuosa (TRAININ, Z. y cols., 1.,983).
A periir de estas observaciones se han identi-
ficado los retrovirus humanoc denominados virus HuLV

(virus linfotrépico humano de células T ).

£l HTLVIha =ido raconocidu como agente causante

de linfomas cutdneos como la enfermedad de Se€zary o

de una leucemia presente sobr: todo en Japdn, Africa
y Caribe llamada leucemia de células T del adulto
(pOIESZ, B.J. y CUIS., 1.980)1

E1 HTLV II se aisld de una leu -.ia de células
peludas o tricoleucemia (KALYANARAMAN, V.S. v cols.,
1,982).

Estas y otras observaciones acerca de la bio-
logfa del SIDA y de las caracteristicas de los HTLV
I y Il llevaron a considerar la posibilidad de que un
retrovirus relacionado, aunque diferente d-. los ante-
riores, fuera el causante del SIDA. El hecho que los
HTLY nresentan Unicamente tropismo por las células T
helper, que el SIDA sea claramente una enfermedad de
esta poblacidn celular (SELIGMAN, M. y cols., 1.984)
y que el HTLV=I se transmita a través de estrecho con-
tacto fisico (sobre todo cortactos sexuales entre hom-

bres) y por transfusidén sanguinea, merecian una con-




LUpurgd 1

PROFICODADES COMPARATIVAS DE LOS RETROVIRUS HTLY=1,I1 y III.

PROPIEDADLS HTLV=1|HTLY=T1|HTLV=III

l.infectividad neneral Linfo. Linfe. Linfo.
2.Trofismo particular T4 T4 T4
3.Tamafio transcript~sa de reversién(RT)~100 K ~100 K ~100 K
4.Cat15n divalente de la RT Mo ++ Mg ++ Mg ++
5.Protefna central mis importante o 24 D 24
6.No fosfoproteina cerca del terminal

aminodcido de la protcina gag + e

.Epftope comdn de la cubierta +

8.Pp0limorfismo de la cubierta
9.Enftope comdn de la p 24
l0.Activacidén transcripcional de

transaccidn (TAT)
ll.Genes extra codificando la

funcidn Tat
12.Mecanismo de particidn doble que

origina un 3'mRNA de unos 2 Kb
13.Produce células gigantes multi-

nucleadas
l4.Altera la funcidn de la célula T
15.Efacto citnpédtico sobrz células T4

l16.,0rigen africano Probable 7 Probable

(Tomada de ROBCRT=-GUROFF, I,




siderable atencidn.

Aunaque la secuencia primaria de nucledtidos ha
mostrado solamente pequefics diferencias de homolegia
entre el HTLY=III/LAV y el HTLV I o el HTLVU-II (RAT-
NER, L. y cols., 1.985), éstas y otras caracteristi-
cas revelan similitudes bioldqicamente remarcables
entre los tipos de HTLV. Otras semejanzas incluyen
el pequafio tamafio de la protefna del core (p 24/25),
la propensidn de la tranescriptasa inverea por el ién
Mg++ y la presencia de un gen viral que regula la

transcripcidn (SHAW, G.M. y cols., 1,984).

£1 descubrimiento de factores de crecimiento,
como el TCGF (factor de crecimiento de células T) o
IL-2 (interleukina 2) permitié el cultivo "in vitro"
de los linfocitos y ls expresidn de retrecvirus detec-
tados por su transcriptasa inversaz en al desarrollo

del cultivg. Ellc hizo posible el aislamiento de un

tercer retrovirus denominado LAV por los franceses y

HTLV III por el grupc norteamericanc dsl profesor

Gallo (GALLO, R.C. y cols., 1.,984).

Los retrovirus son una familia de virus con
cubierta (envelop) portadores de una dnica hélice de
RNA como fuente de las informaciones de codificacidn
necesarias para su supervivencia. Su replicacidn
depende del uso de la maquinaria celular y de la in-

teqracién de su forma intermedia de hélice doble de




ONA (un provirus) en el DNA de la cédlula huésped.

Una de sus caracteristicas es aque estos retrovirus
portan en 8l viridn una enzima codificada por su
nenoma, la trarnscriptasa ce reversidn o transcriptasa
inversa, que les permite convertir su RNA de hélice

dnica en DNA (SODROSKI, J. y cols., 1.985).

Un retrovirus capaz de replicar contiene por lo
menos tres genes (gag, pol y env) dispuestas en dire-
ccidn 5-3' de transcripcién del genoma virico. El gen
gaq codifica las prcteinas del ndcleo virico (core)
que estin localizadas en la parte central del viridn
y asociadas con el RNA gendmicec; el gen pol codifica
la transcriptasa de reversidn (una DNA-polimerasa
RNA dependiente que transfiere la informacidn genética
del RNA al DNA) y el gen env codifica las proteinas
de la cubierta que median la unidn del virus con la
célu'a diana. Los tres genes retroviricos estén in-
cluidos en la estructura gendtica tipica de los re-
trovirus denominada "repeticidn terminal larga"

(LTR) que contiene la informacién necesaria para la

requlacién de la tranzcripcidn virica. Las LTR son

por consiguiente elementos cruciales en la modula-

cidn de la exprasidn virica.

El eciclo reproductive de un retrovirus se repre-
senta en la fiqur: 1. El viridn se une al receptor
de la membrana celular de las cédlulas diana con la

cubiertas y el RNA virico penetra en la célula. El




FIGURA 1

NUCLEC

(saliciy clead virus)

CICLD VITAL DE UN RETROVIRUS,
(Tomada de FRANCHINI, G, 1986 )




RNA virico se convierte an una hélice dnica de DNA

de extensidén completa mediante la transcriptasa de
reversidn que gueda envuelta en el viridn, y en DNA
de doble hélice por la polimerasa celular. Una vez
formado, el DNA de doble hélice adopta forma circular
y se integra en el DNA gendmico de la célula diana

o huésped (provirus). El provirus se transcribe en
RNA por la maquinaria de transcripcidn celular, las
transcripciones viricas se procesan apropiadamente y
los RNA viricos especificos para los genes gag, pol

y env se traducen en los ribosomas celulares, La
generacién de particulas viricas ocurre a nivel de la
membrana celular., Las proteinas viricas se unen en-
tre ellas e incorporan una transcripcién de RNA vi-
rico de longitud completa que se convertira en el ge-
noma de la futura generacién de virus., Las particu-
las viricas son liberadas entonces a través de un
proceso denominado "budding" que afecta a la membrana
celular. Los viriones maduros estan ahora listos

pera infsctar a otras células (FRANCHINI,G., 1.986).

Los retrovirus HTLV=I y HTLV=II transforman las
células T humanas, comportandosa como un virus trans-
formante agudo (POPOVIC,M. y cols., 1.984). Se cree
gue inducen la leucemia en adultous después de un lar=-
qo perfiocdo de latencia después de la infeccidn, al
iqual que el virus de la leucemia crénica. Los retro-

virus HTLV=I y HTLV=1I poseen ademas de los genes gag,

pol y env, los genes tat Iy tat II (requlador trans-
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HTLV=I/HTLY=11

HTLV-I11I

Representacidn esquemética del gencma de un retrovirus.

sVirus de Moloney de la leucemia del ratén (flo Mu LV).
##Virus del sarcoma de los simios (S5V).

(Tomada de FRANCHINI,G. 1986).




cripcional y transoperativo) que son necsesarios para
la funcidn replicativa virica y posiblemente repre-=
senten un papel principal en la transformacidn de

1-s células T. La leucemia inducida por el retrovirus
HT. V=1 se origina por la proliferacién de una Unica
célula(clona) tal como se deduce por la deteccidn de
una copia Unica de provirus integrado monoclonal en
las células leucémicas 10 que representa el estado

final de transformacién por HTLV-I.

La infeccidn por HTLV-1II se correlaciona con
una disminucidn de las células T-0KT4+ (helper/in-
ductoras) tanto in vitro como in vivo (FISHER,A.G. y
cols., 1,985). Mientras que la inmunodepresidén obser-
vada en enfermos con SIDA pudiera ser una consecuencia
directa del efecto citopatico del virus ejercido en
las células T, todavia no estd claro sl papel repre-
sentado por el retrovirus HTLV-III en la patogénesis
de varias de las manifestaciones clfnicas del sindro-
me. La clonacidn molecular y la secuencia de nucled-
tidos del HTLY=-1Ii (HANH,B.H. y cols., 1.984 ; RATNER,
l, y cols., 1.985) permitié la identificacidn de los
genes de la cubierta, de la polimerasa y de la protefi-

na central, as{ como la de 3 fragmentos de secuencias

(open reading frames) 3 orf, sor y tat-III que codi-

fican las proteinas de 27,23 y 14 kd respectivamente.
La proteina tat-II1 parece aumentar la expresidn del
virus en las células infectadas (ARYA, S.K. y cols.,

1.985) y puede que represente un importante papel en




FIGURA 3

Representacidn esquemitica del virus HTLV=-III,
(Tomada de £SSEX,M. y cols.,1985)




el mecanismo de replicacién virica, y quizas en el

efecto citopatico del HTLV-III en las células T.

Las funciones de las proteinas 3' orf y sor relativas

al riclo de la vida del virus o del metabolismo celu-
lar de las células infectadas esta por descubrirj en
al sujeto infectado por el HTLVU~III se hallan anti-

cuerpos frente a estos productos.

La astructura gendémica, la morfologia y las ca-
racteristicas bioldgicas revelan una homologia del
HTLU=I1I con los retrovirus animales de la subfamilia
lemtiviridae (virus de la anemia infeccicsa equina,
virus visna). Una caracteristica de estos virus es
que son capaces de sufrir un proceso de cambio gené-
tico que afecta al gen de cubierta del virus, carac-
teristica que hace que escapen a la respuesta inmune
del sujeto a través de un cambio en la antigenicidad

de la proteina de cubierta.

Varios de los retrovirus HTLV=III muestran una
diversidad gendmica que es mas pronunciada en el gen
de la cubierta. 5in embargo no hay evidencia defini=-
tiva que sugiera que las diferencias genéticas obser-
vadas conduzcan a cambios en las proteinas de la
cubierta de estos aislados del virus HTLV=III. Inclu-
so se ha demostrado que alaquna reaqifn del gen de la
cubierta esta bien conservaca en los distintos aisla-
dos del virus lo cual da unz relativa esperanza para

la consecucidn de una vacuna eficaz.




ANTIGENGS OEL HTLV=-III:

£l virus HTLV-I111 parece poseer 6 genes gue
puedan codificar proteinas o poli .rotefinas (MUESING,

m.A. y cols., 1.985):

El gen gag codifica una proteina de 55 kd que es pro-
cesada ulteriormente para dar origen a 3 proteinas,
de aproximadamente 24 kd, 17 kd, y 15 kd, respecti-

vamente.

El gen pol codifica la transcriptasa de reversiadn.

El gen sor (short open reading frame) codifica una

proteina de 23 kd.

£l gen tat, un fragmento de secuencia de unos 250 nu-

cledétidos, codifica una proteina de 14 kd.

El gen env codifica una glicoproteina precursora ds
160 kd que es procesada para producir dos glicopro-

teinas de 120 kd y 41 kd.

Por dltimo, el gen 3' orf codifica una proteina de

27 kd. (Ver tabla 1).

Recientemente, el Comité Ejecutivo de Taxonomfa de

virus, ha considerado que en adelante la denominacidn




para el retrovirus responsable del Sindrome de Inmu-

nodefiuiencia Adquirida serd: VIRUS DE L4 INMUNODEFI-

CIENCIA HumANA (HIV), sustituyendo las antariores de-

nominaciones LAV y HTLV=-III (Bcletin cpidemiolévico

Semanal N9).732 del 20-VIII-1,986).




ANTIGENDS MAYORES OEL HTLV=III QUE INDUCEN ANTICUERPOS.

Origen Procedimiento dptimo de

antf{gena  gendmico Inmunogenicidad deteccidén de anticuerpos

gag moderada wBIiC, IPIC, CIF.

gag moderada ELISA, WwBCV, WBIC, ICV,
1p1C, CIF,

Qag débil ELISA, WBCY, ICV.
env alta IPIC, MIF,
env alta IPIC, MIC.

env moderada/alta ELISA, WBCV,

3' orf baja 1PIC.

*JBIC: WUestern blot con homogeneizado de células infectadas,
IPIC:inmunoprecipitacidn con homogeneizado de células infecta=
das. CIF: inmunofluorescencia citoplésmica. WBCV: Western

blot con concentrado viral. ICV: inmunoprecipitacién con
concentradeo viral, MIF: inmunofluorescencia de membrana,

(Tomada de E5SEX, M., y cols., 1985)




PRO: {EDADES BIOLOGICAS DEL HTLV-II1

Los linfocitos de pacientes afectos de SIDA,
Complejo Relacionado con el SIDA (CRS) y de sujetos
pertenecientes a algdn grupo de riesgo para el sin-
drome suelen liberar el virus a las 2-3 semanas de

introducirlo en el medio de cultivo. Ourante éste

tiempo se produce una evidente disminucién de células

viables, espscialmente OKT4+ (helper/inductoras).

As{ tambiédn, cuando se infectan las células mononu=-
cleadas de sujetos normales sanos con HTLV-I1I, el
virus sale de las células gigantes hacia los 7-14

dias después de la infeccidén, formiandose células gi-
qgantes mononucleadas y perdiéndose las células viables,
Este efecto citopitico es més rapido y destructor so-
bre las células OKT4+ : las células infectadas liberan

pronto el virus y mueren en pocos dias.

In vivo, el virus sdlo se recupera de linfocitos
OKT4 + de pacientes infectados. In vitro, las dnicas
células que se pueden infectar son los OKT4 + y no
los OKTB+ . Sin embargo se ha visto que el virus
puede estar en otras células como son linfocitos B,
monocitos, células microgliales del cerebro y células
dendritico-foliculares de los ganglios linfaticos
(KLATZMANN,D. y cols., 1.986). Se piensa que éstas
poblaciones celulares pueden ejercer una funcidn da

reservorio del virus en el organismo, Por otro lado,




ESPECIFICIOAD OEL TRGPISMO CELULAR DEL HTLV=III.

Prasencia de Replicacidn
antfgenc o de wviral en Céiulas
particulas células

Tipos celulares virales normales

Linfocitos T:

-T helper/inductores......* <+
-T supresores/citotdxicos.. __
Linfocitos Blesececcoccccece 4

Células dendritico-folicu-
leres(ganglios linfdticos).. 4

Células microgliales
cerebrales ooo.nnoo;ao---ogo-._

Monocitos/macrdfanos eeceees

(Tomada de KLATZMANN, D. y cols., 1986)




cada tropismo da lugar a los signos de la infeccidn:

-0KT4+ : inmunodeficiencia.

-células microgliales: lesionms ceretrales.
-linfocitos B : linfoma de células B.

~células deadritico-foliculares del reticulo linfono-

dular (ganglios linfaticos) : linfodenopatias.

Se desconocen los mecanismos respcnsables del
efecto citopatico del HTLU-1II1 sobre las células in-

feccadas, especialmente las OKT4 + . Se ha sugerido

que las cdlulas infectadas por HTLV=I11 son capaces

de liberar sustancias inmuncrequladoras que suprimen
la funcidn de las células T y de otras del sistema
inmune {LAURENCE, J. y cols., 1.984). Los experimen-
tos demuestran que los sobrenadantes de cultivos huma-
nos infectados con HTLV=III contieren sustancias ca-
paces de suprimir 'a activacidn y maduracién de las
células T y B, aungue se ignora la significacidn de

est2s observaciones (GALLO, R.[. y cols,, 1.984).

Se ha visto que la molécula T4 es un receptor
especifico para el HTLV=-III lo que se demostrdé porgue
los anticuerpos mcnoclonales frente a los diferentes
epftopes de le molécula T4 previenen la infeccidn de

los linfocitos T helper/inductores por el HTLV-III.

También se ha observado una estrecha relacidn

entre la glicoproteina de cubierta del virus y la mo-




lécula reconocida por el anticuerpo monoclonal OKT4.
Los pasos en la infeccidén por el HTLU-III son la ad-

sorcion y luego la penetracidn. La activacién de los

linfocitos infectadcs es necesaria para la replicaciédn

viral, de lo que resulta qus los estimulos antigénicos

dan lugar a la replicocifn del virus.

La fusidn de las células infectadas, con la pro-
duccién de células gigantaes multinucleadas, se debe
a la interaccidn entre proteinas virales, expresadas

en la membrana de las células productoras de virus,

La molécula T4 es enmascarada por protefnas so-
lubles virales libres producidas en grandes cantidades
después de la lisis celular, Estas proteinas solu-
bles san responsables de la disminucidn de la capa-
cidad de proliferacién de los linfocitos, secrecién
policlonal de inmunoglobulinas por los linfocitos B
y disminucién da la respuesta a los activadores poli-
clonales de las células B como PUM y virus de Epstein-
Barr. El dltimo resultsdo de la replicacidén viral es
la produccidn ce numerosas partfculas virales viables
que infectan otras células, El répido aumento de los
linfocitos T supresores citotéxicos es sugestivo de
una respuesta especifica proliferativa frente a las
células infectadas por el virus (KLATZMANN, D. y cols,
1.986).




En la actualidad se sabe que el virus es sen-
sibla a la mayoria de los germicidas quimjcos que
se usan en los hospitales y se ha visto que el HTLV
111 muere a concentraciones mas bajas que las que usan

gn la practica diaria.

Los procesos que se usan para la produccién de
la vacuna de la hepatitis B a partir del plasma huma-

no han demostrado que inactivan el HTLV-III.

El1 virus se inactiva mediante etanol al 20%,

hipocloritn sddico al 0,2%,0lutaldehido al 1%, 3ter,

y otros agentes. El virus es sensible al calor, me-
diante la exposicién a 569C durante 30 minutos se re-
duce la infectividad por lo menos dos logaritmos, pe-
ro es relativamente sensible a las radiacionses joni-
zantes vy a los rayos ultravioletas (Bol. epidem, se-

manal. n?. 1,726).




11. EPIDEMIOLGGIA DEL SIDA

1. DEFINJCIONES IMPORTANTES:

Infeccidn grave por microorganismos oportunistas
o sarcoma ds Kaposi en sujstos gue no presentan causa
conocida de inmunodeficiencia ni estan sometidos a
tratamiento inmunosupresor (C.D.C, 1.982). Se exclu-

y@ @l sarcoma de Kaposi gque aparece en personas ma-

yores de 60 afios y por el contrario también puede in-

cluirse an la definicién el linfoma primario del sis-
tema nervioso central y, en ciertas circunstancias,

el linfoma de Burkitt (Tabla 3 ).

-SIDA PEOIATRICO:

La definicidén de SIDA es aplicada a los nifios
menores de 13 afies excluyendo las infecciones congé-
nitas y los estados de inmunodeficiencia congénitos

(Tabla 4 ).

-COMPLEJO RELACIONADO CON EL SIDA (CRS):

Incluye una serie de alteraciones que suelen
estar presentes en sujetos con linfodenopatia gene-

ralizada persistente, los cuales constituven un gru-




po con una probabilidad mas acentuada de desarrollar

SIDA en el futuro (Tabla 5 ).

~-ANDMALIAS INMUNOLOGICAS SUBCLINICAS:

Designa una serie de anomalias que se manifies-
tan con cierta frecuencia en sujetos asintomaticos
pertenecientes » grupos de alto riesgo y que se han
empleado comc marcadores alternativos de SIDA en nu-
merosos estudius epidemioldgicos (BIGGAR, R.J. y cols.,
1.984; KORNFELD, H. y cols; 1.Y82).

El marcador inmunolégico que parece ser mas sen-

sible y especifico para HTLV-II1 es la presencia de

una cifra baja de linfocitos T helper/inductores, con-

siderandose claramente bajas las cifras inferiores a
400 células/mm> (FAHEY, J.L. y cols., 1.983). Como
consecuencia de ello, la relacién de linfocitos T hel-
per o inductores a supresores o citotéxicos es por lo

general inferior a 1.

Otrass dos anomalias inmunolégicas adicionales
que no se emplean como marcadores epidemioldaicos pe-
ro que pueden ser Utiles para definir la historia
natural de la infeccién por el HTLV-III son la pre-~
sencia de interferdén alfa=acido-labil circulante y
la elevacidn de la cifra de Beta-2-microglobulina

sérica (ZOLLA-PAZNER, S. vy cols., 1.984).




Definicién de los Centers for Disease Control (1982).

Aparicifn de una enfermedad gue traduce un defecto
de la inmunidad celular en una persona en la gue no
existe causa conocida que justifioue dicha inmunode=-

ficiencia. Entre las enfermadades se incluyen:

-Sarcoma de Kaposi {(an menores de 60 afios).

-Linfoma primario del sistema nervioso central.
-Neumonfa por Pnumocystis carinii.

-Enterocolitis por Cryptosporidium, de mas de 4
samanas de duracién,

-Esofaqitis por Candida albicans, citomegalovirus,
o virus del Herpes simple,

-Leucoencefalopatfa multifocal progresiva,

-Herpes simple mucocuténeo muy extendido, de més

de 5 semanas de duracifn,
-ieumonfa, meningitis o encefalitis por uno o mis
de los sigquientes anentes:

Asperaillus, C, albicans, Cryptococcus

neoformans, citomegalovirus, Nocardia,

Strongyloides, Toxoplasma gondii, Zygomycosis

o micobacterias at{picas (excluyendo la

tuberculosis y la lepra).




CRITERIQS OIAGNOSTICOS REVISADOS

(C.0.C. Atlanta, 1.985).

Ademas de los indicades en 1.982:

A) En ausencia de infecciones oportunistas requeridas

B)

previamente:

Todos loc pacientes HTLV II1/LAV seropositivos

con:

l.Histoplasmosis diseminadae (no limitada a gan-
glios y pulmén) diagnosticada por cultivo, se-

rologfa o dateccién de antfgeno.

2.1lsosporiasis con diarrea crénica diagnosticada

por histologia o cultivo de heces.

3.Candidiasis pulmonar o bronquial diagnosticada
por histologia o caracteristicas placas blan-

quecinas bronquiales (no sélo por cultivo).

4.Linfoma de Hodgkin de alto grado (difuso, indi-

ferenciado) y de células B o de fenotipo inmuno-

légico desconocido diagnosticado por biopsia.

Neumonitis intersticial linfoide en nifios menores
de 13 afios diagnosticada histoldqicamente, con

HTLY III/LAV positivo.




Neoplasia linforreticular maligna diagnosticada
3 mases después de infeccidn oportunista exigida

como marcador.

Seran excluidos los casos con:

-HTLV III/LAV seronegativo.
-Ausencia de descenso de linfocitos T helper/in-
ductores.

-Ausencia de inversién del cociente T4/T8.

¥5i no se han podido realizar estas pruebas, los

pacientes que cumplen los otros criterios seran

incluidos.




TABLA 4

SIOA PEDIATRICO

Definicidn provisional de los Centers for Disease Control

(1982)

Idéntica que la del SIDA en adultos con las siguien-

tes modificaciones:

-Se deben excluir las siguientes infecciones congéni-

tas:

1.Toxoplasma qondii en pacientes de menos de un mes

de edad,

2.Virus del Herpes simple en pacientes de menos de un

mes de edad.

3.Citomegalovirus en pacientes de menos de 6 aeses de

edad,

-5e deben excluir los sigquientes trastecrnos especf{fi-

cos de los nifos:

l.Enfermedades de inmunodeficiencia primaria: innauno=-
deficiencia grave combinada, sindrome de Di George,
sindrome de Wiskott-Aldrich, ataxia-telangiectasia,
enfermedad injerto contra huédsped, anomalfas de la

funcidn de los neutréfilos, nasutropenia, agammaglo-




bulinemia con aumento de IgM.

2 .Inmunodeficiencia secundaria asociada con tratamien-

to inmunosupresor, enfermedad maligna linforreticu-

lar o ayuno.




COMPLEJO RELACIONADO CON SIDA

Definicidn de los Centers For Disease Control (1,982).

Cualquiera de los datos clinicos siguientes (mini-
mo: dos) que deben astar presentes desde hace trses

meses 0 mas:

~-Linfadenopatfa: ganglios de m&s de 1 cm. de dia-

metro en dos o mas localizaciones extrainguinales.

-Pérdida de peso mayor del 10% del peso corporal

o mayor de 7<8 Kg.

~-Fiebre superior a 382C continua o intermitente.

=PDiarrea.

-Fatiga.

-Sudores nocturnos.

Cualquiera de loe datos de laboratorio siguientes

(mfnimo: dos):

-Células T helper menor de 400/mm3 ,




-Cociente T4/TB menor de 1.

3
-Leucopenia (menos de 4.800/mm .

-Trombopenia (menos de 150.800/mm3).

-Anemia (hematocrito 31-39%).
-Arergia en pruebas cutaneas.

-Depresién de la blastogénesis (fitohemaglutinina).




2. GRUPOS DE RIESGO DE SIDA:

2.1,~Varones homosexuales activos:

Hasta ahora constituyen el grupo de riesago mas

numeroso, por lo menos en Estados Unidos.

2.2.-0Orogadictos por via parenteral:

£1 nimero de casos de SIDA en este qrupo de ries-
go ha aumentado con gran rapidez por lo que se
estima que la incidencia del sindrome en droga-
dictos es probablemente tan elevada como en los

homoserxuales activos.

2.3.~-Haitianos.

2.4.-Hemofilicos.

2.5.-Receptores de transfusiones sanguineas.

2.6.-Contactos heterosexuales de personas con

con riesqo de éste.

2.7.-Hijos de padres con SIDA o con riesgo de €l.

Factores de riesgo del SIDA (Tabla 6):

2.1. Varones homosexuales:

De los 5 primeros casos de neumonia por




P. carinii en jdvenes homosexuales de Los Angeles, 2
de ellos mantenian relaciones promiscuas y todos ellos
habian empleado drogas estimulantes inhaladas (GOTTLI-
£8, M,S. y cols., 1.981). En los estudios realizados
an varones homosexuales de Los Anneles, San Francisco
y Nueva York se comprobd que el Factor de riesgo mas
importante para sl SIDA era el nimero de parejas ho-

También se comprobd que las alteracionss en las
células T guardaban relacidn con el nimero de parejas

homosexuales (KORNFELD, H. y cols., 1.982).

Los estudios de seropositividad para HTLV III
también demuestran que dsta se asocia estre-hamente
con el ndmera de parejas homosexuales (GOZDERT, J.J.

y cols., 1.984).

Actualmente no se cree que el consumo de drogas
inhaladas, como los nitritos de amilo y butilo, au-
mentan el riesgo de SIDA, sino que constituyen un
indicador de una frecuente realizacidn del coicto anal,
prictica oue se relaciona claramente con el sarcoma
de Kaposi y con la seropositividad para el HTLV-III

(MELBYE, M. y cols., 1.984).

En resumen, puede afirmarse gue los dos factores

de riesgo mas importantes para la infeccidn por HTLV
111 en varones homosexuales son el coitoc anal pasive

y las numerasas parejas homosexuales,




2.2. Drogadictos por via parenteral:

En Nueva York al SIDA aparecid en los drogadir -
tos parenteralss cssi simultaneamente con los varones
homosexuales. Un elevado porcentaje de pacientes con
SIDA son homosexuales gue tawbién son drogadictos por

via parenteral.

€] factor de riesgo principal en éste grupo es

la transmisidn del HTLV-III por el uso repetido o co-

min de agujas contaminadas de sangre (ROBERTSON, J.R.,
y cols., DES JARLA1S, D0.C. y cols., 1.985).

£! sequndo grupo de riesgo para el SIDA, en nd-
mero de casos, as el de los drogadi-tos intravenosos.
De los 9.500 casos de SIGA reaistrados en los COC
hacia Abril de 1.985, 1,573 (16%) tenian el uso de
drogas iniravenosas comn factor de riesgo primario.
En 850 casos (9%) coexistfan la homosexualidad y 1la
drogadiccidn parenteral como factores de riesqgo.
Estos porcentajes se han mantenidc relstivamente es-
tables a lo largo de la epidemia (SEL1K, R.M. y cols.,
1.984). Los casos de SIDA en drogadictos intravenosos
han estado concentrados en el area metropolitana de
Nueva York. De los casos en los que el uso de drogas
es 8l factor de riesgo primario, 1.268 (8l%) se loca-
lizan en 3 estados; Nueva York, Nueva Jersey y Conne-

ticut. Sin embtaroc, en ciudades comc San Francisco




o chicago, con un aqran nimero de drogadictos, la sero-
positividad para el HTLV-I11/LAV sdlo aparece en un

10% de estos sujetos.

La transmisidn del SIDA dentro de este grupo
parece ocurrir a través de la transferencia de peque-
%as cantidades de sanore durante el intercambio de

agujas.

Por otra parte los drogadictos aparecen como un
puente hacia ctros grupos de riesgo para desarroller
SIDA: hijos de padras o madres drogadictos, que se
infectan en el dtero materno (THOMAS, P.A. y cols.,
1.985) y parejas heterosexualss, qrupo compussto por
sersonas cuyo Gnico factor de riesgo conocido para el
SIDA es la actividad heterosexual con miemiros de un

arupo de riesgo identificado previamenta.

Por lo tanto, el control de la spidemia de SIDA
dabe incluir el control dentro del grupo de drogadic-

tos intravenosos, tanto poi su aran nimero como por

ser una via de contanio para los no drogadictos.
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2.3. Haitianos:

No existen pruebas de gue los sujetos originarios

Je Hait{ posean un mayor riesgo de SIDA ni de gque el
SIDA se originara en Hait{ o de gue los turistas ho-
mosexuales nortsamericanos importaran el HTLV=-1I1 de
este pafs. S5in embargo es cierto que la incidencia

de SIDA en los Haitianos que emigraron a Estados Uni-
dos después de 1,978 es muy superior a la que se en-
cuentra entre los que emigraron con anterioridad a

esta facha (HARDY, A.M., y cols., 1.985).

En Hait{ el SIDA es una enfermedad nueva que
apareci§ al comienzo de nuestra década y que se con-
centra en las principales ciudades de la isla: Puerto
Principe y Carrefour (PAPE, J. y cols., 1.983; MALE-
BRANCHE, R, y cols., 1.983).

Los estudios realizados sugieren que la trans-
misidn se produce por contacto sexual, tanto de tipo
homo como heterosexual (una cuarta parte de los pa-
cientes con SIDA son mujeres) y por via parenteral,
aunque 8n un escaso porcentaje se debe al consumo de
drogas (gran pobreza del pais) y entonces se explica

por el uso de agujas contaminadas que hacen los curan-

deros para inyectar diversos farmacos y sustancias

desconocidas (PAPE, J. y cols., 1.985).




2.4, Hemofilicos:

La aparicién de SIDA en hemofilicos que no nre-
sentaban ningldn otro factor de riesgo did consistencia
a la hipdtesis gue propugnaba que el agente del SIDA
era similar en su transmisidn al virus de la hepatitis

B (VHB).

£l tratamiento bésico de la hemofilia grave con-
siste en concentrados de factores de la coagulacidn
derivados rel plasma, que se consiguen con plasmas
reunidos de miles de donantes. A pesar de los contro-
les, estos concentrados tienen niveles bajos de VHB
por lo que casi todos los receptores tienen seropo-

sitividad para la hepatitis B.

£s obvio pensar, pues, que 1o0S concentrados de
factores de coaqulacidn son un vector de tranomisidn
del virus del SIDA (GOEDERT, J.J. y cols., 1.985;
MELBYE, M., 1.984),

La inciden.ia del SIBA es mucho mayor en los
pacientes con hemofilia A que la registrada en enfer-
mos con hemofilia B, Ello es debido a que la hemo-
filia A es méas grave y requiere un tratamiento mucho
mie intenso con factor VIII, aue ademés parece tener
mayor capacidad de transmisidn para el HTLY II1 que

el factor IX utilizado en el tratamiento de la he-




mofilia 8 (OLLERO, M. y cols., 1.,985).

La evidencia de que es el factor VIII (sus con-
centrados) el vector del HTLV III se tuvo cuando se
comprobd la ausencia de asnticuerpos anti HTLV 1II en

hemofilicos tratados con conc2antrados de factor VIII

previamente calentados (ROUZIOUX, C y cols., 1.99%5).




?2.5. Receptorss des transfusiones y otros productos

sanquineos:

Los primeros casos de SIDA en receptores de san-

gre sin otro facto1 de riesgo fueron estudiados dete-

nidamente (CURRAN, W.J. y cols., 1.984) y se cemprobd

que los donantes correspondientes craza ssropositivos

para el HTLV-III {JAFFE, H.W., y cols., 1.984).

La incidencia de SIDA guarda relacidén con el
nimero de transfusiones recibidas (HARDY, A.M. y cols.,

1.985).

Hacia 1.983 se recomendd gue todas las personas
que pertenecieran a algin grupo de riesgo se abstuvie-
ran de donar sangre y a partir de 1,985 en la maeyoria
de los bancos de sangre se analizan los anticuerpos
ant{ HTLV 111 de los donantes para excluir las unida-
des oue son seropositivas segin la prueba de ELISA

anti HTLV III (WEIS5, S.H. y cols., 1.985).

Con ello se logr -4 raducir la incidencia de
SIDA asociado a transfusiones aunque cabe recordar
que se ha aislado el virus de sujetos seronegativos

(GROOPMAN, 1.E. y cols., 1.984),




2.6. Contactos heterosexuales de personas con SIDA o

con riesgo de €él.

Se ha observado SIDA en las parejas haterosexua-
les femeninas de varones bisexuales, drogadictos pa-
renterales y hemofflicos (HARRIS, C. y cols., 1.983;
KREISS, J.K. y cols., L.985).

£1lo parece indicar que el HTLV III se transmite
también por via vaginal, pasando tanto de varén a
hembra coma viceversa; en este sentido, un estudio
del Or. Redfield, del Centro Médico Militar Ualter
Reed, demuestra que 15 de 41 sujetos con HTLV-IIIl
adquirieron dicha infeccidn de parejas del sexo opues-
to. De los 15 pacientes que contrajeron el HTLV-III
el 33% (5) eran mujeres y el 66% (10) eran hombres
(REDFIELD, R.R. y cols., 1.985).

Dtros estudios demuestran la transmisidn hete-
rosexual en mujeres que fueron inseminadas artifi-
cialmente con semen de portadores asintomaticos del

HTLV III (STEWART, G.J. y cols., 1,985).

También se ha encontrado HTLY III en secreciones
cervicales (WOFSY, C. y cols., 1.986; VOGT, M.UW. y
cols., 1.986).

Estos y otros hallazgos indican claramente la

viabilidad de este modo de transmisidn nor lo que




las personas sexualmente activas deberan tamar precau-

cionee acerca de los riesyos potenciales que repre-
sentan los contactos heternsexuales con otras personas

nue no sean la pareja habitual.




2.7. Hijos con padres con 3IDA o con riesgo de 8l:

£l denominado SIDA pedidtrico comienza a mani=-
festarse entre los 6 y 20 meses de edad en la des-
cendencia de padres con alto riesgo del sindrome
(THOMAS, P.A. y cols., 1.984; OLESKE, J., 1.986).
£1 momento du la infeccidn adn no estéd claramente

determinado,

MEDIOS DE PROPAGACION:

Se ha aislado el HTLV III en sangre, semen,
saliva (CURRAN, J.W, y cols., 1.985), ldorimas (FUJI-
KAWA, L.S. y cols., 1.985), leche de mujer (THIRY, L.
y cols., 1,985) y secreciones vaginales y cervicales.
La transmisidn de la infeccién sélo ha podido relacic-
narse de modo definitivo con el semen, la sangre y
los productos hematcldqgicos, aunque también hay clara
evidencia de transmisidn a varcnas de mujeres infec-

tadas.

En la saliva el virus se encuentra de forma ex-
cepcional y a titulos bajos lo oue explica la ausen-
cia de transmisidn por esta via (SAVITEER, S.M. y
cols., 1,985),

Hay pruebas siqnificativas de oue la infeccidn




nor HTLY III no se propaga a través de los contactos

domésticos no sexuales de los pacientes con SIDA

(FRIEDLAND, G.H. y cols., 1.986)ni por contactos so-

ciales circunstanciales, lc cual se demuestra en que
las pruebas del anticuerpo HTLV III han sido siempre
negativas en los contactos famjliares habituales que
comparten el bafio y la cocina con personas de alto
riesco, personal de hospital que cuida de los pacien=
tes con SIDA y personal de laboratorio que maneja

muestras bioldgicas de alto riesgo.




Grupos y factores de riesgo Direccién de la aso-

ciacién con la sero-

pogi;iuidad HTLY III

Varones homosexuales:

Nimero de parejas ======e==== ————————
Coito anal pasivo

Coito anal activo

Contacto homosexual

en zona de alto riesgo

Drogadictos parenterales:

- Proximidad a regidn endémica -—-—-----?

- Inyecciones frecuentes ?
Hemofilicos:

- Dosis de factor concentrado =====e===-
- Productos plasmaticos no

comerciales

Receptores de sangre:

¢

- Nimero de transfusiongs ===eccecc—em- c—==

- Donante de grupo de riesgo




Otros qrupos:

Contacto heterosexual con
miembro de grupo de riesgo
Ndmero de contactos
heterosexuales

Frecuente contacto con

prostitutas =-=-- - = e ?
i

Transfusiones de sangre - -
Exposicidn a pinchazos con

A0HIAS HAROAS sowsininind s smen e i
Padres de grupos de

alto riesgo

Haitianos, Africanos, sujetos heterosexuales y miembros

de familia.

TABLA 6

Factores de riesgo para la seropositividad al HTLV=-

111.
En: De vita, V.T. y cols. Salvat. 1.986.




Grupo Casos.B4 Caso0s.85 % Incremento

Homosexuales

drogadictos i.v.

Homosexuales,

Drogadictos i.v.

Hemofilicos,

Contactos hetero-

sexuales,

Receptores de

Transfusiones.

Riesgo no identifi-

cado.

Nacidos fuera de

U.S.A.

TABLA 7

Casos de SIDA reportados por grupos de riesgo y porcen-
taje de incremento anual en U.S5.A. MMWR, Jan 17,

1.,986. vol, 35/ No. 2, pg. 19.




Muertes conocidas.

\\

8 85 g6 *

‘ANUS(periodos de 6 meses).
*Datas incompletos.

TABLA 8

Casos de SIDA y muertes conocidas en USA segin los
Centers for Disease Control.January 13, 1986,




3. HISTORIA NATURAL DE LA INFECCION POR HTLU=III.

Una vez que el HTLV=Iil ee intrndure en una
persona susceptible, dsta se convierte en un nortador
sana, como sugieren los estudios de cultivos virales
an miembros cde grupc- de riesqo donde ha sido repor-~
tade al asislamients de virus en susencia dec anticuer-

ocs (SALAHUDDIN, S.Z. y cols,, 1.9%4). En estos su-

jetos, unas pocos linfocitos T helper/inductores son

infectados (en éste sentido se piensa que la infeccidn
del virus ocurre mas eficientemente cuando se trans-
miten linfocitaos infectados, cada uno de ellos capaz

de li.erar miles de partficulas virales). La repli-
cacién viral ocurre sélo después de su activacién, un
evento improbable de suceder hasta que los T-linfocitos
necesi' en ser esneci{ficamente estimulados por su re-

ceptor antigénico.

Se piensa que éste estado de portador sano tie-
ne una duracidn prolongada (FRANCI3, O0.P. y cols.,
1.985). Durante este periodo el virus se va repli-
cando en sucesivas estimulaciones antigénicas de cé-
lulas infectadas, aumentando el nimero de células
infectadas y la probabilidad de que otras células
ademfs de los linfoeitos T helper/inductores puedan

ser infectadas.

La produccidn de anticuerpos, como respuesta




del hudsped a la infeccidn, se ha estudiado en chim-
pancés., A las 4=5 semanas de la inoculacidn, todos
los animales producen anticuerpos tipo IgG especificos
contra el virus y en la mitad de los animales la res-
puesta de IaoG va precedida por una respuesta de IgM.
En humanos, estudios recientes indican que el periodo
de incubacidén entre la infeccién y la ssroconversién
(al periodo de tiempo al final del cual un paciente

produce anticuarnas frente al virus) puede ser tan

corto coma 4 semanas y tan larqo como 47 dias después

de la exposicidn al HTLV-11I. En las exposiciones
parenterales parece que el intervalo mas probable
para el desarrollo dc anticuerpos oscila entre 4=7
semanas. ©n el caso de la transmisidn sexual, el
nurioda de latencia no se conoce mejor (MELBYE, M.

1.986).

Los sinteomas asociados a la infeccidn pueden
aparecar tras un corto periodo de tiempo tras la in-

feccidn o mucho més tarde (inclus3 afios).

As{, nuede producirse, a veces, coincidiendo
con la saroconversidn, una enfermedad transitoria de
tipo aripal o similar a una mononucleosis infecciosa
(COOPER, D.A. y cols,, 1,985). Esta enfermedad puede
manifestarse por fiebre, sudoracién, mialgias, males-
tar general, molestias de garganta, cefalea, artral-

nias, nauseas y exantema.




No todn: los postadores sanes con anticuerpos
positivos, por razones todavia no determinadas, de-
sarrollan manifestacicnes subclinicas y clinicas de
inmunodeficiencia. Alnunos de los sujetos que son
sercpositivos durante largo tiempo pueden mostrar
caracteristicas clinicas y constitucicnales tales co-
molinfadenopat{a persistente, diarrea, sudaracidn
nocturna, dlceras bucales y herpes zdéster (GOEDERT,

3.3, v eala,, 1.904),

En un porcentaje de estos sujetos, las infeccio-
nes miltiples o aloestimulaciones aumentaran finalmente
la replicacidn viral. Cuandc los macréfagos estén
involucrados, la replicacidn viral probablemente se
incrementa porque estas células son mas a menudo esti-
muladas (no espec{ficamente) gue los linfocitos. El
progresivo aumento de la replicacidn viral incremen-
tard el deterioro del sistema inmune. Los linfocites
3 seran afectados a través de su requlacidn por los
linfocitos T helper/inductores pero también por el
efecto de las proteinas virales solubles., Se esta-
blece un egquilibrio, con el virus replicdndose y ata-
canda nuevas células, por un lado, una reaccidn in-
munitaria en otro e inmunodeficiencia en proagreso.
Este frigil status quo puede subsistir hasta que la
replicacidn aumenta ranidamente, como sucede por ejem-
nlo cuando células transformadas por el virus de Eps-

tein-Barr comienzan a infectarse, constituyendo un



un reservorio para la nermanents y activa replicacian,
que contribuird a la activa destruccidn final del sis-
tema inmune y a la continua diseminacidén del virus a
otros drganos. Las infecciones oportunistas y los
tumores pueden entonces desarrollarse estableciéndose
el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida con todos

sus atributos (KLATZ=MANN, D. y cols., 1.986).

£l porcentaje de sujetos seropositivos que desa-

rrollan SIDA es desconocido, aungue hay algunos datos:

Las comunicaciones iniciales sobre varones homese-
xuales en Dinamarca y Nueva York indicaron que de
un 9 a un 14% de ellos habfan desarrollado SIDA

en un perfodo de 2 afios de seguimiento (MELBYE,

M. y cols., GOEDERT, J.J. y cols., 1,984).

En otro grupo de varones homosexuales de San fran-

cisco, el 6,4% de individuos seropositivos duran-

te mids de 5 afios desarrollaron SIDA, y otro.ZS,B%

desarrollaron linfadenopatfa. (JAFFE, H.U. y cols.,
1.984).

De 281 individuos seropositivos la incidencia de
SIDA a los 3 afios era de 34% entre los homosexu =-
les y del 16% en un grupo de nemofilicos y oroga-
dictos parenterales. (GOEDERT, J.J. y cols., pen=

diente de publicacién).




La estimaci3n del intervelo transcurrido entre la
axposicidn al virus y el desarrollo de la enfermedad
indica que el periodo de incubacidén es largo. En 18
pacientes con S5IDA que habfan sido probablemente ex-
puestos a partir de una transfusién de sangre, la

media del tiempo transcurrido entre édsta y 8l diaag-

néstico fue de 28 mesas (CURRAN, J.M, y cols., 1.984).

En 24 homosexuales de San Francisco fue de 43 meses
(JAFFE, H.W. y cols,, 1,985). En la primera infancia
el SIDA parece tener un periodo de incubacién mucho

menor (VILMER, E. y cols.,, 1.984).




FIGURA 5

HTLY=-I11

|

Portador sano seronegativo

l

Portador sano seropositivo

§

Altzaraciones inmunes subclinicas

linfadenopatia

ESTIMULDOS
ANTIGENICOS
REPETIDOS

<€

Historis natural de la infeccidn por HTLV-III

(Modificado de Blattner W.A. y cols., 1.985).




4. EL SIDA EN ESPANA:
En 1,983 el Ministerio de Sanidad y Consumo
cred la Comisidn Nacional de Trabajo sobre el SIDA,
una de cuyas funciones era unificar criterios para
disnynosticar los posibles casos del sindrome. Se
adopté la definicidn de los Centars For Diseass Con=
trol y se elabord un cuestionario con datos clinicos,
analiticos v epidemioldgicos. La comisidn examina
los protocolos que recibe y sigue los casos diagnos-

ticados definitivamente como SIDA.

£1 primer caso de SIDA detectado en Espafia fue
el de un vardn homosexual en Barcelona (VILASECA, J.
v cols., 1.982), A partir de 1,983 el nimero de cases
se ha ido casi duplicando hasta llecar a los 83 casos
diaanosticados hasta Diciembre de 1,985. De ellos
un 60% fuzron diagnosticados en ese afo. La tasa
total es de 4,6 casos por millén de habitantes, que
coloca a Espafia en una pnsicidn intermedia en cuanto

al ndmero total de casos en relacifn a los demis pai-

ses europeos (10 por millén en Bélgica a 0,9 por mi-

116n en Italia y Grecia) y equiparable a la situacidn

de Alemania (4,5 por millén).

De los 83 enfermos, 78 son varones (94%) y 5
son mujeres (6%). La mavoria tienen entre 20 y 40

afios., Todos los enfermos, salvn uno, de edades en-




tre 1 y 18 afos son hemofilicos. Hay 2 enfermos me-
nores de 1 afio que son hijos de madres que consumian

drooas por via intravenosa.

For arupos de riesqo los homosexuales son 25

(30%), teniendo en cuenta que 3 de ellaos son también

drogadictos intravenoasns; 36 drogadictos intravenosos

(43,4%), 17 son hemofilicos (20,5%), 2 hijos de ma-

dres drogadictas (2,24%) y sin factor de riesgo cono-

cido, 3 (3,6%).

Llama la atencidn que el arupo de riesgo mayo-
ritario sea al de drogadictos intravenosos, cuando
en los Estados Unidos es el de varones homosexuales
y la elevada proporcidn que representan los hemof{li-

cos entre los casos de SIDA detectados.

Por provincias las que cuentan con mis casos
son Madrid (25) y Barcelona (20). Les siguen Gui~-
pizcoa, Sevilla y Valencia con 5 casos y con uno se
encuentran CAdiz, Cantabria, Cdrdaba, Huelva, La Coru-
fia, Milaga, Mallorca, Murcia, Navarra, Pontevedra,

Toledo, Valladolid y Vizcaya.

De los 83 enfermos han fallecido 60 ''etalidad
del 72,3%). La mortialidad aumenta con los . ..Us de
gvolucidn siendo del 100% para los diagnosticados en
1.981 y 1,982, 87,5% en 1,983, 80% en 1,984 y 65% en
1.985,




En cuanto a la patolonia presentada las infeccio-
nes oportunistas son la forma mis frecuente (78,3%),
sobre todo la neumonia por Pueumocystis carinii. El
Sarcoma de Kaposi se presenta en el 21,8% de los casos,
sobre todo en homosexuales, no habiéndose encontrado

en ningdn hemnfilico.

Podemos afirmar que el nimero de casos ce SIDA
en Espafia es reducido si lo comparamcs con Estados
Unidos: el SIDA ha llegado a Espafia con algunos afios

de retraso y su expansidn es mas lenta.

£n Espafia el grupo de riesgo mas importante es

el de los droacadictos intravenosos (43,4%), mucho mis

elevado aque en Estados Unidos (17%) y que en Eurona
(3,9%). E1l qrupo homnsexual en Espafia sdlo represen=
ta un 30,1% de los casos en contraste con Estados
Unidos (78%) y Europa (73,5%). El grupo de hemofili-
cos (20,5%) es mAs numeroso que el descrito tanto en

Zstados Unidos (1%) como en Eurapa (3,2%).

£En los pacientes espafoles hay una mayor propor-
ci®n de infecciones oportunistas y menor de Sarcoma
de Kaposi, lo cual se puede explicar por la menor pro-
norcidn de homosexuales entre los casos de SIDA en

rd
nuestro pais.

Por otra parte, la letalidad del SIDA en Espafia

es de un 72,3%, mayor aue la registrada en Estados




Unidos (47%) o Europa (49%), lo cual puede deberse al
retraso en la deteccidn de casos y en 'a inclusidn

para su estudio epidemioldaico.

Hemos visto, pues, que el SIDA en Espafia tiene
unas caracteristicas diferenciales con otros paises
y su explicacidn puede ser la siquiente: lcs primeros
casos de SIDA en Espafia, tal como ocurrid en otros
paises eurapeos, aparecieron en homosexuales. Al detec-
tarse estos primeros casos afios mas tarde que en otros
naises, este qrupo social estaba ya sensibilizado an-
te el problema y puso en marcha medidas preventivas,
1o cual explica la expansidn menor del SIDA en los

homosexuales espafinles.

Posteriormente el virus fue tr-nszmitido a los
drogadictos, que debido a sus caracteristicas socia-
les no adeoptaron las medidas preventivas necesarias

y la infeccidn se extendid con rapidez dando lugar a

una rédpida elevacidn de las tasss de prevalencia de

anticuerpos anti HTLV-III en los drogadictos espafinoles
(RODRIGD, J.M. v cols., 1.985; ZULAiICA, D., y cols.,
1.985).

£1 oue la nroporcidn de hemofilicos sea tan ele-
vada puede explicarse paraue la mayor parte de los
productos plasmdticos consumidos en Espafia son de ori-

cen narteamericano (OLLE GOIG, J.E., 1.986).




£n Marzo de 1.98A, la situacidn del SIDA en

Espafia era la siouiente (Boletin Epidemioldgico Sema-

nal. N2 1.724 de 30=V-1,986);

La Comisidn Nacional de Trabajo sobre el SIDA ha con-
firmado 145 casos sequn la definicién de los C.D.C.

131 son varones y l4 mujeres.

Se ha comunicado el fallecimiento de 93 de los
casos, lo que supone una letalidad del 64%. La pro-
babilidad de sobrevivir tras el diagndstico de SIDA
es del 57% a los 3 meses, del 34% al afio y del 8%

a los 3 afnos.

Las infecciones oportunistas constituyen la pa-
tologia m&s frecuente asociada al SIDA, apareciendo

en 116 de los casos (80%). Ver tabla 9.




SIDA _EN ESPANA
(15=111=85)

1.0I5TRIBUCION POR FECHA DE OIAGNOSTICO,

Afg Casos Defunciones

81 1
82 2

83 10
84 24
85 a3
86 * 15

# Datos incompletos (hasta el 18-111-86).

11.DISTRIBUCION POR GRUPOS DE RIESGO Y OIAGNOSTICO PRINCIPAL,
0TROS
Grupos de riesgo SK 10 TUMORES CAS0S QEFUNCIONES

Homosexuales 10
Homosexuales+DIV -
Drogadictos IV 3
Henof{licos -
Hijos de padres
en riesqo -
Transfusiones =
Otros/desconocido _=
TOTAL 13

I11.DISTRIBUCION POR EDAD.

Edad Casos Defunciones

1-9 6
10-19 11
20-29 76
30-39 38
40-49 Q
50-59 4
>59 1

TABLA 9
(Tomada del Bolastf{n Epidemioldoico Semanai n2l724)




111, CLINICA DEL SIOA

Las manifestaciones clinicas del S510A pueden

clasificarse en 4 categorias:

1. Las que se deben a la accidn directa del HTLV III.
2. Las originadas por las infecciones oportunistas
que acontecen debido a la inmunosupresién provo-
cada por el virus.
Las debidas al sarcoma de Kaposi.
Las causadas por las neoplasias malignas qua pare-
cen ser oriqinadas por una sumacidn del efecto
inmunosupresor del virus y de los eafectos cance-

rigenos de otrecs virus.

ACCION DIRECTA DEL VIRUS.

Produce, en el atacue agudo, una clinica similar

a la mononucleosis infecciosa con fiebre, sudores,

dolor de narganta, linfadenopatfa generalizada, do-

lores musculares y articulares, un eritema macular en
el tronco y trombocitopenia. Muchos de los sujetos
estudiados presentaban una inversién del cociente T4/T8
inmediatamente despuéds del sindrome febril y mostraban
seroconversidn a las 3-8 semanas de éste (CODPER, D,A.

vy cols,, 1,985; VYALLE, S.L. y cols., 1.985). Esta




presentacidn clinica es considerada prodrdmica para
el SIDA y se incluye en la definicidn del Complejo

Asociado al 3IDA.

A finales de 1.98. se describian alteraciones

neuroldgicas an pacientes con SIDA, que se manifes-

taban como demencia o encefalopatia (5HAW, G.M. y cols.,

1.985), lo cual suqiere una accidn directa del virus

sobre el tejido cerebral,

Otras acciones directas del virus son:

alteraciones de 'a funcidn inmune con altera-
ciones del sistema hematolégico.
hipercalcemia e insuficiencia suprarrenal.
reacciones alérgicas a trimetropim-sulfameto-
xazole.

malabsorcidn.

alteraciones de la funcién renal con gran in-

cidencia de proteinuria.

2., INFECCIONES EN EL SIDA:

La mayoria de los pacientes afectos de SIDA
acaban nrasentando miltiples infecciones de caracter
oportunista que son las que en definitiva ocasionan

la muerte del sujeto, bien poraque no exista un trata-




miento eficaz o porque deje de -esponder a los anti-

microbianos convencionales.

Pinque el sujeto padezca un sarcoma de Kaposi
e un linfoma cerebral, lo m4s comin no es que fallez-
ca por esta causa sino que en la mayoria de los casos

la muerte se dehe a infecciones oportunistas, que cons=

t+ituyen las manifestaciones clinicas mas frecuentes

del SIDA (MASUR, H. y cols., 1.985).

En todo caso, 8l procesn infeccioso manifestado
por sl paciente refleja predominantemente la altera-
cidén inmunoldgica subyacente, por lo que sl espectro
de infeccionas es semejante a los sujetos con .efectos
graves de inmunidad celular aunque con notables dife-
rancias (VER TABLA 10) er'‘re las que destacan la gran
frecuencia Je infecciones por Pneumocystis cerinii
(35-70% de casos de SIDA), Mycobacterium avium=-intra-
cellulare ¢ Crvptosporidium; infecciones aue eran es-

casisimas antes de la descripcidn del sindrome.

2.1, Pneumocystis carini.-

Produce una neumonia gque nuede presentarse acom-
pafiada de ot:- infeccién oportunista, presentardose
aproximadamente en el 50-60% de los sujetos afectos
de SIDA, por lo aque se considera la infeccidén oportu-

n:sta mAc frecuente en estos pacientes (GOTTLIEB, M.S.




63

INFECCIONES EN PACIENTES CON SIDA

MICROORGANISMO

MANIFESTACIONES CLINICAS

Protozoos:
Pneumocystis carinii

Toxoplasma gondii

Cryptosporidium

VYirus:

Citomeaalovirus

Herpss simplex

Herpes zoster

Epstein=Barr

Papovirus

Hangos:

Candida albicans

Cryptococcus neoformans
Histoplasma capsulatum

Aspergillus

Bacterias:
M. avium-intracellulare
M. tuberculosis
Nocardia

Leoionealla

Neumon{ia
Encefalitis, infeccidn disemina
da

Enterocolitis

Neumonfa, infeccidn diseminada

coriorretinitis, encefalitis
Lesiones mucocutdneas recu=
rrentes severas

Lesiones cutdneas localizadas
Implicado en enfermedades linfo
proliferativas de células B y
en el linfoma de Burkitt
Leucosncefalopatf{s multifocal

proaresiva

Estomatitis, esofagi:is,
infeccidn diseminada
Meningitis, infeccidn diseminad
Infeccidn diseminada

Infeccidn pulmonar invasiva conj

nosibilidad de diseminacidn

Diseminacidn
Diseminacidn
Diseminacidn

Neumonia

TABLA

10

(En DE VITA, V., y cols, 1985)




y cols., 1.981; FAUCI, A.S. y cols. 1.985).

Se manifiesta por una tos no productiva y dis-
nea oue dura dias o semanss. La radiograffa de tdérax
muestra una neumonitis intersticial minima o un infil-
trado esidente bilateral. Se acompafia de fiebre y
escalofrios. En otros casos el sujeto presenta ini-
cialmente un cuadro de insuficiencia respiratoria
progresando a ARDS (adult respiratory distress syndro-

me). La gasometria arterial no suele estar alterada.

El diagnéstico se lleva a cabo demostrando la
existencia del microorganismo en una tincidn de teji-

do o secreciones pulmonares, no disponiéndos2 por

ahora de pruebas seroldégicas para la deteccidn de an-

tigenos o de anticuerpos y tampoco se ha logrado cul-
tivar., La técnica mas eficaz para demoatrar P. cari-
nii es el lavado broncoalveolar de los brenquios sub-

seqmentarios (OGNIBENE, F.P y cols., 1,984).

También es eficaz para el diagndstico de P. ca-
rinii la biopsia transbrongquial. En ambos casos puse-
den utilizarse diversos métodos de tincidn para poner

de manifiesto los quistes de éste protozoo.

2.2, Candida:

Las infecciones por Candida siquen en frecuencia

a las precducidas por P. carinii siendo un hecho fre-




cuente la candidiasis mucosa en pacientes con SIDA.
Se manifiestan generalmente como esofagitis o esto-

matitis (GOTTLIEB, M.S. y cols., 1,981).

Algunos autaores han considerado la caudidiasis
oral como heraldo del SIDA, ya gque es un proceso muy

infrecuente, salvo en sujetos inmunodeprimidos o en

tratamiento antibidtico (KLEIN, R.S., y cols., 1.984).

La esofagitis por Candida es f-ecuente en los
pacientes con SIDA y presenta un ceracter invasivo.
La proctitis por Candida es ocasional, dando lugar a
dolor vectal y prurito. La enfermedad invasiva resul-
ta relativamente rara, salvo como complicacidn del
cateterismo intravenoso o como complicacién terminal

en pacientes caquécticos.

2,3, Herpes simplex:

Origina extensas dlceras mucocutaneas esn zonas

orales y perirrectales (SIEGAL, F.P. y cols., 1,983).

La manifestacidén mds frecuente son las ulceracio-
nes perirrectales aque ocasionan dolor rectal y sangra-
do. También pueden presentar herpe genital y udlceras

bucales.

El diagndstico se hace cultivando el virus a

partir de las lesiones activas, viendo los cuerpos




de inclusién herpéticos o la presencia de cilulas gi-

nantes multinucleadas.

2.4, Citomegalovirus:

Los pacientes con SIDA son casi universalmente
seropositivos para Citomegalovirus y con gran frecuen-
cia los excretan a través de la orina o la garganta

(OREW, W.L. y cols., 1.981).

Numerosos pacientes presentan viremia citomegalo-
virica persistente. En la mayoria de los casos los
sujetos presentan fisbre, pérdida de peso y malestar
general, pero estos sfntomas pueden ser también debi-
dos a otras infecciones intercurrentes o al propio
agente productor del SIDA., Dado que la infeccidn por
citomegalovirus no puede ser tratada de manera eficaz
en la mayorfa de los casos, el papel de este virus no
nuede determinarse con una reevaluacidn del paciente

tras la eliminacidn de este virus,

£1 Citomenalovirus puede causar importantes le-
siones en los pacientes de SIDA que se demuestran por
la presencia de los tipicos cuerpos de inclusidn en
diversos tejidos. Asi puede causar neumonia, ulce-
raciones intestinales con posible perforacién, corio-
rretinitis (mds frecuente que la debiia a toxoplasma)

que puede ocasionar cequera, encefalitis, esofaqgitis,




hepatitis, etc. En la autopsia se han encontrado cuer-
pos de inclusidn citomecaloviricos en la mayor{a de

los drganos, sien.o la diseminacidn de citomegalovirus
una causa impcctante de muerte, sobre todo cuando

hay una extensa afectacidn pulmonar (MACHER, A.M vy

cols., 1.983).

2,5. Virus de Epstein-Barr:

Todos las pacientes muestran evidencia serolé-

gica de infeccién por este virus (ROGERS, M.F. y cols.,

1.983).

Su papel en el SIDA no esta claro.

2.6, Herpes zoster:

5Gle aparece en un reducido ndmero de pacientes
jovenes de SIDA er los que puede aparecer afectando
a un saio dermatomo o de forma diseminada. El diag-

ndstico clinico es suficiente en estos casos.

£n los casos de diseminacidén aparecen vesiculas

cutaneas, sobre todo en manos y pies.

2.7. Cryptococcus neoformans:

Su presentacidn mis frecuente es la produccion

de meningitis, dando lugar a la aparicidn de febri-




cula v cefalea oue se continda con vdmitos y sindrome
meningeo., E1 linuido cefalorracouidec puede presentar
aumento de celulas y proteinas con glucosa baja, aun= \

aue puede ser completamente normal.

Como diagndstico puede utilizarse la tincidn
con tinta china y el cultivo del ligquido cefalorra=-
quideo. La prueba del antigeno criptocdcico en san-

gre o en suero suele ser positiva (GOOMAN, J.D., 1.971).
También puede ocasionar una infeccidn disemina-
da: neumonfa, linfadenopatia, peritonitis, retinitis,

etc (KOVACS, J.A. y cols,, 1.985).

2.8. Toxoplasma gondii:®

Produce fundamartalmente encefalitis (WONG, G.
y cols., 1.,984) que se . snifiesta por defectos neu-
roldgicos focales deteciados en la exploracidn neu-

rolégica.

El diagndstico se hace demostrando taquizoitos
de Toxoplasma en los tejidos obtenidos por biopsia
cerebral. El1 L.C.R. presenta liyera pleocitosis,

aumento de protefnas y glucosa normal o un.poco baja.

La serolonfa no ha resultado muy (Gtil en los

pacientes afectos de SIDA; todes son seropositivos




para IgG apnque sdlo un 20% presentan titulos elevados,
superiores a 121024, El enzimoanAlisis para IgM tam-
poco es ¢til. E1 diagndstico especifico descansa, por
tanto, en la evidencia histoldgica de infeccién por

Toxoplasma.

2.9. Cryptosooridium:

Causa diarrea persistente y debilitante en sujetos
cdn'SIDA, aunaue no todas las diarreas acuosas que
sa presentan en los pacientes con este sindrome son
debidas al protozoon. Estos microorganismos residen
en el intestino delgado produciendo dolores célicos
y abuhdante emisidn de heces lfquidas, también puede
aparecer fiebre y vémitos. La intensidad de las dia-

rreas es muy variable aunque pusde llegar a ser grave.

El protozoo puede detectarse mediante frotis

en fresco tefiido con yodg o en extensiones de heces
tefiidas con cnlofantas acidorrasistentes. Se concen-
tra mediante flotacidn can sacarosa y puede ser tam-
bién detectado en la biopsia de mucesa gastrointesti-

nal (MA, P, y cols., 1.983).

2.10. Mycobacterium avium=-intracellulaie:

Es frecuente que cause infeccidn diseminada en

los pacientes con SIDA (hasta en un 20% de los casos),




provocando fiebre, pé€rdida de neso y debilidad (ZAKOWS-
kI, P. y ecls., 1.982; GREENE, J.B. y cols., 1,982)
aunque resulta dificil saber la participacién verdade-
ra del microorganismo en estos sintomas debido a la
presencia simultanea de otras i1n’ecciones. Puede ser
cultivado y demostrar su presencia en sangre, higado,
pulmén, médula dsea y ganglios linfaticos de un ele-

vado porcentaje de pacientes con SIDA.

£] cultivo a partir de esputo no permite el diag-
ndstico definitivo ya nue puede ser saprdfito en el
arbol bronguial., Los bacilos son acidorresistentes,
mas orandes y gruesos que [i. tuberculosis, rcraciendo
rapidamente (2-3 semanas). Los hemocultivos pueden
positivizarse en 5-10 dias demostrando la persistencia

de la micobacteria.

2.11. Mycobacterium tuberculosis:

5e ha detectado sobre todo en los pacientes con
SIDA de origen haitiano, en los gue es muy frecuente
gue la tuberculosis diseminada sea una manifestacidén
precoz dal sindrome. En Espafia la infeccidn diseminada

por M. tuberculosis, en pacientes afectos del sindro-

me, es mucho mas frecuente que la producida por M., avium=-

intracellulare (AGUADO, J.M. y CASTRILLO, J.M., 1.986).




2.12, Otras infecciones:

S5e \._ . ancontrado casos de salmonelosis (diarrea
y bacterienia), histoplasmosis, coccidiodomicosis,

nocardiosis, etc.

3. SARCOMA DE KAPOSI:

El sarcoma de kaposi era hasta hace muy poco une
enfermedad 1ara que se vefa en ancianos de origen me-
diterraneo o judio. Recientemente se ha ascciado con
individuos inmunosuprimidos y an jévenes homosexuales
aue lc presentan con mucha mayor frecuencia que los
drogadictas parenterales en el SIDA (SCHWARTZ, R.A.,
1.986).

Precisamente, los primeros casos de SIDA se die=-

ron en jovenes homosexuales que prasentaban neumonia

por Pneumocystis carinii y sarcomes de kaposi (GOTTLIEB,

Mm.S. y cols., 1.981).

La deficiencia inmunoldgica aque acontece en los
pacientas con SIDA y que afecta a la inmunidad celular
es la 7ue predispone al paciente a la aparicidn de

esta neoplasia, anteriormente de escasa incidencia.

£l sarcoma de kaposi (S5K) o sarcoma hemorréagico
miltiple fue descrito por primera vez por el derma-

télogo hdngaro Moritz Kapcsi que lo describid como




nédulos de color rojo marronAceo a azulado con tamafio
de un guisante a una avellana, las lesiones sobresalen
de la piel y son blandas y suaves al tacto teniendo
una distribucidn distal en brazos y piernas, aunque
también aparecian en tronco y cara. Estas lesiones
también aparecfan en mucosa de laringe, traquea, es-

témago, entestinos @ higado.

Ti{picaments, el sarcoma de kaposi sélo se encon-
traba en anciancs de origen mediterranso o judio.

Posteriormente también se halld en jévenes y nifos

africanos de raza negra y en sujetos sometidos a tra-

tamiento inmunosupresor. La epidemia de sarcoma de
kaposi observada entre jdvenes homosexuales nortea-
mericanos se denomind sarcoma epidémico de kaposi por
la necesidad de diferenciarlec con las formas anterior-

mente descritas (FRIEDMAN-KIEN, A.E. y cols., 1.982),

Se desconoce la etiologfa del sarcoma de kaposi.
Curiosamente es muy poco frecuente entre los droga-
dictos parenterales aunque lo sea entre los homose-
xuales, y se encuentra asociacidn con el citomegalo-
virus, de farma que la prevalencia de anticuerpos
frente a este virus es muy elevada en homosexuales

(DREW, W.L. y cols., 1981).

Recientes observaciones sugieren ocuva este tumor
no es una neoplasia metastatizante, 3ino un tumor mul-

ticéntrico orinoinado en una hiperplasia localizada




en una célula e origen endotelial, es por ello que
algunos autores lo han definido como una "neoplasia

oportunista.

El sarcoma de kaposi suele aparecer como manchas,
nddulos o placas vasculares miltiples, normalmente en
las extremidades inferiores, aunque puede aparecer en
cualquier lugar del cuerpo, inclusive en la conjuntiva

o en la cavidad oral.

En el caso del sarcoma de kaposi epidémico apa-
recen de forma repentina y a menudo difuse lesiones

que afectan la piel, mucasa bucal, ganglios linfaticos

y visceras (intestinos, pulmén, higado, bazo), por lo

que el espectro de las manifestaciones clinicas y la
morfologfa de las lesiones son mucho mas variados que
los observuados en la forma clasica. Como signos sis-
témicos pueden aparecer fiebre, pérdida de peso, diarrea
y fatiga, también es frecuente la asociacién con in-
feccionas oportunistas. La evolucién de la enfermedad
suele producirse partiendo de algunas lesiones muco-
ruténeas localizadas o diseminadas que se van genera-
lizando, extendiéndose a los ganglios linfaticos y
conducto gastrointestinal. La afectacidn pleuropulmo-
nar suele presentarse en fase terminal, en los pacien-
tes que mueren de sarcoma de kaposi,(SAFAI, B. y cols.,
1.985), ©De todas formas la mortalidad entre los pa-
cientes de SIDA con sarcoma de kaposi es notablemente

inferior a 1la de los que presentan infecciones oportu-




nistas ascciadas o no a la neoplasia.

Para facilitar el estudic de los modos de apa-

ricién y progresién de la enfermedad se ha propuesto

una clasificecién en estadfos (KRIGEL, R.L. y cols.,

1.986):

Descripcidn

Cuténeo, localmente insidiosc (clésico).
Cut4neo, localmente agresivo con adenopatias
reqionales o sin ellas (africano localmente
agresivo).

Cutdneo generalizado o con afectacidn de
vanglios linfaticos (linfadenopatico africa-
no y epidémico).

Visceral (epidémico).

Subtipos:

A.
B.

Sin signos ni sintomas sistémicos.

Signos sistémicos pérdida de peso del 10% c
fiebre nmayor de 37,527 en boca, no relacio-
nada con causas de infeccién y mantenida

dur=nte mAs de 2 semanas.

£1 sarcoma observado en los pacientes de 5IDA se co-

rresponde con los estadios III y IV,




Existen 3 factares pronésticos en el sarcema de kaposi
epidémico:

1) La extensidn de La enfermedad.

2) La presencia o ausencia de sintomas sistémicos.

3) La asociacidn con una infeccidn oportunista.
fvidentemente la supervivencia sera menor cuanto mas
extanso sea el sarcoma, se manifiesten sintomas sis-
+4micos vy concurran infeccionaes oportunistas.

En cuanto 3 la incidencia, es predominante en
varones homosexuales o bisexuales (72% de los casos),
siquiendo a mucha distancia los drogadictos parente-
rales (17%), haitianos (4%) y hemofilicos (1), Tam=
bién en mujeres gue han mantenido relacior-s sexuales
con varones aguejados del SIDA (1%), receptores de
transfusiones (!%) y otros sin factor de riesgo cono-
cido (C.D.C. 1.984).

Se ha sugerido que la promiscuidad sexual v las
précticas que implican contacto con materies fecales
aumentan €l riesgo de padecer SIDA y sarcoma de kaposi
epidémico (MARMOR, . y cols., 1.984), también se re-
laciona el nitrito de amilo con el desarrollo de este

sarcomae.

4, OTRAS NEUPL.ASIAS MALIGNAS EN E

SIDA:

Carcinomas oral Y anorrectal:

La incidencia de carcinoma epidermoide de len-

gqua y cde carcinoma de ano y recto esta aumen=




tanda en pacientes de S510A, aunque estas n2o-
plasias no eran raras entre homosexuales en

los que el carciroma de ano v recto se adguiere
probablemente por via venérea, estando asocia-
do al virus del herpes simnlex tipo il y al

virus del papiloma humano.

Linfomas malignos:

Los pacientes ce SIDA tienen una incidencia
aumentada de linfomas no Hodgkin. Entre las
localizaciones, la mAs frecuente es el siste-
ma nervioso central, siguiendo la médula osea

y el intestino. Se trata de linfomas de célu-
las B extraganglionares. Existen pruebas se-
roldgicas que sugieren que el virus de Epstein-
Barr interviene en la patogenia del linfoma de
Burkitt as{ como en la del linfoma de células

gigantes del cerebro.

La expresidn de estas neoplasias depen-
de probablemente ce la activacidén de diferentes
’ ’ . . -
vias oncondnicas con diferentes periodos de
incubacidn, o bien de la combinacidn particu-

lar de virus oncnaénicos, nérmenes patdgenos

y estimulacién heterogénica que compone el me-

dio individual del enfermo (3AFAI, B. y cols.,

1.986., STUTMAN, 0., 1.986).




{V. ALTERACIONES INMUNCOLOGICAS EN EiL SIDA

Cuando comenzaron a detectarse en Estados Unidos
los primeros casrs de una nueva y extrafa enfermedad,
que lueqo seria concrida comc SIDA, dos hechos lla=
maron poderosamente la atencidn da los Centers For
Disease Control: el arado elevado de mortalidad entre
los sujetos que padecian la enfermedad y que los fa-
llecimientos eran debidos a infecciones aportunistas,
asi como al poco fracuente sarcoma de kaposi. Exis-
tia una semajanza en esta patolonia con la que presen-
tan los enfermos cuyo sistema inmune esta debilitado
vatrooénicamente (quimioterapi: en sujetos con cancer
0 inmunosupresores en transplantades). Oe ahi que
pronto se llegara a la conclusidn de que los enfermos
de SIULA fallecian como consecuencia de una afeccién
sue alteraba su sistema inmune (MASUR, H. y cols.,
1.981; SIEGAL, F.P. y cols., 1.,981); por =llc se adopté
el nombre de sindrome de inmunodaficiencia adquirida

nara denominar la rueva enfermedad.

En los dltimos afios se ha producido un especta-

cular avance en el conocimiento del SIDA, en especial

con el aislamiento de su agente oroductor, el HTLV-111/

LAV, llamado ahora HIVU, Gracias al aislamiento y cul-

tivo del wvirus se ha comprobado cdmo éste tiene un

marcado tropismo por los linfocitos T helper/inductnres




o T4 (KLATZMAN, D. y cols., 1,984), la infeccidn de
estos linfocitos por el KTLV III ronlleva su ulterior
destruccidn y con 21la la desaparicidn de un elementn
coordinador imprescindible en la respuesta inmune del
ser humano por lo que se produce el colapso de las

funciones inmunoldgicas en los enfermos de SIDA.

Las alteraciones inmunoldaicas son variadas y
afectan tanto a la inmunidad celular como a la humo=-
ral (QUINNAN, G.V. y cols., 1.985). Se han descrito
las siguientes (VER TABLA 11) ¢

l. Linfopenia:

Fue una de las primeras anomalias descri.tas en
los pacientes de SIDA. Puede llegar a ser muy severa
(menns de 500 linfocitos/mm3)en el sindrome ya assta-

blecido. Se dube a una notable disminucidn de los

linfocitos T helper/inductores (GOTTLIEB, M.S. y cols.,

1.981; FRIEDMAN=-KIEN, A.E. y cols,, 1.981). La dis-
minucidn de los linfocitos T identificados por el
anticuerpo monoclonal OKT4 da lugar a una inversién
en el cociente T4/T8 que en individuos normales es de
alrededor de 2/1. En la mayoria de las enfermedades
viricas se produce una inversidn del cociente T4/78,
pero en este caso es debidn a un aumento de los lin-
focitos citotéxicos/supresores (FAHEY, J.L. y cols.,

1,983).

Otro dato de interés es que en los pacientes de




TABLA 11

ANORMALIDADES INMUNOLOGICAS DESCRITAS EN EL SIDA

Alteraciones cuantitativas de los linfocitos T

-Disminucidn de los linfocitos helper/inductores(T4, Leu 3a),
-Alteracidn variable del n? de linfocitos citotdxicos/supre-

soras(T8, Leu 2a).

Alteraciones funcionales de los linfocitos T:

-Susceptibilidad del huésped a las infecciones nportunistal.,

-Susceptibilidad del huésped a cédnceres poco comunes,

-Disminucién a la respussta de hipersensibilidad tardfa.

-Pobre respuesta proliferativa a mitdgenos y antfgenos en
preparados de células mononucleares in vitro.

-Respuesta proliferativa normal a mitdgenos en subpoblacionsas
purificadas de linfocitos T4 y T8 con respuesta anormal a
mitdgenos especificos,

-Proliferacidn espontanea aumentada.

-Disminucidn de la funcidn de los linfocitecs citotdxicas

frente a citomegalovirus,

-Disminucidn de la funcidn de produccidn de linfokinas, en

especial en respuesta a la estimulacidn con antigenos
especificos.
-Expansidn clonal deprimida de los linfocitos T4 y T8,
=Disminucién de la funcidn facilitadora a los linfocitos B

para la produccidn de inmunoglobulinas,

Alteraciones funcionales de las células Natural Killer(NK):

=Disminucién de la actividad citotdxica esponténea.
~Recuperacidn de la actividad citotdxica natural tras la

incubacidn con interleukina=2.




Alteraciones funcionales de les linfocitos B:

-Niveles elevados de inmunoglobulinas séricas.

-Presancia de inmunocuomplejos circulantes.

=Incapacidad de originar una respuesta inmune frente a una
inmunizacidn o infeccidn nueva.

-Proliferacidn esponténea elavada,

-Dismunicidn de la respuesta de los linfocitos B frente a
los mitdgenos tanto en activacidn o proliferacidn como en

diferenciacidn.

Alteraciones funcionales de los mcnocitos/macrofaqos:

-Disminucidn de la quimiotaxis.

~Disminucidn in vitro de la actividad citotéxica frente a
Giarda lamblia y a Toxoplasma gondii, mejorada in vitro
mediante la adicidn al cultivo de gamma-interferdn.

-Ausencia de respussta a los inductores comunes de la
produccicn de interleukina-1,

-Secrecidn espontdnea de interleukina-l incrementada.

=Produccidn espontédnea de prostaglandina E2 aumentada.

Alteraciones seroldgicas:

~Factores su.resores presentes en el suero.
-Sustancias supresoras derivadas de los linfocitos T,
=Anticuerpos antilinfocito.

-Acido-14bil alfa interferdn.

~Elevacidn de la Beta=-2-microglobulina.

-Elevacidn de la Alfa=l=timosina,

~Disminucidn de los niveles de timulina en suero.

(Tomada de BOWEN, D,L, 19835)




SIDA cuva primera manifaestacidn es el sarcoma de kaposi
tienen un ndmero més elevado de linfocitos T4 que
aquellos que presentan una infeccion oportunista.

Por otro lado la esperanza de vida es mayor en los
sujetos con SIDA que sdlo presentan sarcoma de kaposi;
se ha sugerido que estos sujstos tienen su funcidn
inmune mas preservada oue los que sufren infecciones
oportunistas por lo aue el prondstico se relaciona
positivamente con el ndmero de linfocitos T4 periféri=-

cos del paciente.

También conviene resefar que el ndmero de lin-
focitos supresores/citotéxicos suele estar aumentado
an homosexuaies sanos y que estos sujetos suelen te-
ner un nidmero de linfocitos T4 casi normal o un poco

descandido (KORNFELD, H. y cols., 1.982).

2. Alteraciones funcionales de los linfocitos T:

Las alteraciones funcionales de las células T
se manifiestan clinicamente por la aparicidn de in=-

fecciones oportunistas y de neoplasias malignas poco

comunes. También dan lugar a la presentacidn de anergia

en las pruehbas cutineas estAndard realizadas con un
panel de antfgenos, aungue la hipersensibilidad de
tipc tardio puede conservarse en las fases primarias

de la enfermedad (S1E£GAL, F.P., 1.982).




Los linfocitas T, in vitro, presentan una disminucidn
de la respussta proliferativa a la estimulacidn con

mitdgenos y con antigenos especificos.

La incapacidad de la poblacidn de células T4
para organizar una respuesta proliferativa frente a
antigenos solubles parece ser uno de los mAs tempranos
defectos cualitativos en el sitema inmune de los pa-

cientes can SIDA.

5in embargo, cuando se separan las células T4
y T8, la respuesta a los mitdgenos estd intacta en
las dos subpoblaciones. Lo que estd claro es que la
subpotlacién de células T que se encarga de la respues-
ta praoliferativa a l» estimulacién con antigenos esté
disminufda. A este respecto se ha comprobado que los
individuos afectos del sindrome de linfadenopatia
tienen una depleccidn selectiva de una fraccidn de

las células T4 que viene definida por el anticuerpo

monoclonal TQl y que fenotipicamente corresponde a

linfocitos inductores (NICHOLSON, J.K y cols., 1.984).

En estudios realizados con células T4 y T8 de
sujetos con SIDA se comprobd que la funcidn supresora
de los linfocitos T8 era normal (disminufan la produ-
ccién de 19G por linfocitos B inducida por antigenos),
mientras aque la funcidn cooperadora de las células T4
era muy deficiente (no consequian aumentar la produccidn

de IgG por los linfocitos B).




Se ha comprobado aue la expresion de lus recep-
tores de la interlenkina-2 se halla disminuida mien-
tras aque su produccidn es normal en cultivos estimu-
lados con mitdgenoc de células T en pacientes con
SIDA. Al separar las células T4 y T8 la expresidn de
los receptores de la interlenkina-2 y la produccidn

de ésta son normales al estimularlas con mitdgeno.

También se ha observado una disminucidn en la

produccidn de linfokinas por los linfocitos T.

Igualmente se ha descrito una deficiente acti-
vidad de las células NK y de la citotoxicidad especi-
fica frente a virus mediada por células T, La dismi-
nucién de la funcidén de las células citotdxicas no es
debida a una disminucidn en el ndmero de células cito-
téxicas circulantes, sin embargo es probable que la
funcidn de las célules T4 inductoras sea deficients,
resultando en los defectos citotdxicos observados, ya
que las células citotdxicas requieren una sefial induc-
tora de las células T4 para realizar su funcidn de
forma 6ptima. La adicidn de interlenkina-2 en los

cultivos mejora la capacidad citotéxica de estas cé-

lulas (ROOK, R.H. y cols., 1,983).

La lisis espontanea de las células tumorales por

las Natural Killer también esti disminufda.




3. Alteraciones funciunales de los monccitos:?

Se ha encontrado que los monocitos de los enfer-
mos con SIDA presentan defectcs en la funcion ouimio=-
tActica (SMITH, P. y cols., 1,984) y son incapaces de
destruir a los parasitos como Giarda lamblia y Toxo-

plasma condii.

Los monocitos parecen estar en un estado de
preactivacidén ya que de forma aspontanea producen in-
terleukina 1 y prostaglandina E2, mientras que cuando

se les estimula con un inductor comdn de interleukina

1 la produccién de ésta se encuentra muy disminufda.

Tales observaciones pueden explicar la disminucidn de
1a respuesta a los parisitos y a ciertas micobacterias

en los pacientes con SIDA.

La funcidn de los monocitos in vitro puede mejo-
rar afiadiendo interferdén gamma al cultivo, por lo que
se piensa que la funcidn defectuosa del monocito pue-
de dahberse a la disminucién de elaboracidn de linfo-

kinas por parte de las células T,

Por otra parte, el estado de preactivaciin en
gue se hallan los monocitos impide que éstos puedan
responder de forma adecuada cuando se prasenta un

antfgeno nuevo.




4, Alteraciones funcionales de los linfocitos B:

En los sujetos afectos de SIDA se detecta una
notable activacidn policlonal de las células B (LANE,
H.C. y cols., 1,985) que se manifiesta por el hallaz-
go en suero Jde niveles elevados de inmunoglob "insas,
especialmente de Tipo IgG e IgA, y por la presencia
de inmunocomplejos circulantes ademds de la frecuente

oresentacidn de fendmenos autoinmunes.

A pesar de esta secrecidn espontanea y elevada
de inmunoglobulinas, los pacientes de SIDA presentan
una disminucidn en la respuesta a mitdaenos estimulan-
tes de la diferenciacidn de las células B, Estos
hechos indican una alteracidér de las linfociteos B in-
dependiente de la afectacidn de los linfocitos T4,
Los linfocitos B estan en un estadc permanente de acti-
vacidén, proliferacidn y secrecidn de inmunoglobulinas,

pero no responden a las sefiales fisioldgicas normales

por lo que no pueden ejercer una respuesta humoral

corracta ante la entrada de un antigeno nuevo. Es

por ello cue la confirmacidn de una infeccidn por un
agente, que normalmente se manifiesta por un aumento
en los titulos de anticuerpos seroldgicos especificos

resulta poco fidedigna.

5. Alteraciones seroldgicas:

Se han observado incrementns de la beta-2-

microolobulina y de alfa=l=Timosina. En el suero de




1os pacientes también se ha identificado una forma

dcido-1abil de interferdn alfa.

También se han hallado factores supresores en
el suern, factores que ejercen efectos supresores
selectivos sobre la poblacidn de linfocitos T
(LAURENCE, J. y cols., 1.984) biogueando la funcidn
receptora, la secrecidn o la sintesis dJde linfokinas.
Se han detectado también anticuerpos antilinfociticos

y una disminucidn de los niveles de timulina en suero.

6. Alteraciones inmunoldgicas en homosexuales asin-

tomaticos:

£s frecuente gue presenten una notable disminu-
cidn del cociente T4/T8 debido principalmente a una
elevacidn de la poblacidén de linfocitos T citotdxicus
(KORNFELD, H. y cols., 1.982; PINCHING, A.J. y cols.,
1983)., También es relativamente frecuente que presen-
ten anergia en las pruebas cutaneas, asi como linfo-
penia. 5in embarno es escaso el nimero de homosexua-
les asintomiticos que muestran una disminucidn de los
T4 circulantes y sor precisamente los sujetos de este
grupo de riesao cue presentan unas alteraciones inmu-
noldaicas mis acusadas, los cue tienen mas probabili-
dad de cesarrollar SIDA clinico (MATHUR-WAGH.U. y cols.,
1.984).




Alteraciones inmunoldgicas en hemofilicos asinto=-

5e han observado sianos de activacidn de las
células 8 policlenales cue se manifiesta por niveles
séricos elevados de InG y de IgA. El cociente T4/T8
se haya disminuido en la mitad de los casos lo que
frecuentemente se debe a un aumento de los linfocitos
T8, aunque también se ha descrito disminucicn de los
linfocitos T4 en alqunos casos (GOLOSMITH, J.C. y
cols., 1.983).

B. Alteraciones inmunoldgicas en drogadictos intra-

vVenonsos:

Con anterioridad a la aparicidn del SIDA se
hicieron varios estudios que habian mostrado altera-
ciones inmunitarias en drogadictos (ORTONA, L. y cols.,
1.€79): aumento de IgM, inmunocomplejos circulantes
y reduccidn intensa en la capacidad de los linfocitos
para responder a la estimulacidn de mitdgenos del
tipo de la Fitohema-glutinina, Pokeweecd y concavalina

A. Se comprobd que los defectos en la funcidn de los

linfocitos T revierten incubando in vitro las células

de los pacientes con naloxona, un antagonista de los
opiaceos, lo que sugiere un efecto directo de éstos.
Por uira parte la respuesta blastogénica a la fito-
hemaglutinina y los niveles de las inmunoglobulinas
retornan a la normalidad tras 1=3 meses de interrup-
cidn de la drogadiccién. Los defectos de la inmuni-

dad humoral y celular se atribuyen a las repetidas




inyecciones de virus, bactsrias y sustancias adulte~
rantes, a hepatopatias asociadas (virica, alcohdélica)

y 21 efecto directo de la droga.

En recientes estudios se comprobd que mas de la
mitad de los drogadictos asintomiticos tenia el indice
T4/T3 disminuido por descenso de las células T4 y au-
mento de las T8. Layon estudid un grupo de drogadictos
hospitalizados, la mayoria por complicaciones in=
facciosas de su adiccidn y encontraron un descenso
del cociente T4/T8 en el 75% de los casos. E1 50%
tenfa un aumento de linfocitos T8 y sdlo el 38% pre-
sentaba una disminucidn de los linfocitos T4 (LAYON,
J. y cols., 1.984). Recientemente, en un estudio
realizado en Barcelona se afirmaba que el 60% de los
drogadictos estudiados tenfan un f{ndice T4/T8 dismi-
nuido en la mayorfia de los casos por el aumento de
linfocitos T8 (GALLART, T. y cols., 1.984). No hay
gue olvidar que los drogadictos parenterales padecen
con frecuencia infecciones de todo tipo, entre ellas
las de aorigen virico (Citomegalovirus, virus de la
hepatitis B, virus de Epstein-Barr) que 3on capaces
de producir una reduccién del cociente T4/T8 sobre
todo por aumento de células T8. Mas recientemente

otros autores (LATORRE, X. y cols., 1.986) también

encuentran entre los drocadictos con bastante fre-

cuencia una inversidn dei cociente T4/T8 debido

fundamentalmente al aumento de células T8, 1o que




hace a este grupo de riesgo compararee en sus altera-
ciones inmunoldgicas a las que presentan homosexuales

y hemofilicos asintdmaticos.

Por otra parte los adictos a la heroina también
nresentan otra serie de alteraciones inmunoldgicas

como son (DOMINGO, J., 1.985):

-Falsos positivos en los test para la ldes (RPR).

-Prueba de latex positiva.

-Reaccidn positiva en fijacidn del complemento para
linfogranuloma venérea.

-Reaccidn positiva a los test de fijacidn del comple-
mento para la fiebre Q.

-Elavacidn sérica de la IgM, debida a la gran expo-
sicidn a antigenous por el drogadicto.

-Frecuente elevacidn de la IgG, especialmente entre
sujetos tratados con metadonsa.

~-Elevacidn de la alfa-2-microcglobulina, sustancia
inhibidora de la actividad proteolitica del suero.

-Presencia de anticuerpos antimdsculo liso.

-Presencia de anticuerpos linfocitotdxicos.,

9, Alteraciones inmunoldgicas en el complejo relacio-

nado con el SIDA:

£E1 perfil inmunoldgico de estos sujetos resulta
a menudo similar al de los pacientes con SIDA, aunque

en principio suele ser menos dramAticon. Lo mas impor-




tante es que este perfil no se normaliza a lo largo
de un perindo de control de un afio, a diferencia de
los varanes homosexuales asintomaticos con anomalias
bien definidas en el nimero de linfocitos T (disminu-
cidn del cociente T4/T8 debido al aumento de células

T8 asociado a infeccilones viricas).

También se ha encontrado anergia cutanea, dis-
minucidn de la actividad celular NK y un déficit en
la respuesta a mitégenos tantn en las células T como

en las B.

Un grupo de sujetos perteneciente al Complejo
Relacionado ccn el SIDA, acabara desarrcllando el
sindrome y s2 ha comprobado que son los gue presentan
una disfuncidn inmunolégica continua y progresiva

10. Inmunopatogénesis:

El1 retrovirus denominado HTLY II1l es linfocito-
trépico y linfocitepitico de manera selectiva para el
iinfocito T4. €1 retrovirus puede actuar sobre esta
célula de dos manaras: en alqunos linfocitos induce
la destruccidn celular mediante la replicacidn del
virus en el citoplasmz, en otros linfocitos la infeccidn
resultaria en la incorporacidn de una secuencia provi-

rica dentro del DNA celular sin cue se produzca re-=

plicacidn virica, lo gue conllevarfa la viabilidad

del linfocito, aungue posiblemente con alquna altera-




cidn en sus funciones.

n caso de que el efecto sea predominantemente
sitopatico, la defiviencia de la funcidn inmune seria

resultado de una deficisncia numérica, pero si el

efecto es predominantemente infeccioso-no citopatico

la deficiencia inmune seria consecuencia del efecto
cualitativo de las células an cuestidn (GASCON, P. y

cols., 1.986).

Recientemente han aparecido datos que sugiersn
que el antigeno de membrana T4, que define al linfocito
helper/inductar, saria el receptor de membrana del

retrovirus (DALGLEISH, A.G. y cols., 1.984).

Hoy dia es aparente que la disfuncidn o la dis-
minucidn selectives de los linfocitos T4 es probablemente
el defecto fisioldgico mas importante en ~1 SIDA y
explicar{a el porqué de la susceptibilidad de estos
pacientas a sufrir infecciones oportunistas y neopla-

siess pocco comunes,
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V., SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS Y ANTICUERPOS
MONOCLONALES

En 1.975 Kohler y Milstein fusionaron células
de mieloma de ratdn (tumer prcductor ae inmunoglobuli-
nas sin actividad de anticuerpa) con células produc-
toras de anticuerpos de la misma especie. Las células
de mieloma poseen la capacidad de crecer indefinidamente
en los cultivos celulares mientras gque las células
productoras de anticuerpos tienen una vida relati-
vamente corta, Con la fusidn de ambas lineas celula-
res consiguieron una linea celular hibrida capaz de
crecer en laos cultivos celulares usuales y productora
de un solo anticuerpc definido. Habian inmortalizado
una funcidn especifica diferenciada: la produccién de
anticuerpos monoclonales, y se introdujo la tecnolo-

ofa de los mielomas hibridos de linfocitos, hibrido-

mas linfocitarios o, simplemente, hibridomas (KOHLER,

G. y BILSTEIN, C., 1,915},

El proceso de fusidn entre dos células en cul-
tivo con aparicidén de un hibrido puede ocurrir ds
forma espontanea, aunque es extrzordinariamente raro.
En la actualidad ss usa como agente fusionante el po-

lietilenglicol.

En la formacidn de un hibridoma, alouna de las




células nresentes, fusionan sus ndcleos y dan lugar a

células hibridas tetraploides con variadas composicio-
nes del ONA. Un pequeiio ndmero de estos hibridos son
estables y viables, pueden multiplicarse indefinidamente
y cada uno de ellos da lugar en su descendencia a un
clon; otras células fusionadas son inviables y mueren
ripidamente. Las células no fusionadas se eliminan en
los subcultivas por dos mecanismos distintos: las cé-
lulas linfoides del animal inmunizadec, porque son in-
capaces de multiplicarse, v las células mielomatosas,
poroue, si se selecciond una mutante enzimo-dependiente,

no se multiplicaran en un medio carente de cicha anzima.

En el hibridoma la célula mielomatosa parental
proporciona la capacidad de secrecidn de inmunoglaobu-
linas y la capacidad de multiplicarse indefinidamente
en cultivo:; la célula linfocitaria parental proporcio-
na la informacién genédtica para la producidén del anti-
cuerpo especifico y de la enzima en que era deficiente

la célula del mieloma.

£1 protocolo aoeneral para la obtencidén de hibri-
domas vy anticuerpos monoclonales se esquematiza en las
siquientns etapas (fig. 8):
l. Como célula de mieloma parental se selecciona una
mutante enzimo-dependiente de una linea celular
de plasmocitoma. Habitualmente se seleccionan
células deficientes en hipoxantina-guanina-fosfo-

rribosil=-transferasa (HGRFT). Se cultivan en me-
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dio aue contiene dicha enzima.

Las células parentales productoras de anticuerpos
se obtienen del bazo (o de la poblacidén linfoci-
taria de sangre periférica) de un animal inmuniza-
do con 8l antigeno frente, a cuyos determinantes

sa desea obtener anticuerpos monoclonales.

Ambos tipos de células parentales se mezclan en
polietilenglicol durante 1 minuto. Se produce

la fusidén celular y se originan los hibridomas.

Tras un lavado y unas horas de incubacidn, se
procede a la dilucidn y clonado de la suspensidn
celular, subcultivando durante varias semanas en

medio desprovisto de HGFRT.

Los sobrenadantes de cada clon celular son exami-

nados periddicamente para determinar la presencia

de anticuerpos frente al antfgeno utilizado. Los

clones identificados como productores de anticuer-
pos son clonados de nuevo, comprobada su capacidad
de produccidn, establecida la linea celular co-

rrespondiente y determinadas las caracteristicas

del anticuerpo monoclonal obtenido (MILSTEIN, C.

y cols., 1,980).

A partir de esta técnica se obtuvieron lineas celulares




de mieloma hibridas facultadas para la secrecidn de
diferentes anticuerpos monoclonales dirigidos contra
los antinenos de histocompatibilidad y otros antigenos
localizados en la superficie celular. (GALFRE, G. y

cols., 1.977).
En la actualidad se producen hibridomas con
cédlulas humanas capaces de producir anticuerpos que

puedan ser utilizados experimentalmente en el hombre.

Bajo los mismos principios se han desarrollado

hace pocos afos hibridomas de células T mediante fusidn

de células de un linfoma de células T con células lin-
foides de un animal inmunizado. En este caso se con-
sique la inmortalizacién de los caracteres de la cé-
lula T parental. Estos hibridomas son los utilizados
an la investigacidn de los marcadores de superficie

y funciones de las subpoblaciones linfocitarias T.

Las ventajas de los anticuerpos monoclonales son con-

siderables:

-Son inmunoglobulinas de una sola especie molecular
con afinidad medible por el antigeno por lo gue son
Gtiles para la cuantificacidn precisa de las reaccio-
nes servldaicas v como reactivos estandard de calidad
constante.

-S5e pueden selmccionar anticuerpos especificos frente

a los diferentes detrrminantes de un antigeno complejo.




~La inmortalidad de las lineas celulares productoras
garantiza el suministru continuo de anticuerpos con

costos reducidos y de calidad constante.

Sus aplicaciones son diversas:

-Identificacidén de antigenos celulares: individualiza-
cién de subpoblaciones celulares normales o patolé-
nicas.

-Reactivos de laboratorio.

-Caracterizacidn de enzimas, neurotransmisores, etc.

-Purificacidén de antigenos.

-En un futuro podran ser usados en inmunizacidn pasiva.

A nosotros nos interesan los anticuerpos monoclonales
en relacidn a la identificacidn de antigenos celulares
(JILLIAMS, A.F. y cols., 1.977). Gracias a esta pro-
piedad podemos identificar las subpoblaciones de cé-
lulas mononucleadas que forman parte del presente es-

tudio.

Los anticuerpos monoclonales utilizados son los siguien-

tes:

-0OKT 3: reacciona con una estructura expresada por el

95% de los linfocitos de sangre periférica (KUNG, P.C.

y cols.,, 1,979). Este anticuerpo monoclaonal tiene

capacidad mitogénica y también es capaz de inhibir




la proliferacidn de estos linfocitos frente aloanti-
nenos, antinenos solubles y mitdoenos. Esto ha hecho
pensar que el antigeno T3 puede estar relacionado

con una estructura de reconocimiento de los linfoci-

tos T (CHANG, T.W. y cols., 1,981).

-0KT 4: reconoce las células OKI 4 positivas que, a
pesar de ser un grupo heterogéneo, funcionan glo-
balmente como células colaboradoras (helper) y son
necesarias para la produccidn de inmunoglobulinas
por parte de los linfocitos B (THOMAS, Y. y cols.,
1,980), para la generacidén de fendmenos de supre-
sidn y potencian los fendmenos de citotoxicidad,
probablemente mediante la productidn de factores
solubles {interleukina 2). En sus dos dltimas fun-
ciones, las células efectoras son células OKT 8 po-

sitivas (REINHERZ, E.L. y cols., 1,979; MORIMOTO,

C. y cols., 1,983). Se las conoce como inductoras/

helper.

-0KT B8: identifica los linfocitos OKT B8+ que son las
células efectoras de la citotoxicidad especifica.
(VAN WAUVE, J.P. y cols., 1.981). De esta poblacién
también forman parte células encargadas de los fe-
némenos de supresién (de la diferanciacién de las
células B y de la produccidén de inmunoglobulinas).

También se denominan supresoras/citotdxicas.

-Bl: identifica exclusivamente un antigeno de super-




ficie que se encuentra tnicamente en los linfocitos

B(Mc KENZIE, I.F.C. y cols., 1.983).

-M0 2: identifica a células en cuya superficie se
encuentra el antioenc mono-2, Este antigeno sdlo
est3 expresado en monocitos periféricos, es un anti-
geno que se adquiere de forma tardia en la diferen=-
ciacién monocito-granulocitaria. (7000, R.F. y cols,
1.981).

-BMA 070: identifica células NK,K y una porcién de
granulocitos. (ABO, T. y cols., 1.981).

La distribucidn de estas subpoblaciones celulares en

sangre periférica es la siguiente:

-0KT 3 identifica el 95% de linfocitos periféricos T.
-0KT 4 identifica entr-e el 50-60% de los linfocitos
T periféricos.

-0KT 8 identifica entre el 30-40% de los linfocitos

T periféricos.




VI, METO0DOS OE DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-HTLV I11

La infeccidn por el virus del SIDA, como cual-
quier otra infeccidn de tipo viral, da lugar a una
respuesta inmunitaria de tipo humoral que se traduce
en la aparicidn de anticuerpos dirigidos contra las
distintas proteinas que forman parte del virus, anti-
cuerpos que pueden ser detectados por diversas prue-
bas seroldgicas. Generalmente las proteinas gue se
hallan en mayor cantidad en el virus son las que dan

lugar a mayores niveles de anticuerpos.

Las proteinas del HTLV III gque inducen la aparicidn

de anticuerpos en los sujetos expuestos al virus son:

-p 55, p 24 y pp 17: son proteinas del core o ndcleo

viral, El principal antigeno del core es una protei-
na de 24.000 daltons de pesc molecular (p 24) facil

de aislar y de purificar.

-gp 160, gp 120 y gp 41: son proteinas de la cubjerta

o envoltura viral. Son glicoproteinas dificiles de
aislar va que con frecuencia se desprenden del virion
¢ se desnaturalizan. La proncipal reactividad de

los sueros de las personas expuestas al HTLV III
parece orientarse hacia una glicoproteina de 41.000
daltons de peso molecular (gp 41), aunque en la ma-

yoria de las ocasiones también reaccionan con la




p 24 (SCHUPBACH, J, y cols., 1.984; SARNGADHARAN,
M.G. y cnls., 1.,984),

-p 27, codificada por el gen 3,orf tiene una muy baja

inmunogenicidad.

Los test inmunodiagndsticos corrientemente usados
para demostrar la exposicidn al HTLV II1 en pacientes,

grupos de riesgo y donantes de sangre incluyen el

ELISA o enzimoinmunoanilisis; el inmuncblot o Western
Blot (GALLO, R.C. y cols., 1.984); el radioinmunoa-
nidlisis o RIA y la inmunofluorescencia (SANDSTROM,

£.G. y cols., 1.985). A continuacidn los describimos

brevemente:

a) Weste:n Blot: Los lisados del viridn se fijan a
una placa del gel de poliacrilamida y sus proteinas
se separan por electroforesis a la vez gque se las
hace rdaccionar con el suero humano. Las manchas
resultantes (blots) son transferidas a una membra-
na de nitrocelulosa y los complejos antigeno-
anticuerpo son identificados mediante el uso de
una proteina marcada con un isotopo radioactivo
y que presenta afinidad de union a estos complejos.
Se detectan, los anticuerpos frente a las protei-

nas viricas concretas.

Hasta ahora es la técnica mas sensitle, pues

detecta anticuerpos en todns los pacientes de SIDA.




£1 Western Blot puede considerarse como una prueba
confirmatoria cuancdo en el suern se detectan pro-
teinas cuyo nerfil se ajusta al rango de tamafos

esperados (41 kd, 24 kd, etc). Sin embarno, cuan-

do &l uWestern Blot solo revela una o dos proteinas,

o proteinas aue varian en la intensidad o en los
patrones de miaracidn, puede resultar dificil es-
tablecer su especificidad con certeza., Cuando se
utilizan homogeneizados de células infectadas como
antigeno, es posible observar reacciones que in-
cluyen a la gp 120, gp 160 o ambas, lc cual aumen-
ta sustancialmente el nivel de confianza; pero con
el inconveniente de que el test an mucho més em-
barazoso porque hay cue mantener una fuente de
células infectadas y no infectadas y por la dificil
visualizacidn de la reactividad frente a la gp

120 en el blotting.

Enzimoinmunoanalisis (ELISA): el virus HTLV IiI
se propaga en la linea H9 de los linfocites T, se
fracciona y se inactiva mediante detergentes y
ultrasonido. Una vez fraccionado se recubren es-
feras de plastico (ABBOTT) o bien pocillos labra-
dos en placas da plastico (WELLCOME). Las esfe-
ras recubiertas o los pocillos con el virus adsor-
bido se incuban con suero humano., Si los anti-
cuerpos frente al HTLV III estan presentes, se
unen al virus y nermanecen después del lavado de

la esfera o del pocillo. A continuacidn se afia-




de suero antiinmunoalobulina humana con enzima 1i=
aada vy por Gltimo se afade un sustratc que es ata-
cado por la enzima desarrollandose un color, que

se reaistra como indice de la positividad de la
orueba (BRUN-VEZINET, F. y cols., 1.984). Mide,
pues, anticusrpos frente a todas las proteinas
viricas. La prusba se realiza rapidamente y pare-=
ce ser el método de eleccidn para analizar .ia san=
are de los donantes. Es el método mas difundido
para la deteccidn de anticuerpos anti-HTLV 111

nor su sensibilidad, facil manipulacién y posible
automatizacidn, siendo de gran utilidad en estudios
epidemioldénicos. Sin embargo, éste método no es
suficientemente sensible para detectar la presen-
cia de anticuerpos en todas las personas infec=-
tadas por el HTLY I1I, ya que en una pequefa pro-
oorcidn sélo pueden detectarse por técnicas mas
sensibles. Por otra parte, se ha descrito la exis-
tencia de reacciones falsamente positivas debido

a la contaminacidn del extracto virico con pro-

tefnas de oriaian celular como las moléculas de

clase 11 del sistema HLA (KUHL, P. y cols., 1.985).

Ello implica que toda reaccidn positiva por ELISA
debe corroborarse con otra técnica (Western Blot,
radioinmunoanalisis), especialmente en las per=-
sonas pertenecientes a orupos de riesgo que, por
su hibito de vida o como consecuencia de la tera-
pritica, estdn sometidas a continuos astimulos

antinénicos.




Recientemente (ABBOTT, 1,986) se ha desarrollado
un ELISA para la confirmacidr de las muestras en-
contradas nositiva~ nara los anticuerpos anti HTLV
ITI. Este ELISA confirmatorio detecta los anti-
cuerpos dirinidos directamente contra las protei-
nas de envoltura y del cuerpo viral. Se ha demos-
trado, mediante el uso de anticuerpos monoclonales,
que la gp 41 y la gp 160 comparten determinantes
antioénicos, lo mismo que la p 24 y la p 55
(VERONESE, F.D., y cols., 1.985). En este test se
utiliza la tecnologia del DNA recombinante para
codificar las proteinas que recubren las esferas
utilizadas en el ELISA, de manera que hay dos sis-
temas en fase sélida, en uno las esferas estan re-
cubiertas por una proteina codificada que contiene

todos 'os aminoacidos de la gp 41 y una narte de

los de la gp 120; en el sequndo la esfera esta re=-

cubierta por una proteina que contiene una parte

de los aminoédcidos de la p 17, todos los aminoa~
cidos de la p 24 y una parte de los aminoacidos de
la p 55. La primera esfera detectara anticuerpos
dirinidos contra la gqp 160 y la gp 41. La sequnda
esfera detectard anticuerpos dirigidos contra la

p 24 y la p 55. Ademds todas las muestras se prue-

ban por duplicado.

Se han realizado estudios multicéntricos con

las muestras encontradas en el ELISA anti-HTLV III




como positivas. Estras muestras fueron estudiadas
posteriormente con Western Blot y con el ELISA
confirmatorio. Todas las muestras encontradas po-
sitivas por el Western Blot fueron positivas en

el ELISA confirmatorio. Un pequefio nimero de mues=
tras resultaron positivas en el ELISA confirmatorio
y negativas o indeterminadas en el Western Blot,
estas muestras resultaron ser positivas al ser
analizadas con inmunofluorescencia. Se estima,
puas, que tanto la especificidad como la sensibi-
lidad del ELISA confirmatorio se aproximan al

100%, superando pues, al Western Blot, en el que

ademis se han encontrado resultados falsos positi-

vos en estudios recientes (BIBERFELD, G. y cols;

BURKE, D.S. y cols., 1.986).

Radioinmunoanalisis: se utiliza un extracto virica,
marcado con un isdtopo radiactivo que se incuba
con el suero y sequidamente se procede a una elec-
troforesis en poliacrilamida que con el suero.
Tamhién se pueden utilizar proteinas aisladas, ha-
bitualmente la p 24.

£1 radioinmunoanilisis es una técnica rapi-
da y precisa (KALYANARAMAN, U.,S. y cols; 1.984).
Utilizando homogeneizados de virus completos apa-
rece como el test disponible m3s especifico porque
permite la visualizacidn de la reactividad frente
a todas las proteinas del HTLV=-1II a la vez.

§in embargo es una prueba muy embarazosa y cara




y s6lo podri estar disponible en un prdaximo futuro,
excepto en un limitado ndmero de laboratorios de
investigacién que la realizan rutinariamente. Uti-
lizando proteinas =a2isladas (p 24) la prueba se

hace mAs sencilla pero sdlo mide anticuerpos fren-
te a una proteina virica, disminuyendo su sensi-

bilidad.

Inmunofluorescencia (de membrana y citoplasmitica):
Se trata de una inmunofluorescencia indirec-
ta en la cual se hace reaccionar el suero proble-
ma con células infectadas por el virus utilizando
una antiinmunoglobulina humana marcada con fluores-
ceina en forma de "sandwich" (CHEISONG-POPOV, R.
y cols., 1.984)., Fue la primera prueba definiti-
va que relaciond la reactividad sérica humana con
las células infectadas por HTLV-III (ESSEX, M, ¥y
cols., 1.983).

Aunque las inmunofluorescencias de membrana
y la citoplésmica aparezcan como un buen método
de trabajo en laboratorios de investigacidn y de
referencia, lo cierto es que son técnicas bastante
embarazosas debido a la necesidad de mantener una

fuente constante de células, La especificidad

también puede constituir un problema, y el test

puede ser que no sea conveniente para aquellos
sueros que cantienen anticuerpos frente a las

células normales no infectadas.




Un pecuefio porcentaje de portadores infectados con
el HTLY I1I/LAV contienen virus en ausencia de
anticuerpos nue puedan ser detactados utilizando
las técnicas resefadas anteriormente (SALAHUDDIN;
S.2. v cols.,, 1.984)., La razdn de estos hallazgos
no estAd clara. pero su conocimiento puede ser de
gran interés puesto que representa una fuente po-
tencial de sangre infectada en donaciones que no

es detectada por los tests convencionales de anti-

cuerpos.

Relacidn entre la seropositividad y la infeccidn
por HTL/ I1I: Una vez que se han detectado anti-
cuerpos frente al HTLV III se nos plantea el pro-
blema de la relacidn existente entre la positivi-
dad de los anticuerpos y el desarrollo posterior
de la enfermedad. Los estudios realizados sugie-
ren gue un alto porcentaje de sujetos seropositi-
vos adquirirdn inmunidad, como lo demuestra el
hecho de nue numerosos sujetos seropositivos se-

guidos durante afios no han enfermado adn.

En el SIDA establecido puede aislarse el
virus y en la mayoria de los casos se sncuentran
anticuerpos, por lo ocue puede deducirse que éstos
no proteqgen al paciente de la enfermedad, en cuyos
Ultimos estadios llegan incluso a desaparecer y

cuando los hay son frente a la gp 41 sobre todo




(LAURENCE, J. vy cels,, 1.984),

En los pacientes con el sindrome linfadenopé-
tico se aisla con facilidad el virus y se encuen-
tran anticuerpos de facil deteccidn. Parasce que
intentan rontrolar la infeccidn mediante una hi-
pernlasia ganglionar reactiva y, dado el pequefio
nimero de estos sujetos que desarrcllan SIDA con
nosterioridad, puede suponerse que alqunos han
vercidao la enfermedad aungue hacen falta estudios
mAs prolongados. 0De todas maneras es posible
considerarlos como sujetos portadores al iqual

aue otros sujetos pertenecientes a grupos de ries-

ga (BARRE-SINOUSSI, F. y cols., 1.933). Recien-

temente se ha visto que los anticuerpos anti-
HTLV III pueden tener poder neutralizante sobre
el virus (HO, D.D. y cols., 1.985). La produccién
de anticuerpos depende de la integridad del sis-
tema inmune. Los pacientes de SIDA con sarcoma
de kaposi tienen una prevalencia mas alta de
anticuerpos anti HTLV III que los pacientes de
S5IDA con infecciones oportunistas (KALYANARAMAN,
V.5. v cols., 1,984) lo cual concuerda con la
observacidén de que los pacientes con sarcoma de
kaposi estan menos inmunodeprimidos que los gue

padecen infecciones oportunistas.

Se ha calculado nue la proporcidén de las




nersaonas sarnopositivas nue evolucinnan a un SI0A

en un pariodo de 5 afios es del orden del 4-19%

(MELBYEL, M, y cols,, 1,984).




VII. SEROPREVALENCIA DEL HTLV-III.

A partir del aislamiento primero en Francia del
LAV (BARRE-SINOUSSI, F. y cols., 1.983) y un poco mas
tarde en Estades Unidos del HTLV I1I (POPOVIC, M. ¥
cols.,, 1.984) se desarrollaron répidamente nruebas de

deteccidn de anticuerpos frente a est: 3 virus.

Por su sencillez, ser rédpida y de relativo bajo
coste, se eliqid el ELISA comc prueba de deteccién de
la seropositividad frente al HTLV III/LAV en pacientes
de SIDA, sujetos con sindrome linfadenopatico, sujetos
de riesaoo para SIDA y sobre todo en donantes de sangre
como medio de eliminar a posibles sujetos trarsmisores
del sindrome. (SARNGADHARAN, M.G. y cols., 1.984).
Yarios laboratorios se lanzaron a la fabricacidn de

kits de ELISA anti HTLV III/LAV que han sido probados

en numerosos estudios {ABB, J. 1.986; PETRICCIANI,

J.C. 1.985) de los que se deduce una sensibilidad y
especificidad con pocas diferencias entre las diversas
marcas v que en todos los casos superan el 95%. Natu-
ralmente los resultados positivos tienen que ser con-
firmados con pruebas mas especificas y teniendo en
cuenta que los sujetos seronegativos pueden ser porta-

dores del virus,

Diversos autores han estudiado la prevalencia

de anticuerpos anti HTLY III en pacientes con SIDA,




nacientes con el Complejo Relacionado con el SIDA,
sujetos pertenecientes a diversos qrupos de riesgo,
donantes de sanore v personas sin factor de riesqo
canocido (ESTEBAN, R. y cols., 1.986; CHEISONG-POPOV,

R. v cols,, 1.985; LATORRE, X. y cols., 1,985; MORTIMER,
P.%, y cols., 1.,985).

Los resultados de los analisis efectuados se
resumen en que mas del 90% de todos los pacientes de
SIDA y CRS eran seropositivos, en contraste con lo
encontrado en el caso de los donantes sanos y en per-
sonas con enfermedades no relacionadas con el S5SIDA,

gque eran seronegativos.

Los porcentajes de seropositividad encontrados
en los distintos ogrupos de riesgo varfan seqin los
autores y los paises estudiados aunque se observa un
aumento a lo largo del tiempo, mucho mis marcado en
los drogadictos intravenosos (por ejemplo en Gran

Bretafia se pasd del 1,5% de dropadictos seropositivos

en 1,983 a un 6,4% en 1,985 y en el estado de Nueva

York del 29-45% en 1,982 al B87% en 1,984).

En el momento actual se desconoce si la presen=
cia de anticuerpos frente al HTLV III/LAV es un factor
prondstico, si estad asociado a la capacidad de trans-
mitir el SIDA o a una eventual predisposicidén a pade-

cerlo. Sin embargo, es un indicative de que ha exis-




TABLA_ 12

SEROPREVALENCIA DEL HTLV=III SEGUN GRUPOS DE RIESGO
Y LOCALIZACION GEOGRAFICA

ANO Ne TOTAL SEROPOSITIVOS
ESTUDIADO HTLV=11I(%)

HCMOSEXUALES

Estados Unidos:
Nueva York 1985
San Francisco 1984
Washington 1985
Boston 1982/3

Canada:
Montreal 1984

Vancouvsr 1984

Dinamarca 1984
Inglaterra(Londres) 1984
Holanda 1982
Noruega 1984
Alemania(Berlin) 1984
Finlandia 1983/4
Suecia NE

Suiza

Francia(Par{s)

Italia(Roma)

Australia




DROGADICTOS POR VIA PARENTERAL

Estados Unidos:
Nueva York

Nueva Jersey

Boston

Italia:
Roma

Mildn

Cagliari

Suiza

Inglaterra
Espafia
Alemania(Berlin)
Australia

Estedos Unidos:
Pennsylvania
Los Angeles
Georaqia

Massachussets

Dinamarca
Alemania
Inglaterra
Escocia

Canada

NE
NE
NE

1985
1985
1985
1982
1984

HEMOFILICOS




DONANTES DE SANGRE

Estados Unidos: 1.027.786 0,2
593,831 0,25

Esnafa 2,142 0,23
Alemania:
Hesse 4,445 0,47
6 cindades 6.720 0,52

Suiza NE 83 0,00
Suecia NE 0,00
Dinamarca 1582 69 0,00
Finlandia 1985 20,000 0,005
Brasil 1985 1.469 0,13

(Tomada de MELBYE, . en British Medical Journal.tED ESP,
Volumen I. Jul=Ago 1986; pags 20-21)




tido una infaccidn previa por el virus, y su determi-
nacidn puede ser de utilidad para identificar las per-

sonas posibles pnrtadoras del mismo.

Una vez que se ha efectuado la prueba para los

anticuerpos HTLV III/LAV y €sta ha resultado positiva,

se nos plantea el problema de qué hacer con los suje-
tos seropositivos. En los Estados Unidos, pais donde
el SIDA constituye una verdadera epidemia y hay una

aran concienciacidn pdblica, se siguen las siquientes

recomendaciones (COUNCIL REPORT, 1.985):

-Los sujetos seropositivos deben ser informados de su
condicidn y puestos en contacto con médicos dotados
de préctica v experiencia que controlen la evolucidn
del paciente vigilando la posible aparicidn de signos

y sintomas de SIDA o alteraciones relacicnadas.

-Seran informados de loa manifestaciones precoces de
SIDA y de oue si se presentan éstas, requieren aten-

. &F rd .
cior medica.

-Se les comunic .4 nue el prondstico para un individuo
infectado por el HTLV=III es desconocido, Sin embar-
0o se les dira auve la mayoria de las personas perma-

necen infectadas, pero asintomaticas.

-Deberan pasar revicidn médica por lo .aenos dos veces




al afo v mas frecuentemente si desarrollan sintoma-
tolonfa da S10A o de complejo r- .acionado con el

SIBA.

-Se les dirs aue auncue no presenten sintcmas, consti-
tuyen un riesqgo de i "eccidn para ntras personas a
través de contactos sexuales e intercambio de agujas.
Se les recomendars el uso del cond’n como prevencidn

de la infeccidn por via sexual.

-No deben intercambiar cenillos de dientes, cuchillas
de afeitar y utensilios gue puedan estar contaminados

con sangre.

-Las parejas sexuales de sujetos saropositivos tienen
oue se. informadas del riesqo que tienen de contraer

la infaccidn por HTLU=III a través de su pareja.

-Se les informara que los contacivus normales entre
familiares no se ha demostrado nue supongan riesqo

de infeccidn.

-En caso de heridas sangrantes, las superficies conta-

minadas deben lavarse con lejia.

~-5i utilizan agujas hipodérmicas o de acupuntura, éstas

deben ser 2sterilizadas con autoc ave o desechadas.

-En caso de que e! sujeto reciba atencidn médica o




dental, debs comunicar su condicidn de seropositivo

oara el HTLY--III, para una correcta evaluacidn v para

tomar las debidas precauciones.

-S5g ies debe avisar gue en la mayoria de los casos

no hace falta que cambien de empleo. Sin embargo,
aquellas nersonas cuvo trabajo implica una exposicidn
natencial de otras personas a su sanare o a otros
fluidos corporales, deben tomar precauciones tales

como usar aquantes,

-5i trabajan en profesiones de asistencia médica o
dental oue imulican la aparicién de lesiones cuténeas,
deben tomar orecauciones como las recomendadas para
la hepatitis B para proteaer a sus pacientes del ries-

no de infeccidn.,

-Por supuesto, no deben donar sangre, plasma, semen

u Aroanos.

-Por dltimo se les informara también del riesgo de

transmisidn del HTLU=III a su descendencia.




VIII., INSTITUCIONES PENITENCIARIAS

Debido a oue nuestro estudio se llevd a cabo,
nrincipalmente, en internos de prisidn, creemos que
es oblioado hacer rcferencia, aunque breve, a las
principales caracteristicas de los centros gue acogen
a éstos sujetos y a las de éstos Ultimus como integran-

tes de una colectividad bien definida.

En este caso el centro objeto de nuestro traba-
jo fue la Prisidn Provincial de Granada, situada a
escasa distancia de la Facultad de Medicina, condicidn
cue favorecid la realizacidn inmediata de ensayos que
no permiten una larga espera (ej. subpoblaciones lin-
focitarias). Pues bien, la Prisién Provincial de
Granada, al igual aue el resto de las Instituciones
Penitenciarias de Espafia, depende para su funcionamien-
to de la Direccién General de Instituciones Peniten-
ciarias que, a su vez, esti integrada en el Ministerio
de Justicia. Esta dependencia se ha desviado desde
hace alqunos afos de la capital a la periferia, pues-
to aque ciartas competencias de orden administrativo

sa han ido transfiriendo progresivamente a las dife-

rentes comunidades auténomas y, entre ellas, a Andalucia.

Las diversas funciones que cumplen las Institu-
ciones Penitenciarias vienen fijadas por ley y se

pueden resumir bhrevemente en:




-Hacer oue se cumplan las penas impuestas por los jue-
cas en las correspondientes sentencias (lo que no
impide que las penas se vean frecuentements reducidas

por buen comportamiento y en ocasidn de indultos).

-Procurar, en la medida de lo posible, la modificacidn
de los hébitos de conducta (delictivos) de los reclu-
sos con el fin de que se puedan reintegrar a la socie~-

dad con la confianza de ocue no volveran a delinquir.

Naturalmente, el primer objetivo es relativamente facil
4a sumplir y en afios pretéritos la funcidn de las car-
celes espafolas (y de los demis paises) estaba reduci-
da a conseguir que se cumplieran las pencs ante todo.

se tenf{a un concepto de la carcel como lugar de castigo:

eran simolementz lugares de reclusidn, de privacidn

de libertad, sin mas.

Sin embargo, en nuestra actual legislacidn se
da mas importancia a la funcidn'reeducadora" de la
prisién, tomando conciencia de que hasta ahora, debido
-  d . [ 4
a sus peculiares caracteristicas, las carceles se con-
vertian er verdadaras escuelas del acto delictivo y
aque la funcidn d~ "castigo™ no impedia que los reclu-

sos, una vez en la calle, volvieran a cometer delitos.

£n cuanto a la prisidn de nuestra capital, la

noblacidn reclusa que la compone consta de sujetos




que cumplen condenas mss o menos largas y preventivos,
sujetos que pasan a prisidn a la espera de que se ce-
lebren los juiciosde la causa o0 causas &n que estan

implicados.

Tanto penadaos como preventivos, en general, per-

tenecen a arupos marninados por la sociedad: suelen

ser de clase socioecondmica baja, pobre nivel educativo,
su situacidn laboral mas corriente es la del paro o,
como mucho, tienen empleos ocasionales. La situacidn
familiar tampoco suele ser favorable, frecuentemente

es origen de conflictos., Todo ello se enmarca en el
lugar de residencia, pues suelen habitar en zonas o
harrios de "mala reputacidn", donde abunda la delin-

cuencia como forma coiriente de vida y en todas sus

variantes: droga, prostitucidn, robo,..

LLama la atencidn el alto porcentaje de indivi-
duos de raza gitana (con su eterno problema de margi-
nacién y automarginacidn) y de extranjeros. Estos
ltimos, desde hace algunos afios, han empezado a cons-
tituir un nrupo relativamente numeroso de reclusos en
nuestra prisidn provincial y en otras de nuestro pais.
Sus caracteristicas difieren bastante de los internos
indiqenas (en cuanto a su nivel socioecondmico y cul-
tural) y la mayoria de ellos se encuentran ingresacos

nor delitos relacionados directamente con la droga-

diccién (Trafico de drooas)




Las caracteristicas de la mayoria de los internos de
nuestras prisiones hacen que en un qQran porcentaje

sean reincidentes, repitiendo una y otra vez sus es-
tancias en la institucién, a la Aue progresivamente

sa adaptan, de forma que procuran no eriginar proble-
mas buscando pasar la condena o el tiempo do prevencién
en las mejores condiciones posibles: saben que el buen
comportamiento conlleva reduccidn de penas, mayor
frecuencia de visitas v la posible salida bajo libertad

vigilada.

3in embarna, alguncs intentan la fuga y como
medio para consequirlo no dudan en producirse auto-
lesiones con el fin de cbtener su traslado a centros

sanitarios, en los gue piensan que la huida, a veces

contando con ayuda exterior, sera mas factible. Son

frecuentes, pues, los cortes en venas y ia ingestidn
de 1o mAs diversos utensilios, as{ como el fingimiento

de trastornos siquiatricos con este dnico fin.

Una caracter{stica nue nos sorprendié enormemente
de la poblacidn reclusa es la frecuentisima demanda
de sarvicios médicos oue nlantea este colectivo. En
la prisidn cde Granada cuentan con un médico (pronto
habr4 dons) nue tiene consulta mafiana y tarde y aque
est4 permanentemente localizado, 2 diplomados de en-
fermeria (en turnos de mafiana y tarde y estando siam=

pre uno de los dos localizado), una auxiliar v un




dantista con una consulta a la semana. Pues bien, nos
parecid verdaderamente poco corriente que poco mas de
300 sujetos acudan con tanta frecuencia alla enferme-
ria, cuando lo habitual estando en libertad, ®&s que

sa olviden nor completo de sus posibles dolencias,.
Deducimos oue la explicacién de este hecho no estd

en una salud deficiente de los reclusns sino que sus
visitas tienen, en un alto porcentaje de casas, un
motive "interesado" como puede ser simpleamente pasar
al tiempo, preguntarle al médico cdmo va su causa,
cedir el traslado a un hospital neneral o psiquidtrico
o incluso obtener alguna pastilla para venderla a algun

compafiero.

Por otra parte, la situacidn de aislamiento del
exterior, el alejamiento de la familia y de los amigos,
a veces el ambiente hostil ocue preside las relaciones
entre reclusos y la constante sensacidn de encierro
y coartacidn de libertades hacen gue les internos cai-
oan en situaciones emocionales proclives al consumo

de sustancias tdxicas como forma de autoevasifn,

Para conseauirlas estan dispuestos a cualguier cosa

como finoir lesiones, dolores para obtener algdn anal-
nésico de la enfermerfa y también hay gque contar con
mecanismos poco claros, entre los aue estin el "hallaz-
oa" de peouefios pacuetes en los patios y que son arro-
jados desde fuera v otras formas de introduccidn de

drcaa diffciles de detectar, pero que sin duda existen.




fste compulsive consumo de téxicos se enmarca dentro
de una conducta que a veces es de autodestruccidn,
como lo revela los frecuentes intentos "de verdad" de
syicidio y, la mayoria de las ocasiones, como tnica
forma disponible de escapar a la realidad diaria y

mondtona de la prisidn.

asf{, en informe de Garcia Valdés al Congreso de
los Diputados en 1.981, se recoge que entre el 60 y
el 90% de los reclusos espafioles consume drogas, prin-
cipalmente haschiff, aunque no de forma habitual, sino

ocasionalmente.

En un estudio realizado por nuestro Departamento

durante el sequndo semestre de 1,984 que comprendia

las prisiones de Andalucia Oriental, se comprobd que

sobre un total de 483 reclusos, 330 consum{an algdn

tipo de droga (68,3%) y de ellos 166 (34,3%) utiliza-
ban la via parenteral para su consumo. C(Claro que los
internos contestaban refiriéndose a gue se drogaban

an los periodas de tiemps en gue se encontraban en
libertad, retrayéndose a la hora de confesar que también

consumfan drogas en el interior de la prisidn.

La situacidn en circeles de otros paise- es
similar y as{ en Italia, CHIARAMONTE en un estudio de
»B2 reclusos encuentra que se drogan el 21% y en Norue-
ga Hurlen, B, y cols. (1.984) encuentran que en 138

reclusos hay 61 (45%) oue se droqan.




Dentro de nuestro pafs, BARRERA, J.M. y cols. (1.986)
estudian 100 presos en 3arcelona -de los que 48 son

drocadictes intravenosos (48%).

La alta tasa de drocadiccidn presente en las
carceles puede tambidn daducirse indirectamente por
la alta prevalencia de marcadores de hepatitis 8 que
se sncuentra sntre estos sujetos (61% de los reclusos
pertenecientes al estudio llevado a cabo por nuestro

Oepartamento en 1,984 los presentaban).

Esti claro, por tanto, que la prisidn supone un
luoar de concentracidén de drogadictos parenterales,

los cuales en Estados Unidos, constituyen el segundo

qrupo de riesao en frecuencia (17% de los casos) para

el SIDA (SELIK, R.M. y cols, 1.,984) y en Espaiia cons-
tituyen el ogrupo de riesgo mAs importante para el pa-
decimiento del sindrome, de modoc que, hacia Marzo de
1,986, practicamente el 50% de los casos de SIDA regis-
trados en £spafa se habfan dado entre sujetos gue eran
drogadictos intra venosos como Unico factor de riesqo

(Bol. enidem. semanal, n2 1.724).

Una vez conocida la enotme importancia que tenian
los droaadictos parenterales espafioles en la transmi-
sidn del virus del SIDA, se empezaron a realizar es-
tudios de seroepidemiclonoia en este colectivo (RGDRIGO,
J.M. y cols., MUGA, R. y cols., ESTEBAN, R. vy cols.,
1,986).




fn todos Bstos estudios se han encontrado prevalencias
elevadas de anticuerpos anti HTLV III en drogadictos,
de hasta un 61% de seropositivos (ZULAICA, D. y cols.,
1,985).

La alta prevalencia de anticuerpos anti HTLV 11l
encontrada en drogadictos parenterales se explica por
la via de transmisién del virus y porque este conlectivo
tiene unas pautas de conducta gue favorecen la infeccidn
por el HTLV III, como es el intercambio de jeringuillas
(DES JARCAIS y cols., 1.985), practica que se realiza
con asiduidad a pesar de los afios que se les viene in-
sistiendo en el riesgo que ésto conlleva para la hepa-
titis B. El intercambin de jeringuillas es una prac-
tica que se incrementa de forma extraordinaria en

prisién, pues es notorio aque no esta al alcance de los

internos consequir jerinquillas desechables y no e _Bn

dispuestos a desprenderse de las pocas gue posesn,
Por otra parte, el estado de apatia y desinterés en
que se hallan inmersos hacen que se despreocupen de
tomar medidas higiénicas que salvaguarden la salud

de sus compafieros y la de ellos mismos,




0BJIETIVES




Debido a la creciente preocupacidn en nuestra
sociedad y, mAs concretamente, en el medio peniten-
ciario por el avance de la nueva enfermedad conoci=-

da como S{ndrome de Inmunodeficiencia Adquirida

(51DA), nos propusimos investigar la difusidn de su*

agente productor, el HTLV III (ahora denominado HIV)
entre la poblacidn reclusa de la Prisién Provincial

de Granada.

Los objetivos de nuestra tesis son:

l.Estudiar la prevalencia de anticuerpos frente
al HTLV III entre los individuos de la muestra utili-
zando la técnica de ELISA y comprobando los resulta-

dos mediante una prueba confirmatoria.

2 .Comprobar los factores de riesgo para la
infeccidn por el HTLV III presentes en la poblacidn
estudiada, valorando su importancia relativa en rela-

cidn con la aparicidn de anticuerpos frente al virus.

3.Establecer las posibles relaciones entre la
seropositividad para el HTLV III y la presencia de
sintomatolonfa descrita para el Complejo Relacionadn
con el SIDA (CRS3), haciendo un seguimiento clinico

lonoitudinal de los sujetos seropositivos.

4.Investinar diversos pardmetros seroldaicos




frente = los acentes natdnenos mAs frecuentemente
descritos en enfermos de S5I0A, comparando los resul=-
tados obtenidos en los seropositivos para el HTLV

I1I con los encontrados en los seraonegativos.

5.Investiaoar el estado de la inmunidad celular
en los individuos de la muestra mediante el estudio
de las subpoblaciones linfocitarias, viendo las po-
sihles diferencias entre seropositivos y seronegativos

para el HTLV I1I.

6.Por Gltimo, nuestra tarea nrimordial fué re-

conocer a los sujetos portadores de anticuerpos, in=
formar ~ los servicios médicos de los nue dependen y
nroporcionar a los afectados los conocimientos preven-
tivoe onortunos con el fin de atajar en lo posible la

nroaresiva difusidn del HTLY 111 & nuestras prisiones.




m ATERTIAL
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MATERIAL

Pare realizar nuestro trabajo nos planteamos la
necesidacd de contar con una poblacidn minimamente e.=~
table en el tiempo vy en el espacio, por lo onue nos
diriqimos a la Prisidn Provinciai de Granada, Esto
no ocurrid casualmente, pues ya contdbamos con dos
experiencias arteriores en las que se nos ofrecié co~
laboracidn desinteres=da por parte de la direccién y
de los servicios médicos de éste establecimiento pe- | .

niterciario.

Nos pusimos en contacto c. 1 el médico de ) Jri=-
sidén y, una vez que conocid nuestra idea, se ofreciéd
a colaberar desde el primer momento, poniendo z nues-
tra disposi- ‘dn 1la enfermeria del ceniro e informando
a los internos de las caracleristicas de nusstro es-

tudio instandoles a que participaran en él.

Posterior ente, una circulai de la Direccidn
General de Instituciones F nitenciarias, aconsejaba
2 los servicios médicos de prisionss oue pr~staran \ﬁ
colaboracidén a todas zquellas entidades de ambito
sanitario que 53 ofrecieran a determinar anticuerpos
anti HTLV/LAY «. *re la poblacidn reclusa, siempre aque,
una vaz realizados los andlisis, los re:.ltados fue-
ran conunicados a dichos servicios nédicos y con ca-

racter astrictamente confidencial.



Una vez en la prisién y, aunque los internos fueron
previamente informados oor el médico, comunicamos
personalmente a cada sujet) el objetivo de nuasstro
estudio, explicando lo mads claramente posible el sig-
nificado de los resultados que pudiera deparar. Todos
ellos se prestaron voluntariamente a la realizacién

de los analisis. Asf pues, contabamos ya con una po-
blacién relativamente fAcil de sstudiar en su evolucidn
clinica durante un tiempo mas o menos extenso, que es

lo que nos interesaba.

Al poco tiempo abtuvimos también la colaboracidn
de un centro de deshabituacién de toxicémanos, ya que

estaban interesados en conocer los marcadores de he-

patitis y anticuerpos anti=-HTLV II1/LAV en los miem-

bros de su comunidad. El tratamiento de deshabituacidn
tiene una duracidén de verios meses, durante los cuales
son vigilados por el médico de que dispone el centro.
Es por ello que esta poblacién de ex-heroinémanos,
aunque de pequefia magnitud, nos parecié interesante
para nuestro estudio y hasta superponible con la po-
blaciér reclusa por la elevada inciocencia de droga=-

diccién en ésta Gltima.

La poblacidn estudiada se compone, por tanto, de

120 individuos:

-108 internos de la Prisidn Provincial oe Granada.




- 12 exheroindmanocs en tratzmiento de deshabi-

tuacidn.

En cuanto a los orimeros, vy rafiriéndonns a los

aspectos socioculturales, hay que decir que la mayorfa

tiene un nivel de instruccidn bajo pues casi la mitad

son analfabetos v el resto sdlo poseen estudics prima=-
rios, siendo pocos los nue posesn astudios medios o
t{tulo universitario. Su cualificacién laboral es,
por tanto, escasa o nula engrosando la mayoria de ellos

las filas del paro (cuando no estén en prisién).

La alta tasa de paro entrs ellos y la nacesidad
de droga en muchos casos, son las causas que las indu-
cen a delinquir (generalmente cometiendo robos) y a

ingresar por tanto en prisién.

£l medio ambiente que les rodea es la Prisién
Provincial de Granada, construida en 1,931 y con una
superficie total de 10.659 metros cuadrados. La ca-
pacidad real es de unos 200 reclusos, aunque lo méas
habitual es que convivan mis de 300, lo que conlleva
un cierto grado de hacinamiento aunque sin resultar

agaebiante.

En el caso de los sujetos en tra anienta de des-

habituacidn, su mecio ambients se compone de una coran-




ja an la montafia y en un amplio apartamento en el ex-
trarradio de nuestra ciudad., En ambos lugares sae ven
aislados de la heroina y sa apoyan en el compafnerismo
y la comprensidn mutua para conseguir pasar el duro
sindrome de privacidn o "mono", siempre bajo la mira-
da atenta v los cuidados del médico con experiencia

en estos casos.

S5u estancia en el centro es totalmente voluntaria,
lo cual es fundamental en el éxito posterior del tra-
tamiento, ya que si el sujeto no se somete al mismo
con la firme conviccién de dejar para siempre la droga,
recaera en ella indefectiblemente. El1 tratamiento se
prolonga durante varios meses y una vez gue se enpcusan-
tran fisica y mentalmente raecuperados se reinteqran a

la eonvivencia en la sociedad, confiando en gue son

lo hastante fuertes como para resistir la tentacidn

de caer nuevamente en la droaa, aunque la verdad s

aue un elavado porcentajs de ellos reinciden,

Una vez selaccinnada la poblacidn objeto de nues-
tro estudio, elaboramos el sinuiente protocole nue

consta de dos partes:

12 Encuesta wpidemioldgica.

22 Datos de laboratorio.




ENCUESTA EPIDEMIOLCGICA

N9 REGISTRO:

DATOS DE FILIACION:

19APELLIDO:

2QAPELLIDO:

NOMBRE :

SEXO: ESTADD CIVIL:

HABITOS SEXUALES:

-Relacifin heterossxual:
1.5610 con su pareja.
2.Promiscuidad scceccccscccsssccccee
~-Relacién homosexual:
1.51 2.NO cececscsssccscessas
-¢Desde cuindo practica la homosexualidad?
(resefiar el n2 de afios) cececcccsces
=;Las précticas homosexuales comenzaron
antes de ingresar en prisién?
1:51 2.ND ccoeccccsssccscccsss
~-Actitud en 8l acto sexual(homosexual):
l.Pasiva 2,ACt_vB sesssssccnccses
-Relacién bisexual:

1.5{ 2.N0 ..l.....'...'.l....l.

ANTECEDENTES DE CONTACTO:

-Ha donado sangre?

1-5{ 2.”0 TR EE R R A R




-;Hz recibido alguna transfusidn?
1,51 2.N0 cocecsvcscencsncsces
-;Consume drogas por via parenteral?
1.51 P MO casnnsassinsraniniy
=En caso afirmativo: ;iniciéd su consumo antes
de inqresar en prisién?
1.5¢ 2.No

ESTADO ACTUAL: (los signes/sintomas deben astar

presentes por 3 o mds meses y sin causa conocida):
-Linfadenopat{a generalizada:
1.51 2.NO sceccecscssssccsnese
-pérdida de peso mayor de 7 Kg o mayor del
10% del peso normals
1,51 2.N0 cocecsssccscssoncne
~-Fiebre mayor de 389C intermitente o
cont{nua:
1.54 2.NO seesccsssccccsssscce
-Diarrea crébnica:

lﬂsf 2.N° 00000000000 SGRETSTSOES




1) En 8l apartado de habitos, cuando preguntamos si
su relacidn es heterosexual con promiscuidad, nos re
ferimos a si habitualmente mantienen relaciones sexua-
les con diferentes (y miltiples) sujetos del sexo

opusesto.

En el caso de que su tipo de relacién sexual ha-
bitual ocurra con sujetos de su mismo sexo, pregunta=-
mos si su actitud durante el acto sexual es pasiva
(entendiendo que la pareja introduzca su pene en el
ano-recto del sujeto entrevistado), o activa cuando

toma la actitud opuesta.

2) En el apartadc de los antacadanta§ de contacto
nos interesa, sobre todo, la posible via de entrada
parenteral: si es o ha sido donante o receptor de
sangre o hemoderivados alguna vez, as{ como si se
inyscta drogas. Iqualmente nos intaresa:saber si lo

hecia antes de inqresar por primera vez en priaién,

en relacién a saber si éstz es lucar de iniciacidn

de toxicomanias o no.

También preguntamos si antes de hacerss drogadic-
to parenteral consumfa otro tipo de droga, como pue-
den ser los "porros", "pastillas",..etc, como medio
de conocer si realmente las llamadas "drogas blandas"
constituyen en realidad el camino mas cortoe y sequro
hacia la heroinomania.

También, en este mismo apariado, nos interesaron
la presencia o no de tatuajes, consideréndolos como

via de entrada de diversas infecciones.




3) En el tercer y dltimo apartado hacemos refe-
rencia a la sintomatologfia v signos clinicos que foar-
man partes del denominacdn " Complejo Relacionado con
2l SIDA " referido por el Center Disease Control de
Atlanta, aungue teniende er vuenta dos puntualizacio-

nes:

No prequntamos si los sujetos presentaban
dabilidéd o fatiga, pues comprobamos pron-

to que la respuesta tendia a ser positive en
la mayoria de los casos. Recogimos este dato

si objetivamente lo recenociamos.

2) Tampoca inquirimas por los sudores nocturnos
por la misma razén; sdflo lo constatabamos si

el sujeto lo raferia esponténeamenta.

Por lo tanto, sscoaimos los datos mas facilmente
objetivables y que presentaban menor posibilidad de

error., Los signos y sintomas deben estar presentes

por lo menos desde hace 3 meses y son:

- Linfadenopatfa generalizada: existencia dse
ganglios de mas de 1 cm ce didmetro en dos o

[ 4 Fy . - 4
mas localizaciones extrainguinales.

Pérdida de peso mayor de 7 u 8 Kg o mas dsl

10% del peso corporal.

Fiebre continua o intermitente de 3382C o més.

Diarrea crénica: diarrea frecuente an los

Jltimos tres meses.,




La svolucidn de éstos sintomas y sinnos era con-
trolada con asiduidad durante el tiempo que las reclu-
: s : : P : 5

sos permanccian en prisidn y procurando, dentro de

lo posible, la méxima ohjetividad en su recogida.

Esta encuasta epidemicldgica fue realizada a to-
dos los sujetos da nuestro estudio de forma individual,
poniendo énfasis en que era voluntaria y absolutamente

confidencial.

Debido a la concisesnciacidn gereral que ha moti=-

vado en la sociedad y, sobre todo, en grupos de alto

riesgo la prohlemAtica del S5IDA, no fue dif{cil obte-

ner la colaboracidn de éste colectivo aunque a veces
presantaban considerables dificultades en llegar a
comprender el significado del estudio y de los po-

sibles resultados.

Una vez realizada la sncuesta, se procedia a la
extraccién, a cada uno de los sujetos, de 15 cc de
sangre periférica para la realizacién de los corres=-
pondientes estudios sero, inmuno y hematoldgicos que
se reflejan en la siguiente hoja de datos de labora-

torios




DATOS DE LABORATORIO

EESRSSESRESSERSECTERS

1)Anticuerpos frante al HTLV I11/LAV:
l.Nagativo 1 2.,Positivo sesescvcoccncs
2)Test confirmatorio (de los pnsitivos en la
prueba anterior):
1,Negativo 2.p08itivo ceecesesccccnse
3)Marcadores de Hepatitis B:
3,1.Ant{geno de superficie cel VHB:
l1.Negative 2.P0Sitivo ceeecssase
3,2.Anticuerpos frerte al antfgenc de super-
ficie del VHB:
1.Negativo 2.Positivo ccescecces
3.3.Anticuerpos frente al antfgeno del core
del VHB:
l.Negativo 2,P0sitivo secesccese
4)Anticuerpos frente a Citeomegalovirus:
4.1.T{tulo de IgG superior a 1/5.000:
1.Negativo 2.P0sitivo cescecscss
4.?.T{tulo de IgM superior a 1/40:
l1,Negativo 2.POSitiVO cesccccnss

5)Anticuerpos frente al virus del Herpes simple:

5.1.T{tulo de IqG superior a 1/2.000:

1.Negativo 2.P0Sitivo ceccccnsee

5.2.T{tulo de IgM superior a 1/40:

l.NBgBtiUO 2rp031t1V0 sssssscsnee




6)Virus de Epstein-Barr:
6.1.Test de Paul-Bunnell:
l.Negativo 2.,PoSitivc ececesccas
6.2,1nmunoflucrescencia indirecta para la
determinacidén de anticusrpos frente al
antf{geno capsfdico del EBV:
l.Nagativo 2.P0Sitivo ceessvecce
7)Sarologfa de Liss:
7.1.RPR:
1.Negativo 2.Positivo
7.2.Hemaglutinacién:
l1,Negativo 2,P0sitivo seseccccee
7.3.FTA=-ABS:
l.Negativo 2.P0Sitivo scesceccee
8)Anticuerpos frente a Toxoplasma gondii:
8.1.Agqlutinacién directa.T{tulo eececcacss
8.2.Aqlutinacién con 2-mercaptostanol.....
8.3.Inmunof luorescencia indirecta(t{tulo mayor
a 1/200):
1,Negativo 2,P0Sitivo cecccocsce
9) Anticuerpos frente a Aspergillus(tftulo mayor
a 1/320):

l.NBOBtiUO 2.p°5itivo eevcscscsvense

10)Antfgenos capsulares de Cryptococcus neoformans:

l.NeqatiVD 2.,Po8itivocececcccces

11)Anticuerpos frente a Candida albicans(tftulo
iqual o mayor a 1/64):

l.Neqatiuo 2P0sSitivo ceescccsnsce




12)Poblariones de células mononucleadas mediante el

uso de los siguientes anticuerpos monoclonales:

12.1.0KT3.
12,2,0KT4.
12.3.0KT8.
12.4,.B1,
12,5.M02.
12.6.BMA 070.
13)Estudio del cociente T4/78.

14)Ndmero de leucocitos totales por mm3,
15)Porcentaje de linfocitos.

16)NGmero de linfocites por mm3,




METODOS DE LABORATORIC

A todos los sujetos objeto de nuestro estudio
les fueron extraidos 15 ml de sangre mediante veni-
puntura en 8l brazo:

~10 ml para determinacionés seroldgicas.

- 5 ml para detarminaciones inmuno y hematold-

gicas.
I. DETERMINACIONES SEROLOGICAS:

Una vez sxtrafda la sangre (10 ml) y depositada
en un tubo debidamente identificadu, permanece unas
? horas a temperatura ambiente para gque se produzca
1a retraccién del codqulo de fibrina y sea més facil

la saparacidn del suero.

Una vez transcurrido ests tiempo, los tubos son
sometidos a centrifugacidn durante 10 minutos a

1500 repeme.

Una vez extraido, el suero (cuedz en la parte
superior del tubo centrifugado) se deposita en peque-
fos tubos de 11 x 55 mm provist-s de tapén y se con-
servan an nevera a 49C si van a ser examinadas esa

misma semana.

En el caso de que su anilisis vaya a demorarse

por mas tiempo son congelados a =-602C.

La relacidn de pruebas seroldqicas a las que




fueraon sometidos los sueros de los sujetos objetoc de

nuestro estudio es la siquiente:

Determinacidn de anticuerpos frente al virus

T- linfotrépico humano tipo III (HTLY-TII).

Test confirmatorio de las muestras eancontradas

positivas para el anticuerpo frente al HTLV=III.

Determinacidén del antigeno de superficie del vi-

rus de la hepatitis B (HBsA3).

Determinacidn del anticuarpo especific frente
al antigeno de superficies del virus de la he-

patitis B (anti-HBs).

Determinacidn del anticuerpo especifico frente
al antfoenn del core del virus de la hepatitis

B (anti-HBC).

Determinzcidn de anticuerpos especificos (1aG

e IgM) frente a Citnmegalovirus,Herpes simplex.

Determinacidn de anticuerpos frente al virus de

Epstein-8arr.

Determinacidn de anticuerpos frente a Trepone-




ma pallidum (y deteccidn de reaginas: RPR).

1.9~ Determinacidn de anticuerpos frente a Toxoplasma

qondii.

i.10-0eterminacidn anticuerpos frente a2 Aspergillus.

I1.11-Determinacidn de antioenos capsulares de Cryptc-

COCO.

1.12-Determinacidn de anticuerpos frente a Candida.




II. DETERMINACIONES INMUNOLDGICAS:

Para &stas y para las determinacicnes hematoléd-
gicas vamos a utilizar 5 de los 15 ml de sangre ex-

trafda.

Estos 5 ml de sanqre se depositan en un tubo de
plisticu con tapén (Soria=Greiner) dotado de EDTA=-

dipotasico como anticoagulante.

Se determinarcn las subpnblaciones celulares por
un ensayo de citotouxicidad directa con anticuerpos

monoclonales mediada por complemento.

Se utilizaron los siguientas anticuerpos monoclo=-

nales:

-OKT3

--GKT4

-UKT
LUK 3
-B81

DETERMINACIONZS HEMATCLOGICAS:

IIT.1. Nlmero total de células blancas por mm
111.2, Porcentaje de linfocitos con respecto a
las cé8iulas blancas totales,

. 3
111.3, Ndmere absoluto de linfocitos por mm ,




1. DETERMINACIONES SERILOGICAS

Las determinaciones que conciernen al virus
HTLU=1II,al virus de la hepatitis B, al citomegalo-
virus y al virus del herpes fueron realizadas median=-
te el método de ELI5SA, que se destaca pcr su gran sen=-
sibilidad y especificidad, presentando otras ventajas
nctables como son el tener menos problemas en la mani-
pulacidn da los reactivos, requerir equipos menos cos-
tosos v ademAs la vida media de los reactivos es més

larga.

En nuestro trabajo los reactivos eran proporcio-
nados por Kits de 18BOT Diagnostics Division (Hepati-

tis 3 y HTLV=III; y del Instituto Behring (citomega=

lovirus y Herpes simple virus),

Métodos Elisa de ABBOT:

Precauciones generales:

-Tratar todos los materiales de los Kits comc posibles
transmisores de infecciones.

-ie pipetear con la boca.

-No fumar o comer cuando s= trabaja con muestras o con
reactivos del Kits.

-Usar guantes de goma durante lamanipulacifn de los
materiales infecciosos y lavarse meticulosamente las
manos una vez terminado su uso.

-Los materiales nue pued=n ssr us=dos nuevamente debe-




rén descontaminarsy rapida y meticulosanznte con una

solucidn de hipoclorito s8dico al 5%,

-Los materiales contaminados y desechables deberén
agregarse s los desechos bioldgicos infacciosvus pares
su aliminacién.

-Eliminar los materisles usados para la realizacidn
del test como si contuviesen agentes infecciosos.
£l método recomendado para la dascontaminacidn es
usar el autoclave como minimo durante una hora a
121,52C. Los materiales desechables pueden ser in-
cinerados. Los desechos ligquidos gue no coentangan
Acido v los desechos neutralizados puedan mezclarse
con hipoclorito de sodio al l%. Osjar 30 minutos
para que la descontaminacidn sesa completa.

~Evitar las salpicaduras y la formacidén aerosoles. Las
salpicaduras deberdn eliminarse a fondo usando un
desinfectante yoddforo o solucidn de hipoclorito de

sodio al 5%.

-Np mezclar reactivos de lotes difesrentes.

~-Evitar la contaminacidn micrebiana de los reactivos
cuando se sacan alicuotas de los frascos de reactivos.

-fvitar el contacto de la OPD (o-fenilendiamina . 2

L) con la piel y las mucosas. S5i &sto ocurre la-
var maticulosamente con agua.

-£1 anua ds lavado deberi ouardarse en recipientes
limpios para pravenir laz contaminacidn con sustancias
que inactivan l1a HRPO (peroxidasa de rébano picante).

-No exponer a los reactivos OPD a la luz fuerte duran=

te 1z incubacidn o el almacenamientao.




I.1. Determinacidn ds anticuerpos frante al virus

T=linfotrdpico humano Tipo III (HTLV=III) me=-

diante ELISA:

Utilizamos para ello el Kit ABBOM HTLV III EiA.
PRINCIPIOS BIOLDOGICOS:

£1 virus HTLU=II1 se propana dentro de la linea
celular H3/HTLVY=111 de los T-linfocitos. E1l virus
aislado se fracciona y se inactiva por detargentes y
ultrasonido antes del recubrimiento ds las esfaras.
Las esferas recubiertas se incuban con un diluyente

de muestras y suero humano, y con controles adecuados.

En caso de estar presente, el anticusrpo contra
los HTLV III se une a los antigenos HTLV=III en la

fase sdlida.

Despuds de la aspiracidn del material no unido

y del lavado la esfera, el anticuerpo IqG anti-

humana de cabra, conjugado con peroxidasa de ribano

picante (IgG anti-humazna: HRPD), se incuba con el
complejo esfera-antigeno=anticuerpo.

£l conjugado enzimitico no unido se aspira y las
esferas se lavan, A continuacidn, se agrega a la es-
fera una solucidén de o-fanilendiamina (OPJ), gue con=

tiene peréxido de hidrégena.

Despufés de la incubacidn se desarrolla un color
amarillo-anaranjado en proporcidn a la cantidad de

anticuerpo nontra HTLV=III gque esté unido a la esfera.




REACTIVOS SUMINISTRADOS:

Esferas recubiertas de antfaano HTLV III (inacti-

UadD) .

Conjugado anti-humana (cabra). IgG anti-humana

(cabra) unida a peroxidasa (ribano picante). Con-
centracién minima de 0,01 mg/ml en tampdn de HEPES.
Medios dm conservacidn: agentes antimicrobianaos.
Control positivo: plasma humano inactivado, positi-
vo para el anticuerpo contra al HTLV=-III. Titule
m{nimo: 1:2. (edios de conservacidn : agentes an-
timicrobianos y azida sddica al 0,1%.

Control negativo: plasma humana, neqativo para el
anticuerpo contra el HTLV I11I. Medios de conserva-
cidn: agentes antimicrobianos y azida sédica al
g,1%.

Diluyente de muestras con suero de bovino y de ca=-
bra. Medio de conservacién: azida sédica al 0,1%.

Tabletas de 0PD: o=fenilendiamina. 2HCL .

Diluyente para OPD: tampdn de citratos-fosfatos
que contiene peréxido de hidrégeno al 0,02%.

Acido sulfdrico 1N,




MATERIALES SUMINISTRADOS (comdn para todos los Kits
de ABBOT):

-Placas de reaccidn de 20 cavidades.

-Folios adhesivos.

-Tubos de ensayo (para transferancia de las esfaeras

desde las placas de rsaccidn).

MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS:

-Pipetas de precisidn con puntas desechables de diver-

sas capacidadas.
-Dispositivos para administrar la solucién de lavado.

-Un sistema de aspiracién para el lavado de esferas,
como por ejemplo, un Pentamash, con una fuente de
vacf{o, como la bombaz de vacf{o Gast o equivalente, y
una trampa doble para retener el aspirado y mantener

el vacio adecuado.

~-Bafio-Maria capaz de mantener una temperatura entre

38e-4129C,

-Un espectrofotdmetro capaz de leer la absorcidn a




492 nm,

-Un distribuidor de esfaras.
-Pinzas no metalicas.

-Tubos de ensayo y gradillas para la predilucidén de

las muestras.

PROCEDIMIENTO DEL TEST:

Se deben snsayar dos controles negativos y tres
controles positivos con cada conjunto de muestras.
Asequrarse de qua todas las placas de reaccidn saan
sometidas a los mismos procesos y tiempos de incuba-

s #
cl10n,

Los controles negativos y positivos se suminis-

tran en forma piediluida. No necesitan ser diluidas.

1) Aproximadamente 30 minutos antes de comenzar el
procedimiento de ensayo, sacar los frascos de reac=
tivos del Kit y llevarlos a la temperatura ambien-
te (152 s 302C). Agitar suvavemente antes de usar-
los. Ajustar la temperatura del bafio-flarfa entre

3ge y 4lacC,

2) Identificar las cavidades de la nlaca de reaccién




para cada muestra o control.

Oistribuir 10 r1 de cada muestra a analizar en el
fondo de los tubos de ensayo apropiados. Agregar
0.2 ml de diluyente para muastras en cada tubo.
Mezclar meticulosamentes., No incluir los controles

en esste paso.

Distribuir 10 Vl de cada control o muestra predilu-

ida en el fondc de las cavidades apropiadas de la
placa de reaccién (2 controles negativos y 3 con-

troles positives).

Distribuir 0,2 ml de diluyente de muestras an cada

cavidad que contenga un control o muestra diluida.

Agregar cuidadosamente una esfera a cada cavidad

que contiene un control o una muestra diluida.

Cubrir con un folio adhasivo, Golpear suavemente
la placa para que 8l lfiquido cubra las esferas y
para eliminar burbujas de aire gus hayan quadado

atrapadas.

Incubar a 409C durante 1 hora.

Retirar el folio adhesivo. Aspirar el liquido y

lavar cada esfera tres veces con 4 a 6 ml de aqgue

destilada o desionizada.




Fipetear 0,2 ml de conjugado en cada cavidad que

contiene una esfera.

Cubrir con un nuevo felio adhesivo., Golpear sua-
vementa la placa para que el liquido cubra las
esferas v para eliminar las burbujas de a.re que

hayan quedado atrapadas.

Incubar a 402C durante 2 horas.

Ratirar el folio adhesivo. Aspirar el lfquido y
lavar cada esfera tres vecas con 4 a 6 ml de agua

destilada o desionizada.

Transferir inmediatamente las esferas a los tubos

de ansayo debidamente identificados.

Qurante los Gltimos 5 a 10 minutos de la 29 in-
cubacién se prepara la solucidén de sustrato del si-
guiente modo: usand) una pipeta limpia, transferir
S ml del diluyente de OPD por cada tableta de 0PD a
disolver., Usar siempre pipetas, recipientes y pinzas
libres de metal. Dejar que la tableta se disuelva.

Agitar suavemente para obtener una solucidn homo=-

’
genea.

La solucién no debe gquardarse mis de 60 minutos

antes del uso. Mantener en oscuridad.




El color amarillo-anaranjado de la solucidn indi-

ca nue al reactivo esta contaminado y debe desecharsse.

15) Pipetear 0,3 ml de solucién de sustrata OPD recién

preparada en dos tubos vacios (blancos de sustra-

to) vy daspués en cada tubo que contiene una esfera.

Cubrir e incubar a la temperatura ambiente durante

30 minutos. Evitar la luz fuerte.

Después de transcurridos los 30 minutos de incuba-
cién, detensr la reaccién enzimatica con 1 ml de
4cido sulfdrico 1N en cada tubo. El &cido no debe
estar en contacto con metales. Aqitar los tubos
para asequrar una mezcla completa. Las burbujas

de aire deben eliminarse antes de leser la absorcidn,

18) Colocar el espectrofotématro a 492 nm y cjustar

el cero del aparato con un blanco de sustrato.

19) Determinar la absorcidn de cada control y muestra

& analizar a 492 nm.




RESULTADOS:

La presencia o ausencia de anticuerpos contra
el HTLV-IIi se determina comparzndo la absorcién de
la muestra con un valor limite. Este valor limite
es iqual a la absorcidn promedio de los controles ne-
gativos més 0,1 veces el valor promedio de los contro-

les positivos.

Para que el ensayo sea vdlido, es necesario que

la diferencia entre los valores promedio de los con-
troles positivos y neagativos (P-N) sea igual o mayor
a 0,400. 5i esto no ocurre, se sospechari una falla
tdenfca v el ensayo deberi repetirse. Si el valor de
(P-N) es persistentemente bajo, deberd sospecharse la

descomposicidn de los reactivos.

Valor lfmite= NCx 4 (0,1 x PCx)

NCx = valor promedio de los controles negativos.

PCx = valor promedio de los contrcles positivos.

Los valores inaividuales de los controles nega-
tivos deherdn ser iquales o inferiores a 0’100 o igua-

les 2 0'10.

Los valores individuales de los controles positi-




vos deberan ser iguales o inferiores a 2’000 o mayores

o inuales a 0’400,

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS:

1. Las muestras con valores de absorcidn inferio-
raes al valor limite son consideradas como ne-=

gativas.

Las muestras con valores de absorcién superio=-

res al valor limite se consideran reactivas y
deberan repetirse de modo que si se sncuentran
repetidamente reactivas se consideran positivas

para el anticuerpo contra el HTLV=III.

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD:

- Lua sensibilidad estimada es del 98,3%, sobre la
base de una prevalencia presumible de anticuerpo
contra el HTLVY-I1II igual al 100% en pacientes
con SIDA.




- La aespecificidad estimada es del 99,8% partien=-
do de la base de una prevalencia presumible de
anticuerpo contra 2l HTLV=III igual a 0 en do-

rnantes de sangre randomizados.

1.2, Test confirmatorio (de las muestras =sncontradas

positivas para el anticuerpo contra el HTLV-I1Ij.

Jtilizamos el Kit AB3OT HTLV=-III EiA CONFIR~
MATORIO,.

PRINCIPIOS BIOLOGICOS:

Este ensayo enzimatico utilizs dos sistemas sepa-
rados de deteccidn para confirmar las muestras que han
sido ancontradas positivas para =21 anticuerpo contra

el HTLV=-III.

En un sistema, las esferas recubiertas del anti-
geno de envoltura (ENV) del HTLY-III, se incuban con
las muestras (controles y muestras a analizar), y con
anticuerpo humano contra el HTLV=TII, zonjugadc con
peroxidasa de rabano picante (anti-HTLY iIil humano:

HRPC). El anticuerpo contra =1 antfgeno ENV del




HTLY=1I1 presentes en la muestra compite con el anti-
HTLY=I11 humano: HRPO por los puntas de unidn para
anticuerpo anti-HTLY=-III (ENV) situados en la super-

ficie de la esfara.

En el segundo sistema, las esferas recubiertas
del ant{neno del cuerpo viral (CORE) se incuban con
las muestras (controles y muestras a analizar), y con
anticuerpo humano contra el HTLV=-II. conjugado con
neroxidasa de rdbano picente (anti-HTLV-III humano:
HRPO). El1 anticuerpo contra el antigeno HTLV-III

(CORE) presente en l2 muestra, compite con el anti-

HTLY=-II1 humano: HRPO por los puntos de unidn para

el anticuerpo anti-HTLV III {CORE) situados en la

suparficzie de la esferasa,

Los materiales noc unidos se eliminan mediante
lavado de las esferas. Estas se incuban lueco ccn
solucidn de O-Fenilendiamina (OPD}, que contiene pe-
réxido de hidrégeno. La reaccién entre ia solucién
de sustrato OFD y la HRPU produca un color amarillo-~
anaranjado, cuya intensidad es inversamente propor-
cional a la cantidad de anticuerpc anti=-HTLV=-III

presente en l1a muestra analizada.

La reaccifin enzimitica se sus=nende con dcido sul-
fdrico IN y se mide 13 intensidad del colur dasarro-

112do usanrdo un espectrofotdmetro ajustado a 492 nm.




Las muestras con absorciones iguales o inferiores
al valor limite en cualquiera de los dos sistemas de
andlisis se confirman ccmo positivas para el anticuer-
po HTLVU=III. La presencia del anticuerpo contra el
HTLV=-III no se considera comn confirmada en aquellas
muestras con valores de abscrcidn superiores al valor
1{imite para ambos replicados, ein ambcs sistamas daé

analisis.

REACTIVOS SUMINISTRADOS:

1) Esferas recubiertas de HTLV-III ENV (genera-

do por DNA recombinante). Inactivada.

2) Anti=HTLV=III1 ENV (humano). Inactivado y
conjugado con peroxidasa de rabano picante.
Concentracidn minima: 0,01 mg/ml en tampén
de HEPES. Medios de conservacidn: agentes

antimicrobianos.

3) Esferas recubiertas de HTLV-III CORE (genera-

do por DNA recombinante). Inactivado.

4) Anti=HTLVU=III CORE (humano). Inactivado y con=-
jugado con peroxidasa de rabanc picante. Con-
centracidn minima: 0,01 mg/ml en tampén de HE-

PES, Madios de conservacidn: agentes antimi-




crobianos.

5) Control positivo. Plasma humano inactivado,
positivo para el anticuerpo contra el HTLV-
I11. Medios de conservacidn: agentes antimi-

crobianos. Titulo minimo: 1:2.

Control negativo. Plasma humano, negativo
para 8l anticuerpo contra el HTLV=-III. Me-

dios de conservacidén: agentes antimicrobianos

Diluyente de muestras . Tampdn ds citrato
sédico. Medios de conservacién: agentes anti-

microbianos.

. Tatletas de OPD (o-fenilendiamina 2Hcl).

0PD/Tableta: 12,8mg.

Diluyente para OPD, Tampdn de citratos=-fos
fatos que contiene perdxidc de hidrdgeno al

0, 02%.

MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS3

Los materiales fueron descritos para el ELISA

HTLV=-III,




PROCEDIMIENTO DEL TEST:

Los sicuientes reactivos son comunes para ambgcs
sistemas de fase sflida (ENV/CORE) del test confirma-
torio:

-Control negativo.

-Control positivc.

-0iluyente de muestras.

~Tabletas de OPD y diluyente para OPD.

-Acido sulfdrico 1N,

Las esferas y los reactivos de conjugados son

dirsrantes para cada sistema de fass sélida (ENV/CORE).

Cada sistema de fase sélida debera ensayarse en
su propia placa de reaccién. Cada muestra debera pro-
cesarse paralelamente en la placa ENV y en la placa

CORE.

Asegurarse de que todas las placas de reaccién
(ENV/CORE) sean sometidas al mismo proceso y tiempo

de incubacién.

Cada muestra deberd analizarse en duplicado en
ian uno de los sistemas de fase sdlida. Por ejemplo

2cavidades/esferas ENV y 2 cavidades /esferas CORE




para cada muestra .

Aproximadamente 30 minutos antes de comenzar el
procedimiento de ensayo, sacar los reactivos y lle-
varlos a la tempsratura ambiente. Agitar suavemente

antes del uso.

Identificar las cavidades de la placa de reaccidn

para cada muestra o control.

A, Primera incubacidn-placa de reaccidn ENV:

Distribuir 20 pl de diluyente de muestras en
el fondo de las cavidades correspondienteas

de la placa de reaccidn.

Distribuir 50 pl de cada muestra en duplica-~
do en el fondo de las cavidades correspondien=-

tes de la placa de reaccidn.

Distribuir 50 pl de cada control (3 negati-

vos y 2 positivos) en el fondo de las cavi-

dades correspondientes de la placa de resccion,

Distribuir 0,2 ml del conjunado anti-HTLV-I1I
ENV (humano) en cada cavidad que contiene un

control o una nmuestra.




Agregar cuidadosamente una esfera recubierta
de HTLV=III ENV en cada cavidad que contiene

un caontrol o una muestra.

Cubrir con un folio adhesivo. Golpear sua-
vemente la placa para que el lfguido cubra
las esferas y para eliminar las burbujas de

aire atrapadas.

Incubar a temperatura ambiente durante 16 a

22 horas.
Retirar y eliminar el folio adhesivo. Aspirar

el liquido y lavar cada esfera 3 veces con 4

a 6 ml de aqua destilada o desionizada.

B. Primera incubacidn=placa de reaccién CORE:

1) Distribuir 20 pl de diluyente de muestras en

el fondo de las cavidades corraespondientes de

la placa de reaccidn.
Distrituir 50 pl de cada muestra en duplicado
en el fondo de las cavidades correspondientes

de la placa de rezccién,

3) Distribuir 50 gl de cada control (3 negativos




y 2 positivos) en el foudo de las cavidades

correspondientes de la placa de reaccidn.

Distribuir 200 pl del conjugado anti-HTLU=-

I11 CORE {(humano) en cada cavidad que contie-

ne un control o una muestra.

Agreqar cuidadosamente una esfera recubierta
de HTLV=-I1I CORtL a cada cavidad gue contiene

un control o una muestra.

Cubrir con un folio adhesivo. Golpear sua-
vemente l2 placa para que el lfquido cubra
las asferas y para eliminar burbujas de aire

atrapadas.

Incubar a temperatura ambiente durante 16 a

22 horas.

Retirar el folio adhesivo. Aspirar el liqui-
do y lavar cada esfera 3 veces con 4 a 6 ml

de agua destilada o desionizada.

C. Desarrollo del color (para ambas placas, ENV y CORE):

9) Transferir inmediatamente las esfaras a tubos




de ensayo debidamente identificados.
10) Pipetear 0,3 ml de solucidn de sustrato OPD
recién preparada en 2 tubos vacfos (blancos
de sustrato) y en cada tubo que contiene una

esfera,

Cubrir e incubar a temperatura ambiente duran-

te 30 minutos.

12) Aaregar 1 ml de Acido sulfdrico a cada tubo.

D. Lectura:

13) Ajustar el cero del espectrofotdmetro con un

blanco de sustrato.

14) Determinar la absorciédn de lpos controles y de

las muestras.

RESULTADOS:

La presencia a ausencia de anticuerpos contra el

HTLV=-III ENV o contra el HTLV=CORE se determina compa-

rando la absorcidén de la muestra con los valores limi-




tes correspondientes. Para cada sistema de ensayo el
valor 1imite es igual a la suma de la absorcifn prome=-
dio del control positivo mas el promadio del contrcl

negativo, dividida por 2.

Para que el ensayo sea val.do, es necesario que
la diferencia entre el valor proredio de los controles
positivos y negativos (P-N) de ambos sistemas de fase
s6lida ENV y CORE sea igual o inferior a -0,400. Si
esto no ocurre, se puede sospechar una falla técnica
y el ensayo deberd repetirse. Si el valor P=N no es
vilido, puede sospocharse la descomposicién de los

reactivos.

.Calculos:

Se deben calcular los siguientes resultados para

ambos sistemas de fase sélida (ENV y CORE). Usar los

valores de control de la placa de reaccién ENV para
el sistema de fase sdlida ENV, v los valores de control
de la placa de reaccidn CCORE, para el sistema de fase

sflida CORE, respectivamente.

1) Calcular los valores de absorcién promedip de

los controles positivos y negatives (PCx y NCx).

Por lo menos 2 valores de absorcién del
control nenativo deben estar entre 0,400 y 1,999

y dentro del margen de 0,5 2 1,5 veces el pro-




medio del control negativo.

Los 2 valores individuales de absorcidn del

control positivo deben estar entre 0,000 y 0,150.

2) Valor i

3) P=-N = PCx - NCx ; 1la diferencia entre el valor

promedio de los controles nositivo y negativo

(P = N) dr ambos sistemas ENV y CORE daberi

ser iqual o inferiecr a -0,400 para que el ensa-

yo sea valido,

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS:

REPETIR REPETIR

REPEZTIR




muestra reactiva. N = muestra negativa.
= muestra positiva NEG = muestra negativa

confirmada. confirmada.

Sistema de fase sflida LNV:

Las muestras con valores de absorcidn iguales

0 inferiores al valor limits son reactivas

para los anticuerpos contra el HTLVY-III (ENV).

Las muestras con resultados reactives dupli-
cados son positivas, confirmadas para lecs

anticuerpos contra el HTLV=III(ENV).

Las muestras con valores de absorcidn dupli-
cados superiores al valor limite se conside-
ran negativas para los anticuerpos contra el
HTLV-II1 (ENV).

Las muestras con valores discordantes de los
duplicados en el sistema de fase sdlida ENV
debsn reanalizarse usando la muestra original,
a menos que se obtenga un resultado positivo

en el sistema de fas= sdlida CORE.




B. Sistema de fase sdlida CORE:

Las muestras con valores de absorcidn igua-
les o inferiores al valor limite son reac-

tivas para los anticuerpos contra el HTLU-

111 (CORE). Las muestras con resultados

reactivos duplicados son positivas confir-
madas para los anticuerpcs contra el HTLV-

111 (CORE).

Las muaestras con valores de absorcidn dupli-
cados superiores al valor limite se conside-
ran neqgativas para los anticuerpos contra el

HTLV=III (CORE)-

Las muestras con valores discordantes de los
duplicados en el sistema de fase sdlida CORE
deben de reanalizarse usando la muestra ori-
ginal, a menos que se obtenga un resultado

positivo en el sistema de fase sdlida ENV.

En resumen: la presencia del anticuerpo contra el
HTLV-III se confirma en las muestras cue resultan po-
sitivas para el anticuerpo, ya sea en el sistema de

fase sdlida ENV yv/o en el sistema de fase sdlida CORE.

£1 resultado negativo d=2)l test no excluye la posibili-
dad de una infeccidn por HTLV=III o de una exposicidn

al virus,




I1.3. Determinacidn del antfgeno de superficie del

virus de la Hepatitis 8 (HBsAg). '

Utilzamosgel Kit AUSZYME MONOCLONAL OE ABBOT .

PRINCIPIDS BIOLOGICOS

Las esferas recubiertas con el anticuerpo mono-

clonal de ratén contra el antigeno de superficie de

la hepatitis B (anti-HBs) se incuban con suero o plas-
ma, los controles apropiados y anti-HBs monoclonal de

ratdn conjugade con peroxidasa de ribano picante (an-

ti-HBs:HRPJ).

Durante el periodo de incubacién, todo el HBsSAG
presente se une al anticuerpo en fase sflida y simul-
taneamente, se une al anti-HBs:HRPO. Entonces, el

material no unido se aspira y las esferas se lavan.

A continuacidn, se afiade a las esferas una solu-
cidn de o-fenilendiamina que contiene perdxido de
hidrégeno y, después de la incubacién, se desarrolla
un color amarillo-anaranjado que es proporcional a

la cantidad de HBsAG que esti unida a la esfera.

La reaccifn enzimdtica se suspende por adicidn




da Acido., La absorcidn de los controles y de las
tras se determina usando un espectrofotdmetro con
lonoitud de onda colocada a 492 nm. Las muestras
den valores de absorcidn iquales o mayores oue el va-
lor de absorcidén del promedio de los controles negati-

vos se consideran positivas para HB-’g.

REACTIVOS SUMINiISTRADOS:

Esferas recubiertas de anti-HBs monoclanal
de ratén. Anticuerpo contra el antigeno de

superficie del virus de la hepatitis B.

Anticuerpo monoclonal de ratdn contra el
antigeno de superficie de la hepatitis B con-

jugado con peroxidasa de rabano picante.

Concentracidn minima 0,2 pg/ml en tampdn

Tris con estabilizadores de proteina. Medio
de conservacidn: sulfato de gentamicina y

thiomersal. Colorante: rojo n233,

Control positivo. HBsAg humano 9 * 2 ng/ml

en tampdn Tris con asstabilizadores des protei-
na. PMedio de conservacidn: sulfato de genta-
micina y thiomersal. Colorante: azul de bro-

mofenol,




Control negativo. Plasma humano recalcifica-
do, no reactivo para HBsAng y anti-HBs. Medio
de conservacidn: sulfato de gentamicina y

thiomersal.

5) Tabletas de 0P0 (o-fenilendiamina-2 HCL, 12,8

mg de OPD por tablsta,
Diluyente para CPD. Tampén de citratos-
fosfatos que contiene 0,02% de peréxido de

. »
hidronoeno.

Acido sulfdrico 1 N.

MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS:

Fueron descritos en el E1ISA HTLV-TII,

PROCEDIMIENTO:

Con cada conjunto d2 muzstras deberan ana-

lizarse 3 controles nenativos v 2 controles
positivos. Asequrarse que tcdas las placacs
de reaccién sean sometidas zl mismo proceso

v a los mismos tiempns de incubacidn.




Antes da comenzar cl ensayo, dejar que todos
los reactivos alcancen la temperatura ambien-
te (15 a 302), Aqgitar suavemente antes del

uso. Ajustar el bafio Maria entre 382 y 419C.

Identificar las cavidades de la placa de rea-

ccidn para cada muestra o control.

Distribuir 0,2 ml de cada control o muestra
dentro de las cavidades de la placa de rea-

« F
CCl0OMN,

Aoregar 50 pl del conjugado a cada cavidad

nue contiene una muestra o control.

Agreqgar cuidadosamente una esfera dentro de
cada cavidad que contiene una muestra o un

control.

Cubrir con un folio adhesivo. Golpear lige-
ramente lz nlaca para cubrir las esferas y

eliminar cualquier burbuja de aire atrapado.

Incubar la pleca a 4092C durante 3 horas.,

Retirar el folio adhesivo, Aspirar el liqui=-

do v lavar cada esfera 3 veces con 4 a 6 ml

de anua destilada o desianizada.




Transfarir inmediatamente las esferas a los

tubos de nrsayo debidamente identificados.

Pipetear 0,5 ml de solucidén de sustrato OPD
recién preparada dentro de dos tubos vacios
(blancos de sustratc) y dentro de cada tubo

aque contiena una esfera.

Cubrir e incubar a temperzatura ambiente du-

rante 30 minutos.

Aoregar 1 ml de acido sulfurico 1N a cada

tubo.

Ajustar el cero del espectrofotdmetro con

un blanco de sustrato a 492 nm.

Determinar la absorcién de los controles y

de las muestras analizadas s 492 nm.

RESULTADOS:

La presencia o ausencia de H3sAg se determina por
comparacidn de la absorcidn de la nuestra con sl valor
1{mite. E1 valer limite es la absorcidn del promedio

de los controles negativos mis el facter 0,050,




Las myestras con valores de zbsorcidn mayores o
iouales al valor limite se consideran positivas para

el HBsAqg.

Para que el ensayo sea valido, la diferencia en=

tre el valor promedio de los controles positivos y

negativaos (P - N) deberd ser iqual o mayor que 0,400

5i no es asi, hay que comprobar la técnica y repetir
@l ensayo. Si el valor P - N es persistentemente
baju, se puede supcner una descomposicién de los reac-

tivos.

- Calculos:

1) CAlculo de la absorcidn promedio de los con-

troles negativos: NCx.

Los valores individuales de los controles ne-
gativos deberan ser menores o iquales a 0,100
y mayores o iguales a -0,006. Los valores
de los .ntroles negativos deberan ser también
mayores o iguales a 0,5 veces NCx y mencres

o iguales a 1,5 veces NCx,.

Si un valor cae fuera del margen aceptable,
se descarta ese valor y se vuelve a calcular
el promedio . 5i dos valores caen fuera de

ese pronedio el test deberi repetirse.




2) CAlculo de la absorcidn promsdio de los con-
troles positivos: PCx,

Cilculo del valor P = N = PCx = NCx.

Para que el test sea valido, P - !! debera ser

0,400 o mayor.,

Cédlculn del valor limite:

valer limite: NCx + C,050

~Las muestras cuyo valor de absorcidn es igual
o superior al vzlor limite se consideran pasi-

tivas para &1 HBsAg.

-Las muestras cuyoc valor de absorcidn es inferior

al valor limite se consideran negativas para el

HBsAg.




Determinacidn del anticuerpo especifico frente

al antioeno de superficie del virus de la

hepatitis B (Ac anti-HBs).

Utilizamos para ello el Kit ABBOTT EIA
AUSAB.

PRINCIPIOS BIOLOGICOS

El test inmunocenzimatico para detectar anti-HBs
utiliza el "principio sandwich", una técnica de unidn
enzimitica de fase sélica para medir los niveles de
anti-HB3s en suero o plasma. Esferas de poliestireno
recubiertas con el antigeno de sperficie del virus de
1z hepatitis B humano (HBsAg) se incuban con las mues=

tras del paciente y los controles apropiados.

Durante la incubacidn el anticuerpo, si esti pre-
sente, se une inmunold “camente al anticuerpo en fase
sdlida (unido a la esfera). Despuéds de la aspiracidn
del molerial no unido y del lavado de la esfera, el
antigeno humano marcado con biotina (B-HB8sAg) y avidi-
na conjugada con peroxidass de rabano picante se incu-

bzn con el com !ejo anticuerpo-antigenc de la esfera.

£l antfgeno de superficie de la hepatitis B8




(ttumano): conjugado de biotina se une al anticuerpo

creando un "sanduich" antfgeno-anticuerpo-artigeno.

La avidina-peroxicasa de rdbano picante, se uns
a la esfera por medio de un puante avidina-biotina

formando una red de fase sdlida.

Los ccnjugadas no unidos ss aspiran y las esferas
soa lavan. A continuacidn, se agreaa a la esfara una
solucidn de o-fenilendiamina (OPD) aqus contiene peré-
xido de hidrdgeno y despufs de la incubacién se desa-
rrolla un color amarillo en proporcidn a la cantidad
de anti-HBs que esté unido 2 la esfera, de modo que
cuanto mayor sea la cantidad de anticuerpo en la mues-

tra, mayor seréd la absorcidn,

REACTIVOS SUMINISTRADOS:

1) Esferas de poliestireno recubiertas con HBsAg

humano, subtipos ad y ay.

2) Antigenn de superficie del virus de la hepatitis

B humann, subtipos ad y ay, conjugado con biotina.

Concentracidn minima: 0,33 pg/ml en tamnén Tris

con estabilizadores de proteima, Madic de conser-




vacidn: sulfato de aentamicina al 0,01%.

Avidina conjugada con peroxidasa de rabano picante.

Concentracidn minimas 0,2 pg/ml en tampdn de fos=

fatos con estabilizadores de proteina. Medio de

conservacidn: sulfato de gentamicina al 0,01%.

Control positivo (plasma humano normal recalcifi-
cado, reactivo para anti-HBs y HBsAo). Medio de

consarvacidn: azida sddica al 0,1%.

Control positivo(plasma humano normal recalcifi-
cado, reactivo para anti-HBs), 200 mUI/mlt15%,
respecto al estindar de referencia del Paul-

thrlich-Institut, RFA. Medio de conservaciodn:

azida sddica al 0,1%.

Tabletas cde OPD (o-fenilendiamina 2 HCL), 12,8 mg
de OPD por tableta,

Giluyente para CPD. Tampdn de citratos~fosfatos

que contiene N,02% de perdxide de hidrdgeno.

8) Acido sulfdrico 1 N,

MATERTALES NECESARIOS PERO NC SUMIMISTRADOS:

Fueron descritos para el £EL1SA HTLV IIT,




PROCEDIMIENTO DEL TEST:

Deben analizarse 3 controles negativos y 2 positi-
vos cnd2 vez que se realice 21 test., As=squrarse que
todas las placas de reaccidén gue contiensn los contro-
les y las muestras desconocidas sean sometidas al mis-

mo procedimiento y a los mismos tiempos de incubacidn.

Una vez comenzado el ensayo deberan completarse
todos los pasos ein interrupcidn. Acitar los reactivos

suyuavamente antes de su uso.

1) Ajustar el bafic-Maria a 409C.

Identificar las cavidades de la placa de reaccion

para cada muestra o control.

Pipetear 0,2 ml de control negativo en cada una
de las 3 cavidades designadas en una placa de
reaccidn v 0,2 ml de control positivo en 2 cavi=-

dades adicionales,

Pipetear 0,2 ml de cada muestra en una cavidad

asionada de la placa d2 reaccidn.

Aoregar una esfera recubierta del =ntigeno de supser-

ficie del virus de la hepatitis B (humano) en cada




cavidad que contenga un control o una nuestra.

Cubrir las placas con un folio adhesivo. Golpear
ligeramente las placas para asequrarse gue las
esferas estén cubiertas con la muestra y que
salgan las burbujas de aire, cuidando de no sal-

picar liquido en el folio adhesivo.

Incubar las placas a tempesratura ambients durante

18 horas (16 2 20 horas).

Al final del periodo de incubacidén retirar los
folios, Aspirar el contenido de las cavidadss
y lavar cada esfera 3 veces con 4 a 5 ml de agua

desionizada o destilada.

Calcular cuidadosamsnte la cantidad de antigenoc

de superfirie de la hapatitis B conjugado con

biotina (B-HBsAg) necesaria para el nimero de Test

a ser efectuados a partir de la siquiente férmula:
n? de Tests x 0,11 ml = volumen de B-HBsAg

necesario.

Calcular cuidadosamente la cantidad de avidina

(clara de huave) conjugado de peroxidasa (rabano

picante) necesaria para el nuimero de Taest a ser
efectuados a partir de la siquiente fdrmula:
n? de Test x 0,11 ml = volumen de A-HRPO

necesario.




Colocar las alfcuotas de los vollimunes apropiados
de B-HBsAg y A-HRPO dentro de un tubo limpio y

mezclar suavemente.

Distribuir 0,2 ml de la mezcla de conjugado dentro
de cada cavidad de reaccién con cuidado de no sal-
picar los bordes (puede ocasionar interferencia

en el Test).

Cubrir la placa de reaccién con un folio adhesivo.
Golpear suavemente para que salgan las burbujas

de aire.

Incubar las placas en bafio-Mar{a a 409C durante

2 horas.

Durante los Gltimos 5 a 10 minutos de incubacién,

preparar la solucidén de sustrato OPD.

Al final del periodo de incubacién sacar las pla-
cas del bafio-Mar{a y retirar los folios adhesivos.
Aspirar ol contenido de las cavidades y lavar

cada esfera 3 veces con 4 a 5 ml de agua destila-

da o desionizada.

Transferir inmediatamente las esferas de las ca-

vidades a tubos de ensayo debidamente identificados.




Pipetear 0,3 ml de la solucidn de sustrato OPD
recién preparada dentro de cada tubo qus conten-
ga una ssfera y dentro des dos tubos vacios (blan-

cos de sustrato).

Incubar a temperatura ambiente durante 30 wninutos

gvitando la luz fuserte.

Después de los 30 minutos de incubacién, suspen-

der la reaccidn enzimatica agregando 1 ml de

dcido sulflrico 1 N en cada tubo.

No permitir que la solucidén de dcido entre
en contacto con metales. Agitar los tubos para
assgurar una mezcla completa. Eliminar las bur-

bujas de aire antes de leer las absorciones.

Colocar el espectrofotémetro a 492 nm y ajustar
el 0 del instrumentn usando uno de los dos blan-
cos de sustrato. Determinar la absorcién de los
controles y las muestras . Las absorciones de
las muestras deberdn determinarse dentro de las

2 horas de haber sido agregado el &cido sulfirico.




RESULTADOS:

La presencia o ausencia de anti-HBs se determina
comparando la absorcidn de la muestra frente a un
valor limite. Este valor se calcula sumando un fac.or

a la absorcién promedio de los controles negativos,

La diferencia entre el valor promedio de los con-
troles positivos v el valor promedio de los controles

negativos debard ser 0,300 o mayor. Si la diferencia

es inferior a 0,&00 se pueden suponer problemas con

la técnica y el esnsayo deberd repstirse.

Valor limite = NCx (absorcién promedio de los contro-

les negativos)+ 0,05,

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS:

Las muestras cuyos valores de absorcién son in-

feriores al valor limite son consideradas negativas.

Las muestras cuyos valores de absorcién son igua-

les o superiores al valor 1{mite se consideran positi-

vas para el anti-HBs.




1.5, Determinacién del anticuerpo especifico frente

1 antigeno "core" del virus de la hepatitis 8

nti-HBc).

Utilizamos para ello el Kit de ABBOT denominado
CORZYME.

PRINCIPIOS BIOLOGICOS:

Esferas recubiertas con ant{genoc core (HBcAg) se
incuban con suero o plasma o controles apropiados y
anti=-HBc humano conjugado con peroxidasa de rabano
picante (anti-HBc: HRPO). Después de la incubacién,
el material no unido se slimina por lavado de la es-
fera. La presencis 4o anti-HBc en la muestra compe-
tira con anti-HBc: HRPO por un nimero limitado de si-

tios de unidn HBcAg en la esfera.

A continuacién se agrega a la esfera solicidn de
o-fenilendiamir. (OPD) que contiene peréxido de hidré-
geno y, despues de la incubacién, se desarrolla un co-
lor amarillo. La reaccidn enzimitica se suspende por
adicién de &cido sulfdrico 1 N. La absorcién de los
controles y las muastras se determina mediante espec-
trofotémetro: cuantr mayor sea la cantidad de anti-HBc

en la muestra, tanto menor sera la absorcidn.




REACTIVOS SUMINISTRADOS:

Esferas recubisrtas ran antigeno core del virus

de la hepatitis B (origen: DNA recombinade).

Anticuerpo contra el antigeno core de la hepatitis

B conjugado con peroxidasa de rédbano picante.

Concentracién minima: 0,2 pg/ml. Medio de con-

survacién: sulfato de gentamicirna.

Control positivo (plasma humano recalcificado,
positivo para anti-HBs y anti-HBec. Titulo mini-
mo de anti-HBc humano 1:200. Medio de conservacién:

sulfato de gentamicina.

Cratrol negativo., Pl:sma humano recalcificado,
no reactivo para HBsAg, anti-HBs y anti-HBc.

Medio de conservacién: sulfato de gentamicina.

Tabletas de OPD (o-fenilendiamina),12,8 mg por
tableta.

Diluyente para OPD. Tampén de citratos-fosfatos
conteniendo 0,02% de perdxido de hidrég.no.

Acido sulfidrico 1 N,




MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS:

Fueron descritos para el ELISA HTLV-I1II.

PROCEDIMIENTO DEL TEST:

Daben analizarse tres controles naegativos y dos
controles positivos an cada anilisis de muestras des-
cnnccidas. Todos los controles y las musstras desco-
nocidas daben someterse a los mismos perfodos de in-

cubacidn v al mismo tratamiento.

Una vaz comznzado el ensavo, completar todos los

pasos subsiquientes sin interrupcidn.

Antes ds comenzar el procsdimiento de andlisis,

llavar todos los reactivos a la temperatura ambiente

(1592 a 309C) y mezclar suavemente.

1) Ajustar la temneratura del bafio-mar{a a 409C.

2) Identificar las cavidauss de la placa de reaccién

para cada control y muestra a analizar.

Pipetear 0,2 ml de solucidn del conjugado del anti-




cuerpo en cada cavidad.

Pipetear 0,1 ml de los controles o las musstras
en las cavidades adecuadas de las placas de rea-
ccién. Mezclar a fondo golpeando la placa con

cuidado de no salpigcar.

Agregar una sesfara recubierta con antigeno core

en cada cavidad.

Aplicar el folio adhesivo. Golpear ligeramente

la placa.

Incubar las placas a temperatura ambiente(l59 a

302C) durante 12 a 20 horas.

Quitar el folic adhesivo, aspirar el lfquido y
lavar cada esfera tres veces con 4 a 6 ml de

aqua destilada o desionizada.

Transferir inmediatamente las esferas a los tubos

de ensayo adecuadamente etiquetados.

Pipetear 300 pl de la solucidn de sustrato de 0OPD

en dos tubos vacfos (blancos de sustrato) y des-
pués en cada tubo que contenga una esfera. El

sustrato no debe entrar en contacto con metales.




Cubrir & incubar durante 30 minutos sntre 159 y

Joac.

Agregar 1 ml de dcido sulfirico 1 N a cada tubo.

Ajustar el blanco del espectrofotémetro.

Determinar la absorcidén a 492 nm.

Inspeccionar visualmente los dos blancos y descartar
aquel que esté contaminado (indicado por un color
am-rillo-anaranjado). Si los dos blancos estan con-

taminados debe repetirse el analisis.

Ajustar el blanco del instrumento utilizando
uro de los dos tubos de blanco de sustrato. Leer
los controles positivos y negativos. Leer después

las muestras a analizar,

Determinar todos los valores de absorcidn den-

tro de dos horas despuéds de la adicién de A&cido.




RESULTADOS:

La presencia o la ausencia de anti-HBc se deter-
mina comparando la absorcién de la muestra con un
valor limite. Este valor l{mite se calcula a partir
del promedio de la absorcién de los controles negativos
(NCx) y del promedio de absorcién de los controles
positivaos (PCx). Las muestras desconocidas con un
valor de absorcién iqual o inferior que el valor 1{-
mite se consideran reactivas para el anti-HBec., Las
muestras con un valor de absorcidn mayor que el valor

limite se consideran neqativas para el anti-HBc.

« Calcular la sbsorcién promedio de los contro-
les negativos (NCx). Todos los valores de
los controles negativos debsn caer dentro de

0,5 a 1,5 veces el promedio,

= Calcular la absorcién promedio de los contro-

les positivos (PCx).

- Valor lfmite = 0,4 (NCx)+ 0,6 (PCx).

La diferencia entre el valor promedio de
controles negativos y el valor promadio de los

les positivos debe ser mayor que 0,300. Si no




deban sospecharse problemas técnicos o descomposicidn

de los reactivos y el ensayoc debe repstirse.




1.6. Determinacién de anticuerpos especfficas (IgG
e IgM) frente a Citomegalovirus y frente a

virus Herpes simplex,

Para ambos casos vamos a utilizar las técnicas
del Instituto Baehring (Enzyqnost), consistentes en

procadimientos de enzimoinmunoensayo (ELISA).

MATERIALES Y REACTIVOS SUMINISTRADOS:

Placas de Enzygnost (de Citomegalovirus y Herpes
simple): Contienen 96 pocillos en 6 tiras de 8
pares de pocillos. Cada una de estas tiras es
desmontable. Cada tira poses 8 pares de pocil'los
en Z hileras: 1la de la izquierda lleva adherido
el antfigeno corraspondiente (células Hela infac=-
tadas con Citomegalovirus o Herpes simple) y la

de la derecha se usa como control (células Hsla

no infactadas).

Antas de iniciar la técnica se deben lavar
dos veces con lfiquido de lavado (0,2 ml en cada

pocillo cada vez gque se laven).

Solucidn de lzavado:




Se compone de tampdn fosfato estéril, con-
centrada 20 vecas al cual se agrega 200 ml de

Tween=-20 por litro.

Hay qua usarla diluida al 1 : 20 en agua
destilada. Una vez diluida se conserva 2 meseas

a temperatura ambiente.

Sueros controles positivos (de Citomegalovirus

y Herpes simple): se reconstituyen con 0,5 ml
de aqua destilada alcanzando as{ una dilucién
11 8,

Una vez reconstituido es estable una sema-

na a 4-69C y 3 mases a =209C.

Conjugadas:
Se trata de anti-IgG y anti-IgM marcados

con fosfatasa alcalina.

Para usar diluir seqln lo que indique la

etiqueta en tampdén de dilucién.
57 puede fraccionar en partes alimotas y
consarvarsa a =-209C durante 3 meses sin 4rdida

de actividad.

Para una placa hacen falta 5 ml de conjugado.




Tabletas de sustrato:

Se componen de p-nitrofenilfosfato.

Tampdn de sustrato:
Contiene 100 ml de dietanolamina y 102 mg
de Cl,Mg.6H,0 (0,5 mmol) por litro de agua desti-

2
lada y un pH de 9,8.

La sulucién sustrato se prepara disolviendo

2 tabletas de sustrato en 10 ml de tampdn de sus~

trato (suficiente para una placa).

Una vez preparada se conserva 12 horas a

d"'&pc .

Prepararla al menos 15 minutos antaes de su

Tampén de dilucidn:

Consta de tampén de fosfato estéril, pH 7,0
al que se le han agregado 40 ml de Tween 20 y 0,2
gr de azida sédica por litro, as{ como proteina

vacuna.

Se conserva 8 semanas a 4-69C.

Licuido de parado: NaOH 2 N.




FUNDAMENTO:

El anticuerpo envestigado en el suero problema,
si esta presents, se unira al antigeno fijado en los

pocillos de la placa.

A este complejo ant{geno~anticuerpo se unird
posteriormente la anti-IgG o anti-IgM con fosfatasa

alcalina.
Posteriormente y tras la adicidn del sustrato
se forma un cuerpo coloreado amariilo verdoso cuya

intensidad de color sera dirsctamente proporcional a

la cantidad de anticuerpo presente en el suero.

A. TECNICA (Para determinar anticuerpos tipo 1gG):

Dejar la placa a temperatura ambiesnte durante

5 minutos,

Lavar la placa 2 veces con liquido de lavado

(0,2 m1 por cada pocillo cada vez). Conviene

dejar la solucidn de lavado que actie durante

l a 2 minutos.




Depositar an todos los pocillos 0,15 ml de tampdn

de dilucién.

Preparar las diluciones madres de los sueros pro-
blemas o testigos segin los distintos t{tulos que
queramos obtener:

Ejemplo: para comenzar por 1 : 20 diluir
el suero a 1l : 5, es decir, 0,100 ml de suero

en 0,5 ml de tampén de dilucién.

Afiadir 50 ul de las diluciones problemas en el
primer pocillo de cada serie de dilucidén previs-

ta para el artfigeno y el antigeno control.

Pasar 50 Pl desde el primer pocillo al segundo,
mezclar. Pasar 50 pl del segundo al tercero,
mezclar. As{ sucesivamente hasta llegar al Gdl-
timo pocillo de la serie del que desecharemos

los Gltimos 50 pl.
Incubar a 379C durante una hora o a temperatura
ambiente durante 18 a 22 horas. Evitar el contac-

to con metales y con papeles hidmedos.

Aspirar y lavar la placa 2 veces (200 pl).

Afiadir 50 pl de conjugado enzimatico en cada po-

cillo. Incubar en cédmara himeda durante una hora

a 37eC,




Aspirar y lavar la placa 2 veces (200 pl).

Afiadir 0,1 ml de sustrato preparado recientemente
en cada pocillo. Preparar el Blanco (utilizar

2 pocillos vacfos afadiéndoles 0,1 ml de sustrato).

Incubar a temperatura ambiente y oscuridad duran=

te 45 minutos.

Parar la reaccidén enzimatica agregando 50 pl de

Na OH 2N en cada pocillo (tembién el Blanco).

Leer usando el espectrofotdmetro con sl filtro
de 405 nm, Ajustar el cero del aparato usando
como Blanco dos pocillos a los que se han agre-
gado 0,1 ml de sustrato y 50 pl de Na OH 2N.
Leer dentro de la primera hora de haber

concluido el ensayo.

Valoracidn: se considera positivo cuandc la
absorcién en la hilera con antigeno problema es
superior en 0,2 a la absorcidn en la hilera de

control.




B. TECNICA (para la daterminacién de anticuerpos IgM)

I. CEliminacidn del Factor Reumatoide:

19)

Disolver el absorbente de Factor Reumatoids
en 5 ml de agua destilada. Una vez recons-
tituido se congela a =-209C en pasrtes alfcuo-

tas.

Prediluir el suero problema al 1 : 21 en

tampén de dilucidn: 20 pl de suero + 400 pl

de tampdn de diluciin.

Afiadir a 0,2 ml de absorvente de Factor
Reumatoide, 0,2 ml de suero prediluido al
13 2.

Incubar la mezcla 15 minutos a temperatura

o toda la noche a 2=89C,

Mezclar bien. Se obtiene as{ una diluciédn
1 1 42,




11. PROCEDIMIENTO:

€s similar que para la determinacién de articuer-

pos tipo IgG excepto:

1)

Llenado de la placa: se debe dejar vacia

la primera fila da cada serie de diluciones.

En la primera fila se afiaden 100 pl del suero
tratado con absorbente de Fzctor Reumatoide

diluido al 1 : 42.

Pasar 50 pl de la primera fila a la segunda

y as{ sucesivaments, desechando los dltimos

50 l.ll-

El resto es igual que para la determinacidn de

anticuerpos tipo IqG.




1.7. Determinacifn de anticue: os frents al virus de
Epstein-Barr.

I. Test de Paul-Bunnell-Davidsohn:

Para esta prumeba utilizamos el Kit denomi-

nado Monosticcin suministrado por Urganon.
FJUNDAMENTO:

Durante el transcurso de la mononucleosis infe=
cciosa aparece en la sanove del paciente un anticuer-
po heterdfi.o especifico de diche enfermedad. Este
anticuerpo, de tipo IgM, posse la propiedad de aglu-
tinar tanto los eritrocitos de oveja como los de ca-
ballo. En la sangre de la mayor parte de individucs
sanos se encueatran, sin embargo, otros tipos de anti-
cuerpos heterdfilos, los .'am dos anticuerpos de

Forssman, que tsmbién pueden anlutinar los eritrocitos

de oveja v de caballo.

Para diagnosticar la mononucleosis infecciosa,
es preciso distinquir entre los anticuzrpos de Forss-

man y el anticuerpo de la mononucleosis infecciosa.




Con tal fin se emplea un método de absorcion basado
en el hecho de que, al afiadir extracto de rifion de

cobayo a sl suero, son absorbidus los anticuerpos de

Forssman de todo tipo y ya no reaccionan.

Los anticuerpos de la mononucleosis infecciosa
no son absorbidos y continfan aglutinando los eritro-

citos de oveja y de caballo.

Los anticuerpos de la mononucleocsis infecciosa
pueden aparacer en el cuarto dia de la enfermedad Yy
sstin presentes en la mayoria de los pacientes hasta
el dia veintiuno de la misma. Pueden sequir en la

sangre durante periodos d2 8 semanas o0 m3s prolongados.

REACTIVOS:

aAnt{geno de oveja y de caballo: una suspensién
estable de eritrocitos de oveja y de caballo previamen=-
te sometidos a un procesoc adacuado en tubo gotero de

plastico.

Ant{geno de cobayo: extracto sstable de tejido

de rifién de cobayo, en un tubo gotero de plastico.




SENSIBILIDAD:

La sensibilidad de la prueba estd ajustada de
tal modo que un suerc gque, después de la absorecidn
con el cobayo, siguiendo la prueba original de David-
sohn, tiene un t{tulo de anticuerpos de 1l : 56 o su-

perior, dé un resultado positivo.

PROCEDIMIENTO:

Déjese caer una gota de suero o plasma
(0,03 a 0,04 ml) en sl interior del ci{r-

culo de la placa de cartén correspondiente.

Af4dase una gota de extracto de rifién de

cobayoc y mézclese bien con un agitador.

Afiddase una gota de la mezcla de antigeno

de oveja y de caballo y mézclase hien con

el agitador.

Mmuévase lentamente la placa, de modo que se
obtsnga un suave flujo circular de la mezcla
an 8l interior del circulo. Obsérvese si

se presenta aglutinacidn al cabo de dos

minutos de haber iniciado esta operacién.




RESULTADOS:

La aglutinacién queda demostrada por la apari-
cién de manchitas azul oscuro en la mezcla de la
reaccidn. Estas manchitas se ven mejor sosteniendo
la placa balo luz dirscta. La aglutinacidén acostum-
bra a presentarse al cabo de 30 sequndos y durante
el transcursc da dos minutos los orumos aglutinados

se hacen mAs pronunciados.

-Test positivo: aparicidén de arumos azules.

~-Tast negativo: ausencia de aglutinacidn.




Deteccién de anticuerpos frente al antfgeno

capsfdico del virus de Epstein-Barr mediante

— o ——

inmunoflucrescencia.

-

Utilizamos el EB=-VCA IFA kit II de Litton Bio-

netics, Inc.

FUNDAMENTO:

Es una inmunoflucrescencia indirecta. El suero
procedentea de pacientes sospachosos de mononucleosis
infacciosa se dispansa sobres un perta con una sarie
de pocillos cubiertos por células infectadas con el

virus de Epstein-Barr. 5i el suerc contiene anticuer-

pos, #stos se unen a las células infectadas, producién-

dose la unidn antigeno-anticuerpo que puede ser dstec-
tada mediante la adicidn de una a..ciinmunoglobulina

humana marcada con fluoresceina.

Al microscopio de fluorescencia, la presencia
de anticuerpos frente al virus de Epstein-Barr se
detecta por la aparicién da una fluorescencia de co-
lor verde manzana en el citoplasma y periferia de

las células infectadas.

Los sueros carentes de anticuerpos no prasentan

fluorescencia.




MATERIALES Y REACTIVOS SUMINISTRADOS:

Portas, cada uno con 10 pocillos, cada uno de los
cualas contiene células linfoc{ticas infectadas
por el virus de Epstein-Barr y fijadas con ace=

tona. Conservar a 2-8%C.

Inmunoglobulina antihumana (de cabra) conjugada
con fluorssceina conteniendo azul de Evans. Esta
sraparacién es una combinacién de azul de Evans

(0,004%) e isocianato de fluorescefna que esta

marcando una gammaglobulina aspecifica (de cabra)

que rsconoce las inmunoglobulinas humanas.

Para reconstituir, afiadir 2,5 ml de PBS vy
aoitar suavemente. Una vez reconstituida es

estable unas 4 semanas cuando se conserva a 2-89C.

Control positivo (para el anticuerpo contra el
ant{geno caps{dico del virus oe Epstein-Barr).

Se prepara a partir de un pool de suseros humanos
contenienda dicho anticuerpo. Se raconstituye
afiadiendo 1 ml de PBS vy agitando suavemente hasta
qua s completa la dilucidn. Esta dilucidén al

1 : 10 es la dilucidn inicial usada en el test.
f1 suero control positivo es astablas al menos 6

samanas cuando se consserva a 2-82C.




Control neoativo: es un pool de sueros humanos
qua tienm un titulo inferior a 1 : 10 para el
anticuerpo contra el ant{geno capsidico del virus
de Epstein-Barr(comprobado por éste mismo test

de immunofluorescencia). Se reconstituye afa=
diendo 1 ml de PBS y la dilucidén de 1 : 10 que

se consigue es la gue se utiliza en el test.

Se conserva estable al menos 6 semanas a 2=-88C.

Tampén fosfato salino (PBS)30x concentrado: cada
uno de los das viales suministrados sa‘diluyan

con un litro de agua destilada. E1l PBS diluido
contiense 0,15 M NaCl, 0,01 M tampén fosfatn, pH
7,5 con thimerosal al 0,01%. E1 P8S diluido es

astable 6 semanas a tempsratura ambiente.

£1 PBS diluido contiene:

=Na2 HPO4
=Na? H2 P04,.,H20---0,18

Liquido de montaju:

-Glicerina 9 volUmenes.,
~-Tampén fosfato salino pH' 7,5 =<1 volumen.

Conservar a 2-80C,




MATERIAL NECESARIO PERO NO SUMINISTRADO:

-Tubos pequefios para las dilucicones de los 3ueros.
-Micropipetas.

-C4mara himeda para la incubacidén de los portas.
-Estufa a 378C.

-Recipiente de lavado.

~-Cubres de 24 x 50 mm.

-Microscopio de flunrescencia.

PROCEDIMIENTO:

Sacar los portas necesarios, los conktroles y los
syaros problemas del rafrigerador. Llevarlos a

temperatura ambiente antes de iniciar el test.

Colocar cada porta en cAmara hdmeda.

Realizar diluciones del susro control positivo

desde 1 : 10 hasta 1 : 2560 sn PBS.

Realizar diluciones dsl suero control negativo:

1 : 10y 1 ¢ 40 en PBS.

Diluir el suaro problema en PBS (para una prueba




screening como es nuastro caso utilizamos la dilu-
cién 1 : 10 ya que los adultos con una historia

de mononuclsosis infecciosa habitualmente tienen
t{itulos de anticuerpo frente al antigeno capsi-
dico del virus de Epstsin-Barr entre 1 & 10 ¥

1 af .

Colocar una gota de cadz suero o control diluido

en su pocillo correspondiente. Poner también

una gota de PBS solo en un pocillo (control dnl

conjugada) .

Incubar a 372C durante 30 minutos en cam-ra hidas-

da.

Lavar los portas 2 veces 5 minutos con P8S dentro
de un reciniente adecuado. Lavar gon agua desic-
nizada.

Secar a tasmperatura ambiente.

ARadir una gota de anti-IgG marcada con fluoresceina

en cada pocillo.

Incubar en cAmara hdmeda a 379C durante 30 minutos.

Lavar los portas con . en el punto 8.

Secar a temperatura ambients.




14) Afadir liquido ds montaie.

15) Cubrir ccn un cubre.

16) Observar con microscopio de fluorescencia.

RESULTADOS € INTERPRETACIONES:

£1 control negativo esta compuesto de sueros que

nresentan distintos tipos de reactividades no especi-

ficas con las células. Una de estas reaccionss da

una tincidn blanquecina de alguno de los linfecitos
pequafios a altas concentraciones ds suero (por ejempio
1 : 10)., Esta tineidn no especf{fica con el suero
control negativo pueda ser considerada negativa pars

anticuerpos frents al virus de Epstein=-Barr.

Una reaccidn positiva viene indicada por una
coloracién brillante verde manzana en la periferia y

ritcplasma de las células infactadas.

La intensidad del control positivo es de 3-4
cruces con la dilucién 1 : 10 y va descandiendo hasta

1 ¢ B4,

5i el control negativo gse ve positivo a 1 : 10

o si el coantrol positivo tiene un t{tulo inferior a




1 : 320 se debs considerar el test como invalido y

repetirlo de nuevo.




1.8. Daterminacidn de anticuerpos frente a Treponema

pallidum.

Hacemos uso de las pruebas no treponémicas (RPR)
y de las pruebas treponémicas (Hemaglutinacién

y FTA-ABS).

I_RPR (Rapid Plasma Reacin).

PRINCIPIO:

Se trata de una prusba no treponémica para la

deteccifn seroldgica de sffilis.

Se utiliza como antigeno la cardiolipina unida
a particulas de carbén y detecta "reagina", una sus-
tanciaz semejante a los anticuerpos que asta presente
en el suero de sujetos s:filiticos vy, ocasionalmente,
en sueros de personas con otras enfermedades agqudas O
crénicas (mononucleosis infecciosa, lepra, malaria,
lupus eritematoso, neumonfias virales...). Es una

sustancia que reacciona con los lipidos histicos.

Cuando un especimen contiene reagina, ocurra una
floculacién con una conglutinacidn de las particulas

de carbdn apareciendo como puntos negros que contras-




tan con el fondo blanco de la tarjeta de reaccidn.

Por el contrario, los aspecimenas no reactivos apa-

recen de coior gris brillante,

TECNICA:

Con B8l tubo capilar se recogen 6,3 ml de suero proble-
ma y se depositan en una zona de la tarjeta de reaccidn

con fondo de color blanco y forma de lagrima.

A continuacién se deposita, junto a la gota de
suero, una gota de antigeno (cardiolipina unida a
particulas de carbén). Se mezclan ambas gotas con un
palillo de madera. Agitar de forma circular durante

4 minutos.

RESULTADOS:

-Positivo: aparicién de grumos du color negro.

-Negativo: coloi gris brillante uniforme.




11. Hemaglutinacifn:

Hacemos uso del SERA-TEK de Ames Division,

Miles Lab.Inc.

Se trata de una prueba treponémica usada para
ls confirmacién de la existencia de anticuerpos fren-

¢e a la sifilis.

Tiene una alta especificidad para detectar anti-

cuerpos frente a T.pallidum.

Para la realizacién de esta prueba es necesar.od
un cierto conocimiento de las técnicas de microtitu-

lacién.

PRINCIPIO:

£l test esta basado en la aglutinacién de eri-
trocitos de oveja sensibilizados por anticuerpos fren-

te a T. pallidum. Antes de comenzar el test las mues-

tras de suero se mezclan con un absorbente que elimina
los reactantes inespecificos. El1 suero que contenga

los anticuerpos especificos reaccionard con las célu-

las sensibilizadas (cubiertas con antigeno de T. pa~




llidum) y se formara una red uniforme de células
anlutinadas en el pocillo de la placa de microtitu-

lacidn.

Las reacciones negativas se caractarizan par un
butdn compacto formado en al fondo del pocillo por el

depésito de las células no agqlutinadas.

REACTIVOS:

p-Absorbente: solucidn salina fosfatada y tamponada
(pH 7,2) conteniendo componentes solubles da mem-
branas de eritrocitos de ovsja (0,5%), componentes
solubles de membranas de eritrocitos bovinos (0,25
%), extracto testicular ds conejo (0,1%), treponemas
de Reiter (0,125%), suero de conejo (1%) y estabili~-

zadores.

B-Células sensibilizadas: eritrocitos de oveja sensi-

bilizados con antfgeno de T.pallidum (cepa Nichols).

C-Células no sensibilizadas: eritrocitos de oveja.

D-Control positivo: suero humano y/o de conejo que

contisne anticuerpos frente a T.pallidum,




E-Control negativo: suerc humano normal.

F-Agua de rehidratacién: agus destilada y pasada por

autoclave.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS:

Los reactivos vienen liofilizados y hay que rehidra-

tarlos con agua de rehidratacidn:

£l Absorbente no requiere rehidratacién.

Células sansibilizadas: rehidratar cada frasco
con 0,8 ml de aqua.

células no sensibilizadas: rehidratar cada
frasco con 0,5 ml de aqua.

Control ponsitivo: rehidratar con 0,5 ml de
aqua.

Control negativo: rehidratar con 0,5 ml de




DILUCIONES DE TRABAJOD:

Preparar las diluciones de Trabajo de las célu-
las sensibilizadas y no sensibilizadas afiadiendo una
parte de suspansién de células rehidratadas a 5,5
partes de Absorbente. Preparar salamente la canti-

dad necesaria para ese dia.

Volumenes de reactivos nacqsarias: las cantida-

des siquientes de reactivos se necesitan para probar

cada muestra o control:

A-Absorbente: 0,38 ml.

B-Dilucién de trabajo de células sensibilizadas:

0,075 ml.

C-Dilucién de trabajo de células no sensibilizadas:
0,075 ml.

D-Suero control positive: 0,020 ml.

E-Suero control negativo: 0,020 ml.

Todos los reactivos deben estar a la temperatura ambien-

te cuando vayan a ser usados.




PREPARACION DE LAS MUESTRAS:

Poner un tubo debidamente identificado para cada
muestra a probar y para cada uno de los 2 contro-

les.

Pipetear 0,38 ml de absorbente en cada tubo.

Afadir 0,02 ml de muestra (suero problema) o con-
trol en cada tubo. Obtenemos asi una dilucién al

1] : 20 en Absorbente.

Usandc una pipeta mezclar 8 veces cada suero dilui-
do 8 incubar durante 30 minutos a temperaturs ambien-

te.

Las diluciones de los sueros problamas y de logs contro-

les estan ya en condiciones de ser £estadas.

PROCEDIMIENTO:

Son necesarias pipetas calibradas para adminis-
trar voldmenes de 0,025 ml y placas de microtitulacidn

de pirasticc.




Para los controles se necesitan 12 pocillos y 2
pocillos para cada muestra (uno para ver si es positi-
vo y otro para ver si el suerc presenta una aqlutina-

cidn inespecifica).

1. Contronles:

a. En la fila de pocillos destinada a los con=
troles (12 pocilles), afisdir 0,025 ml de
Absorbante en los pocillos del 2 al 7, 9 y 10.

Afiadir 0,05 ml de contrel positivo en el

pocillo 1 y 0,025 ml en el pocillo 1l.

Preparar una dilucién en serie del control
positivo mezclando el pocillo 1, de dste sa-
car 0,025 ml y rasarlos al pocillo 2, mezclar;

y as{ sucesivamente hasta el pocillo 7 donde

se desechan los Gltimos 0,025 ml.

Afiadir 0,025 ml de control negativo en los

pocillos 8 y 12.

2. Sueros problema:

a. Agregar 0,02 ml de cada suero diluido en ab-

saorbents en dos pocillos Jebidaments identifi-

cados.




Para los controles ss necesutan 12 pocillos vy
2 pocillos para cada muestra (unoc para ver si es po-
sitivo y otro para ver si el suero presenta una aglu=

tinacidn inespecifica).
l. Controles:
a. En la fila de pocillos destinada a los contro-
les (12 pocillos), afadir 0,025 ml de Absor-

bente en los pocillos del 2 al 7, 9 y 10.

Afiadir 0,05 ml de control positivo en el po-

cillo 1 y 0,025 ml en el pocillo 11,

Preparar una diluciédr en serie del control

positivo mezclando el pocillo 1, de éste

sacar 0,025 ml y pasarlos al pocilio 2, mez-
clar, pasar 0,025 ml al pocillo 3, mezclar;
y as{ sucesivamente hasta el pocillo 7 donde

se desechan los Ultimos 0,025 ml.

Afadir 0,025 ml de control negativo en los

pocillos 8 y 12.

2. Sueros problema:

a. Agregar 0,025 ml de cada suero diluido en
absorbente en dos pocillos debidamente iden-

tificados.




Dispensar 0,075 ml de la dilucién de trabajo de
hematies sensibilizadas en los pocillos 1 a 9 de
1a hilera correspondiente a los controles y en

el primer pocillo del par aque corresponde a cada

suero problema.

Dispensar 0,075 ml de la dilucidn de trabajo de

hematies no sensibilizados en los pocillos 10 a
12 de la hilera correspondiente a los controles y
en el segundo pocillo del par que corresponde a

cada suero prcblema.

Agitar la placa suavemente y tapar.

Incubar lus placas a temperatura ambiente unas 4

horas como minimo.

CONTROL DE CALIDAD:

Los controles positivo y negativo deben sar pro-
cesados con cada baterfa de test. El control positivo
ro debe variar mas de una dilucién (arriba o abajo)
de la indicada en la etigueta y debe ser no reactivo

con las células no sensibilizadas.

Los controles negativo y de Absorbente deben
ser negativos con las cédlulas sensibilizadas y con

l1as no sensibilizadas.




RESULTADOS:

-Pgsitivo: red uniforme de aritrocitos en el fondo

del pocillo.

-Negstivo: botén de eritrocites sedimentados formando

un punto en el centro del fondo del pocillo.

En caso de ser positivo se puade cuantificar el titulo
de anticuerpos prasentes en el suero haciendo dilucio-

nes del mismo tal como se hace con el control positivo.

I11. FTA=ABS

Usamos el kit de 1a casa CLINICAL SCIENCES.

1. PRINCIPIOS:

El1 FTA-ABS se basa en una inmunofluorescencia
indirecta. Los sueros de los pacientes se diluyen 8n
el sorbente para extraer los anticuerpos inespecificos
y luego son incubados con antigeno de T. pallidum.
5i estan presentzs los anticuerpos espec{ficos en el
suero del paciente, se forman complejos antigeno-
anticuerpo estables. Los complejos formados captan

inmunoglobulina antihumana marcada con fluoresceina.




€1 resultado positivo de la reaccién se observa como
una fluorescencia verde manzana de los tresonemas
cuando se observan bajo un microscopio de fluores-

cencia.

2. REACTIVOS:

-Portas: cada uno con 10 pocillos que contienen espi-

roquetas de T. pallidum fijadas (cepa Nichols).

-Conjugado: inmunoglobulina antihumana conjugada con
isotiocianato de fluorescefna (FITC) liofilizada.
Como conservante se afiade Thimarosal al 0,01%. Se
reconstituye con 3 ml de diluyente.

-Diluyente del conjugado: contiene un 2% de Tween 80

en P8BS (solucidn tampén fosfato salina).

-Suero control positivo: suero humano Qque contiene

anticuerpos especificos frente a T. pallidum.

-Suero control inespecifico: suero humano que contie-
ne anticuerpos inespecificos frente a traponemas.

-Sorbente: preparado a partir de cultivos de trepone~
mas de Reiter.

-PBS: sllucidn salina tamponada y fosfatada. pH:7,2.

-Medio de montaje: glicerol tamponado y fosfatado.
pH:8,4.




