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INTRODUCCION

LI PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) es una enfermedad que amenaza de manera
sustancial la vida del hombre. Hasta hoy, no se cuenta con medicamento alguno que permita
recuperar Ja salud del enfermo, ni vacuna que prevenga la infeccion por su agente causal, el virus
de inmunodeficiencia humana (VIH). El avance de la epidemia a nivel mundial es motivo de
preocupacion general, por su rapida velocidad de expansion y letalidad. Ante esta situacion, las
reacciones sociales han sido de lo mas diverso ¢ impredecible; desde el desconcierto y 1a
incertidumbre pasando por Ia renovacion de mitos y la creacion de otros, hasta la preocupacion

por generar conocimientos y practicas que superen el desafio que representa ef SIDA.

La pandemia aparecio en el decenio de 1970, con un periodo de propagacion inadvertida del
virus. Los primeros casos de SIDA se reconocieron en 1981, En los afios siguientes se identifico
el virus, se determinaron los modos de propagacion y se desarrollaron métodos de laboratorio
para detectar los anticuerpos del VIH. La infeccién se puede iransmitic por las relaciones
sexuales, de inanera parenteral o de madre a hijo antes, durante o poco despuds del parto. El
riesgo de transmision varia segin el modo de ésta. En los casos de transfusion de sangre
infectada, la probabilidad de infeccion puede ser superior al 90%; en la transmision perinatal por
la madre del 25-50%; y en cada perforacion de la piel con una aguja infectada inferior al 1%
(13). La persona infectada por el VIH se convierte en una posible fuente de infeccion de por
vida, aun cuando no presente sintomas.

Il SIDA clinico puede no aparecer durante muchos afios, pero casi la mitad de las personas
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infectadas se enferman de SIDA en un plazo de 10 afios. La defuncion se produce practicamente
siempre en los dos afios posteriores al diagnostico de SIDA (20). Los primeros casos de SIDA
en México se presentaron en 1983. La infeccion por VIH alcanzo prevalencias de hasta el 7% en
donadores remunerados en 1986. En consecuencia se establecio la obligatoriedad de detectar la
infeccién por VIH en donadores y a partir de 1987 se prohibe la comercializacion de la sangre

(69).
1.2 OBJETIVOS

1.- Determinar la seroprevalencia de infeceion por VIH en donadores sanguincos durante un
periodo de 1 afio .

2.- Corroborar la reactividad sérica en donadores del Distrito Federal utilizando diferentes
marcas de equipos de ELISA'S y de aglutinacion de particulas

3.- Estudiar el patron de respuesta en Western Blot de los sueros indeterminados y reactivos en

alguna prucba de Tamizaje.

1.3 HIPOTESIS

Si la prevalencia de infeccion por VIH en donadores altruistas es baja, entonces ¢l valor
predictivo positivo en las prucbas utilizadas también sera bajo por lo que se espera abtener
resultados falsos positivos, para los cuales se pueden encontrar diferentes patrones de respuesta

en Western Blot,
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ANTECEDENTES
21 RETROVIRUS,
2,1.1 CLASIFICACION Y NOMENCLATURA

La familia de los Retrovirus se compone de 3 subfamilias: Oncovirus, Espumavirus y Lentivirus.
-Los oncovirus (retrovirus oncogénicos o productores de cancer) incluyen ol IITLV-1y 11

-Los spumavirus incluyen algunos virus bovinos, felinos, simios y humanos, que persisten en sus
hospederos sin producir enfermedad.

-Los lentivirus son responsables de diversos padecimientos neurologicos, musculo-esqueléticos,
hematoldgicos y respiratorios en mamiferos, que se manifiestan después de largos periodos de
incubacion. Los lentivirus atacan fundamentalmente a las células inmunoldgicas (linfocitos T
cooperadores y células del sistema fagocitico mononuclear) a las cuales destruyen conduciendo
con ello al sindrome de inmunodeficiencia en los humanos, pertenccen a este grupo el VIH-1 y
VIH-2.

Al agente eliologico actualmente se le ha otorgado el nombre de virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), anteriormente conocido como: LAV por Luc Montagnier y colaboradores en ¢l
instituto I;astcur de Francia en 1983. HTLV-II{ por Robert Gallo y colaboradores en [nstituto
Nacional de Cancer de los EUA, en 1984, ARV por Jay Levy y colaboradores de la Escuela de
Medicina de la Universidad de San Francisco en 1984, La organizacion mundial de la salud
(OMS) recomienda a su vez el uso de sus nombres equivalentes en francés y espaiiol: virus de la

inmunodeficiencia humana (VIH) (9).



2.1.2  DIFFRENCIAS Y SEMEJANZAS.

Los retrovirus humanos conocidos hasta el momento, presentan algunas caracteristicas
semejantes que son comunes a todos

-Mecanismo de transmision.

-Afinidad por los linfocitos T-4.

-Capacidad de alterar células T-4 in vitro.

-Presentia de un gen regulador "tat" (adicional a los tres comunes a todos los retrovirus que son

(]

los genes estructurales "gag", "pol” y “env").

Biologicamente, el VIH-2 es muy similar al VIH-1. El genoma del HIV-2 comparte de un
40-45% de homologia con el VIH-I siendo éste el que causa mayores consecuencias
patoldgicas; el VIH-2 tiene un periodo de latencia mas largo, no obstante que presenta algunos
cambios proteinicos. (56)

Los virus HTLV-1 y el HTLV-Ii compartc'n muchas de sus caracteristicas y un 65% de su
secutencia nucieotidica.

El genoma del HTLV-II esta constituido por genes estructurales y reguladores, ambos similares
a los del VIH. Entre la region env y 3'LTR se encuentra la region X, exclusiva de los HTLV. En
clta pueden distingirse dos genes: of gen TAX, que codifica una proteina {tal o p40) que
estimula la replicacion virica y parece relacionarse con la capacidad oncogénica del virus, y el
gen REX que interviene en ¢l control de la expresion genética, y es esencial para la replicacion
virica.

Comparados con ¢l VIH, los HTLV muestran mucho menor variabilidad genética, posiblemente



debido a su relativamente escasa replicacion virica (2).

Desde el punto de vista morlologico también son muy similares entre si, las diferencias mis
sobresalientes entre el HTLV- y el HTLV-11 con el Vil es que presentan una estructura
nuclear cilindrica condensada que no se observa en los dos primeros. Ademds el VIH posee
cuando menos otros tres genes adicionales que son vif, nefy vpu (8).

Aln cuando estos virus HTLV's son similares en muchos aspectos a los VIH's, estos presentan
antigenos diferentes por lo que los HTLV no presentan un problema en el diagnostico cuando se
realizan pruebas para detectar anticuerpos al VIH. Los anticuerpos contra los antigenos del
HTLV generalmente no presentan reaccion cruzada con los antigenos del VIH, Cuando mis,
puede presentarse una reactividad cruzada menor entre la p24/p26 antigenos del "core", Los
mayores antigenos de los HTLV's incluyen las proteinas del gen "gag"” pl9 y p24, y las
glicoproteinas gp61/68, serologicamente los anticuerpos contra ¢l HTLV-F y HTLV-II no

pueden ser diferenciados entre si (56).

A) DIFERENCIAS ENTRE EL ViH-1 Y EL VIH-2,

El VIH muestra la misma morfologia, linfotropismo y efecto citopatico que el VIH-2 sin
embargo sc han encontrado diferencias en el genoma con pruebas de hibridizacion. Para el caso
de estos dos retrovirus s6lo se ha encontrado cierta complementariedad cn las regiones de los
genes "gag" y “pol" (que son los mas conservados del genoma). Al parecer ef VIH-I es mas

virulento que ¢l VIH-2 (8).

B) SEMEJANZAS ENTRE EL ViH-1 Y EL VIH-2.

Dos distintos virus, pero relacionados, son los responsables del sindrome clinico del SIDA.




Estos virus son designados como ¢l VIH-1 y VIH-2. El VIH-} es predominantemente més
comiin en Africa Central, mientras que el VIH-2 es mas frecuente en el Este de Africa (56). E)
genoma del VITE-2 tiene 9,671 bases y difiere aproximadamente en 60% con el del VHH-I. La
arganizacion de los genes es similar a la del VIIH-1, es decir, hay dos segmentos distales (LTR)
entre los que se encuentran tres genes estructurales: gag, pol y env, ademds existen scis genes
mas: tat, rev, nef, vif, vpr y vpx. De estos seis genes, sélo cinco estan relacionados con los del
VIH-1, ya que ¢} vpx del VII1-2 no tiene andlogo en el VIH-1,

La mayor similitud entre el VIH-1 y el VIH-2 ¢s a nivel de las proteinas del "core", es decir, las
codificadas por los genes gag y pol. Esto explicaria la reactividad cruzada que existe entre
ambos virus (2)

En algunas investigaciones serologicas se ha encontrado que los antigenos de envolwra del
VIH-2 (LAV-2/SBL-6669) y del SIV-HI tienen ¢l mismo peso molecular y presentan reacciones
cruzadas por lo que el VIH-2 parece estar més estrechamente relacionado al SIV-IH que al

VIH-1 (10,11).
22 ESTRUCTURA GENETICA DEL VIli-1

{2l provirus del VIH integrado a los cromosomas de las células infectadas posee dos grupos de
genes: estructurales y reguladores. Los genes estructurales son: gag, pol y env; los genes
reguladores son LTR, vpr, vpu, tat y los genes de accion desconocida son vif'y nef.

La estructura genética del VIH es completamente nueva y diferente a los otros retrovirus pues
posee una region central "vpr* que separa los genes pol y env, ademas del gen "env" que

codifica las proteinas de la envoltura es mayor que el resto de los retrovirus.



[l gen "gag" sintetiza una poliproteina pS3/55 que da lugar n tres proteinas maduras que forman
la nucleocipside. Listas proteinas son la pl7/18, p24/25 y p9/6 que son las que envuelven al
RNA. La proteina p24/25 es la proteina principal de la nucleacdpside; es altamente
inmunogénica y hasta el 50% de los pacientes presentan anticuerpos contra ellas.

El gen "pol" codifica la transcriptasa reversa, codifica primero un precursor de {60 Kd que debe
de ser procesado para dar {a enzima activa (p66/51). La polimerasa codificada para este gen
tiene tres dominios funcionales conservados en todas las secuencias analizadas hasta el momento
en los disl‘intos retrovirus ya que sus funciones son cruciales para la replicacion viral.

El gen "env" precursor de la pl60 codifica la sintesis de las glicoprotelnas de la membrana de la
envoltura del virus, gp4l que ocupa todo ¢l espesor de la membrana de la envoltura y la
gpl10/120 que se localiza en el exterior de la misma. Este gen ticne secuencias hipervariables.
La glicoproteina 110/120 s la responsable de que ¢l VIH reconozca y se adhiera exclusivamente
a células portadoras del marcador biologico CD-4 (1-4) presente en los linfocitos T
cooperadores/cfectores y en las células del sistema fagocitico mononuclear (17,18). Ver figura

No.1

2.3 CARACTERISTICAS DE LA INTERACCION VIRUS-HUESPED. (Resjuesta

Ininune e historia natural),

El VIH se replica ¢ infecta con preferencia a los linfocitos CD4, pero también infecta a
macrotagos, por lo que puede detectarse en cualquier tluido o tejido corporal que contenga estas
células. El VIH se ha aislado de la sangre, productos de la sangre, semen, secreciones genitales

femeninas, leche materna, llquido cefalorraquideo, saliva, lagrimas, etc. Hay gran cantidad de

!




FIGURA. 1
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Explicacion de la Figura No. |

PROTEINAS ESTRUCVURALED

3ENES  PROTEINAS

gag p55 Proteina precursora de:
pl7

p24

p15 Proteina precursora de:

p?
poé
pol p90 Proteina precursora de
pl0
pl3
1p66,p55
p34
env p160 Proteina precursora de
gpi20

gp 41

p300 Proteina precursora de
gpi25

» gp 6

CARACTERISTICAS Y/0 FUNCIONES

Antigenos de grupo. Internos,
Proteina miristilada de la matriz.
Protelna de la cipside.
Proteinas de la nucleocapside
Proteina unida al dcido nucleico.
Nucleocapside.

Enzimas

Proteasa

RNasa H

Transcriptasa inversa

Integrasa

Proteinas de la envoltura
Proteina de envoltura, superficie (VIH-1)

Proteina de envoltura, transmembrana
(VIH-1).

Proteinas de la envoltura
Proteina de envoltura, superficie (VIH-2)
Proteina de envoltura, transmembrana

(VIH-2)
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PROTEINAS REGULADORAS

GENES PROTEINAS CARACTERISTICAS Y/O FUNCIONES
tat pl4 Transactivador de todas las proteinas
rev (art,trs) pl9 Regulador de la expresion de las proteinas virales (rotura y

transporte de RNAm precursores). Transporte selectivo
de RNAm en ¢l citoplasma,

nef (3'orf) p27 Desconocida. No ejerce accion negativa sobre el
crecimiento viral i en ¢l mantenimicnto del estado de
latencia.

vif (sor) p23 Protcina asociada a la infecciosidad del viridn, se neeesita

para la infecciosidad de los viriones extracelulares.

rap (vpr) pls Situada entre vif'y tat. Acelerador del ciclo de
replicacion. Acttia en trans aumentando la tasa de
produccién de proteinas.

vpt p17 (Tev o Tnv) Desconocida. La proteina se codifica por fragmentos
de tres genes diferentes: tat, env y rev.

out (vpu) pl6 Solo en VIH-1. Aumenta la liberacidn de viriones de la
célula infectada, reduciendo la acumulacion de proteinas
virales.

Reduce la formacion de sincicios y la muerte celular en
células T humanas CD4+. Podria aumentar ¢! titulo de
virus presente en la persona infectada.

vpx pl6 Proteina de 113 aa; solo en VIH-2 y VIS,

12



estudios que indican que la saliva, las lagrimas y la orina sunque contengan virus, usualmente no
transmiten la enfermedad.

La transmitibilidad tras la exposicion a fluidos o secreciones infectadas parece depender de:

- Cantidad de virus infeccioso presente y del especimen infectado.

- De la via de transmision.

- De la condicion de salud de la persona infectada.

- Dela cepa viral.

La transmisibilidad aumenta en los estadios mas avanzados de la infeccion, asi como cuando ya
hay clinica de enfermedad. También se ha asociado una mayor transmisibilidad con
enfermedades genitales ulceradas.

La susceptibilidad parece ser universal. Se desconocen qué factores del huésped influyen para
que la infeccion por VIH no ocurra siempre tras una o varias exposiciones. De cualguier forma
la posibilidad de transmision depende de la prevalencia de la infeccion y de los factores de
conducta.

Se calcula que entre un 10% a un 20% de las personas infectadas evolucionardn a SIDA dentro
delos 5 aflos despuds de la seroconversion y alrededor de un 50% entre los 7 a 10 ailos.

El periodo de incubacion es variable, siendo ¢l tiempo que pasa desde la infeccion por VIH hasta
¢l diagndstico de la enfermedad. Varia entre dos meses y 10 aiios (mediana en adultos entre 7-8

afios). (2)
2.4 INTERACCION VIRUS- CELULA,
A continuacion se enlistan secuencialmente los eventos que se dan en la interaccion virus-célula
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RECONOCIMIENTO

El virus reconoce a la molécula C1)-4 a través de la glicoproteina 110/120.

ADHERENCIA

El virus se adhierc a la membrana de la célula en una union de tipo receptor-ligando.

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

interior de la célula huésped.

ACTIVACION DE LA ENZIMA TRANSCRIPTASA REVERSA

La enzima se activa y transcribe la informacion de su RNA en DNA de doble cadena.

INTEGRACION DEL DNA VIRAL
El DNA se integra al genoma de la célula huésped quedando entonces como provirus, cste

puede permanccer latente por mucho tiempo.

TRANSCRIPCION Y TRADUCCION DEL DNA VIRAL
21 DNA viral es transcrito por la maquinaria célular formando RNA mensajero viral, este RNA
mediante complejos mecanismos de regulacion es procesado por la traduccion y sintesis de

proteinas virales o para los nuevos viriones.

ENSAMBLAJE

Las proteinas y el RNA viral se ensambian utilizando la parte interna de la membrana celular.

L4
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SALIDA

La salida de nuevos viriones ocurre por gemacion, la membrana celular envuelve a las proteinas
y al RNA viral quedando libres los viriones en el exterior celular. La estructura de la capside
extraordinariamente rica en transcriptasa reversa e integrasa, probablemente lo haga més
resistente a la inactivacion, si esto fuese cicrto, dicha estructura podria jugar un papel importante
en la transmision de la enfermedad. (7).

La infeccion de las células del Sistema fagocitico mononuclear probablemente explica la
localizacion del virus en el recto, vagina, orofaringe y también podria ser la via de entrada al
SNC.

Se sabe que el producto del gen "tat" es indispensable para la replicacion viral, ain cuando el
RNA correspondiente se encuentre presente, pudiera ser que este gen juegue un papel
importante cn cuanto a la latencia de la infeccion. Lo que se ha pensado, es que las células
T-cooperadoras en reposo (no estimuladas por un antigeno) pero infectadas con el virus, inhiban
la funcion del gen "tat" asi al ponerse en contacto estos linfocitos con su antigeno cesaria la

inhibicién, disparandose la replicacion virat (9).

25 SINDROME DE INMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA ( VIII/SIDA).

Desde la aparicion del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) en México, el Sistema
Nacional de Salud a través de la Direccion General de Epidemiologia a recolectado los datos
necesarios para la compresion de la epidemiologia de! VHHU/SIDA. El analisis de los datos
obtenidos por medio de la vigilancia ¢ investigaciones epidemiologicas ha permitido conocer la

magnitud, distribucion y frecuencia de la epidemia, caracterizar los factores de riesgo, definir los
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patrones y tendencias que ha adquirido la transmision del VIH, en relacion con grupos
poblacionales y dreas georiticas, claborar predicciones respecto al ntimero de casos de
infectados, asi diseiiar y evaluar estrategias de intervencion cducativa (7). El SIDA ¢s causado
por ¢l virus de la hmmunodeficiencia humana (VIH), cuya transmision es posible a través de las
vias: sexual, sanguinea y perinatal ya que se localiza principaimente en algunos fluidos
corporales como sangre, semen y secreciones vaginales de fas personas infectadas (5).

El SIDA signilica Sindrome de Inmunodeficiencin  Adquirida, cstas cuatro palabras son

descriptivas de fa enfermedad que ocasionan.

SINDROME:
El SIDA se manifiesta a través de una seric de enfermedades y sintomas diversos que suelen ser

fatales.

INMUNODEFICIENCIA:
El virus del SIDA hace que el cuerpo sea incapaz de combatir ciertas infecciones y

enfermedades.

ADQUIRIDA:

El virus def SIDA se adquiere de manera externa.

E! VIH pertenece a la familia Retroviridae subfamilia Lentiviridae, retrovirus que forman un
eslabon entre Jos RNA-viral y DNA-viral. El flujo de informacién genética, usualmente se
pensaba que era exclusivamente del DNA al RNA y de ahi a la sintesis de una proteina, por

invertir este flujo de informacion este grupo de virus recibe el nombre de RETROVIRUS. Los

17



retrovirus almacenan la informacion genética en forma de RNA y poseen una enzima, la
transcriptasa reversa, que les permite sintetizar DNA viral el cual se integra a los cromosomas de
las células (provirus retroviral integrado) para servir en el futuro como base de fa replicacion
viral. La infeccion por VIH puede cursar asintomatica o presentar un amplio espectro de

manifestaciones clinicas, que dificre en nifios y adultos (5,55).

2.6 CLINICA DE LA INFECCION POR VIII:

2.6.1 HISTORIA NATURAL DE LA INFECCION POR EL VIIL

Sc pueden distinguir:

1) Una fase nguda (varias semanas de evohicion).

El paciente infectado permanece asintomatico o presenta un sindrome mononucledsico durante
la primoinfeccion (30-40% de los casos), que a menudo pasa inadvertido. Durante este proceso
agudo puede haber una inmunodepresion transitoria, capaz de facilitar la aparicion de algunas
infecciones oportunistas, como candidiasis esofagica o infeccion por citomegalovirus.

Dentro de las 2-6 semanas porteriores al contagio ird apareciendo paulativamente ¢} antigeno
p24 circulante. El cultivo viral sera positivo y una elevada proporcion de linfocitos CD4 estaran
infectados. Progresivamente se irdn sintetizando los anticuerpos especificos y se desarrollara la
inmunidad celular; a la vez que la viremia, la antigenemia y las células infectadas irdn
disminuyendo.

2) Una fase cronica de replicacion viral activa (varios aitos de duracion).

Durante esta fase, que suele durar varios aflos, la actividad replicativa viral persiste, aunque esta
limitada por la actividad del sistema inmunoldgico.
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La probabilidad de que ka infeccion progrese a estadios mas avanzados s de un 50% a los 8-10
anos de la primomtececion en adultos y de un 80% en ninos. No parece que existan diferencias
significativas en cuanto a la progresion a SIDA de homosexuales y dragadictos. De todos
modos, diversas evidencias sugicren que los sujetos infectados por transfusiones evolucionan
mas rapidamente a SIDA que el resto, guizis por la exposicion a un mayor ineulo viraly por
presentar una edad mas avanzada en el momento de la infeccion.

3) Una fase final o de crisis que clinicamente corresponderia al complejo relacionado con el
SIDA (CRS) y al SIDA.

El incremento de la actividad replicativa del virus coincide clinicamente con la aparicion de una
severa alteracion del estado general, (sindrome de desgaste) infecciones oportunistas,neoplasias
o alteraciones neurologicas. A partir de este momento se establece el diagnostico de SIDA.

Por ahora, los mejores resultados se han conseguido con el tratamiento con AZT, y hablan de
una supervivencia del 50-75% a los 2-3 ailos. El prondstico mejora si a las 6-12 semanas de
haber iniciado la terapia asciende la cifra de los linfocitos CD4 y disminuyen los niveles de

B2-microglobulina sérica.( 2 ) (ver figura 3)
2.6.2 CLASIFICACION Y ESTADIOS DE LA INFECCION POR EL VIH.

Para establecer ¢l diagnosiico de SIDA se han disedado varias clasificaciones clinicas. La mis
utifizada ha sido la clasificacion  del Center for Diseases Control (CDC). En 1990 la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) propuso una nueva clasiltcacion que considera, a la
vez, las manifestaciones clinicas y parametros inmunoldgicos. Aunque esta clasificacion no esta

todavia generalizada, probablemente es la mas iddnea para estudiar la enfermedad. (2)

19



LRSS ERANY N

. SEROLOGTA TIPLCA INDICATIVA DE INFECCION CON
VIH,

CANTIDAL

TLENPO

VENTANAS DE SEROCONVERSION DESPUES DE INFECCION CON VIH

Vili-1 EIA (40~-50dias) VIH-1 Ac

1 VIH-1/VIN-2 ETA ( 35dias)

Ag p24 ETA( 28dias

PCR ( 20dfas)

Infeccidn

|

|
]
|
! VIH Az p24

T 1 T T :
10 20 30 40 ] ]
DIAS  POST - INFECCTON

20



CLASIFICACION DEL CDC:

Grupo | Infeccion aguda (hay que demostrar scroconversion)

Grupo |l Infeccion asintomatica

Grupo 1l Adenopatias gencralizadas persistentes

Grupo IV Otras enfermedades

Subgrupo A Enfermedad constitucional. Fiebre de mas de | mes junto con pérdida

de >10% o diarrea de mas de 1 mes.

Subgrupo B Trastornos neuroldgicos, demencia, mielopatia o ncuropatia periférica.
Subgrupo C Enfermedades infecciosas asociadas al VIH-1.
Subgrupo D Neoplasias asociadas at VIH, sarcoma de Kaposi, linfomas no

hodgkinianos o primarios del sistema nervioso central,
Subgrupo E Otras enfermedades, deben incluir a los pacientes con clinica relacionada

con ¢l VIH-1 y no incluidos en los subgrupos anteriores. ( 2 )

CLASIFICACION DE LA OMS:

Esta clasificacion es la mds reciente y tienc la ventaja de combinar parametros ‘clinicos y
biolégicos.

CLASIFICACION DE LA INFECCION POR VIH PROPUESTA POR LA OMS.

ESTADIO 1.

Paciente asintomatico. Adenopatias generalizadas persistentes.

Nivel 1: asintomatico, actividad normal.

21



ESTADIO 2.

Pérdida de peso de menos del 10% del peso habitual.

Manifestaciones cutdncas minimas (dermatitis seborreica, prurito, onicomicosis, tilceras orales
recurrentes)

Herpes zoster durante los Qltimos S afios.

Infecciones respiratorias altas recurrentes (p.ej.,sinusitis bacteriana)

Y/o nivel 2: presencia de sintomas, actividad normal.

ESTADIO 3.

Pérdida de peso de més del 10% del peso habitual.

Diarrea cronica no explicada de ms de 1 mes de evolucion.

Fiebre prolongada (constante o intermitente) no explicada de mas de 1 mes de evolucion,
Candidiasis oral. Leucoplaquia oral vellosa. Tuberculosis pulmonar durante el dltimo ailo,
Infecciones bacterianas severas (p.¢j.,neumonia).

Y/o nivel 3: paciente encamado menos del 50% del tiempo el Gitimo mes.

ESTADIO 4.

Sindrome de desgaste segtin la definicion del CDC,

Neumonia por P.carinii, Toxoplasmosis cerebral. Criptosporidiosis con diarrea de mas de | mes.
Criptococosis extrapuimonar. Enfermedad por CMV con afectacion de oiros organos aparte del
higado, bazo y ganglios linféticos.

Infeccion por el virus del herpes simple mucocutaneo de més de | mes de duracion o viscral de
cualquier duracion, Leucoencefalopatias multifocal progresiva.

Cualquier micosis endémica diseminada (p.ej. histoplasmosis, coccidioidomicosis).
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Candidiasis csofigica, traqueal, bronquial o pulmonar. Infeccion diseminada por micobacterias
Sarcoma de Kaposi.
Sepsis por Y/o nivel 4: paciente encamado mas de 50% del tiempo el ultimo mes. ( 2 ) (ver

figura 4)

2,63 MARCADORES BIOLOGICOS DE PROGRESION A SIDA,

El porcentaje o el ninero reducido de células CD4+ circulantes y, de modo menos especifico, la
linfopenia constituyen probablemente los parametros de mayor valor predictivo.

Estos marcadores reflejan de forma directa o indirecta la accion que ejerce el VIH sobre cl
sistema inmunoldgico del paciente, y se han utilizado independientemente o combinados. Asi, la
progresion a SIDA a los 3 afios se produce en el 99% de los casos si la B2-microglobulina es
mayor de 5 g/ml, el antigeno p24 s positivo y los linfocitos CD4 son inferiores a 200

células/mm3. (2)

2,64 SIDA PEDIATRICO

Las principales vias de contagio son los hemoderivados y la via materno-fetal. La infeccion
durante el parto es posible, pero no parece muy frecuente. No hay datos que sugieran la
indicacion de cesérea como medida preveniiva. La tasa de transmision de la infeccion via vertical
se estima cn un 15-20%. El deterioro de! estadio clinico y un nimero bajo de linfocitos CD4 de
1a madre condicionan un mayor riesgo de contagio. Por otro lado, la presencia de anticuerpos

frente a la gp120 cen la madre se ha asociado con menor transmision.
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También existe la posibilidad de contagio a través de la leche materna. No existen pruebas de
que contactos casuales o incliso ¢l contacto habitual intrafamiliar sean vias de transmision de la
infeccion. Tampoco tienen ricsgo de contagio los compaiieros de colegio de los nifios

infectados.(2)

DEFINICION DEL CDC DE LA INFECCION POR VIH EN NINOS.
Los nifios menores de 18 meses con infeccion perinatal, deben presentar:

-VIH en sangre o tejidos, o

-Sintomas que cumplan a definicion de caso de SIDA para ¢l CDC, o
-Anticuerpos anti-VIH y signos de inmunodeficiencia humoral y celular y sintomas.
Los nifios con infeccion perinatal de mas edad o los que han adquirido la infeccion a través de §

otra via de transmision deben presentar:

-VIH en sangre, 0

-Anticuerpos anti-VIH con/sin alteracion inmunologica, o
-Sintomas que cumplan la definicion de caso de SIDA del CDC.(2)
MANIFESTACIONES.

No se conoce con exactitud el periodo de incubacion, aunque se sabe que es mas corto en nifios
infectados por via vertical, y mas corto en nifios que en adultos. Las manifestaciones
inespecificas se definen como 2 de los siguientes hallazgos persistentes durante al inenos 2
meses: ficbre, retraso de la estatura y peso o pérdidn de mas del 10% del peso, hepatomegalia,
esplenomegalia, linfadenopatia generalizada, infiltracion parotidea y diarrea persistente o

recurrente.(2)
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2.7 DIAGNOSTICO.

La especificidad de lns reacciones antigeno-anticuerpo han sido empleadas para el desarrollo de
diferentes pracesos que reciben el nombre de "Inmunoensayos”.

En cstos procesos se utilizan antigenos, haptenos o anticuerpos para la identificacion o
cuantificacion de moléculas de interés en el laboratorio clinico. EI analisis inmunoenzimatico se
fundamenta en la propiedad de las enzimas de ser conjugadas o unidas a anticuerpos o haptenos
en forma covalente, sin que el conjugado resultante (Ag-enzima, Ac-cuzima) pierda sus
caracteristicas de reactividad inmunologica o enzimatica, 1a caracteristica de las enzimas para
catafizar 1a conversion de un gran nimero de moléculas de sustrato, proporciona la base para
amplificar y detectar indirectamente una reaccion Ag-Ac. Asi mismo en casi todos cstos sistemas
la accion de la enzima sobre los sustratos genera productos coloridos, lo que permite la
realizacion de pruebas cualitativas interpretadas por la intensidad en el color desarrollado y de
prucbas cuantitativas utilizando un colorimetro o espectrofotometro (47).

La infeccion por VI puede ser identificada en el laboratorio de diferentes formas:

Metados Indircctos:

- Determinacion de anticuerpos anti-V1H

- Identificacion de proteinas virales.

Mcétodos Directos:

- Determinacion de antigenos virales.

- Cultivo de virus

- Identificacidn del ADN viral mediante técnicas como la PCR
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DETECCION DE ANTICUERPOS

7.0 PRUEBA DE AGLUTINACION DE PARTICULAS (SERODIA Vi)

Esta prucha utiliza antigeno de VIH obtenido por el cultivo del virus en células linfoides
(HIHTLV-IH). El virus es inactivado y desintegrado y con €] se cubren particulas que pucden
ser eritrocitos, gelatinas o Iitex, La prueba se basa en la aglutinacion producida por la reaceion
antigeno-anticuerpo que se presenta cuando el suero que se esta probando contiene anticuerpos
especificos dirigidos a los antigenos virales que recubren las particulas. La reaccion es evaluada
visualmente. Se observa la diferencia entre la reaccion negativa que produce un botdn compacto

y la positiva en el asentamiento de las particulas,

272 APLICACIONES DE LA TECNICA ELISA PARA EL SINDROME DE
INMUNODFEFICIENCIA ADQUIRIDA. DIAGNOSTICO INDIRECTO.

Para ¢l diagnostico serologico del VIH existen pruebas de tamizaje y de confirmacion, las
primeras se basan en métodos inmunaenzimaticos o de aglutinacion, 1a fase solida esta recubierta
con el antigeno del vius del VIH obtenido de Ia linca celufar H-9 en o andlisis
inmunoenzimdtico este virus es aislado, inactivado por ultrasonido y detergentes.(Primera
generacion) o a fravés de ingenieria genética por DNA recombinante de E.coli (segunda
generacion). En esta fase solida se incuba el suero o el plasma junto con el diluyente, si existe la
presencia del anticuerpo, se dard la reaccion antigeno-anticuerpo adicionando el anticuerpo
conjugado con la enzima peroxidasa, (iue se unira si existe la reaccion detectandose un color
amarillo-anaranjado, ¢ cual es proporcional a la cantidad de anticuerpos contra el VIH que se

uni6 a la fase solida. Los ensayos de primera generacion pueden dar falsos-positivos cuando
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existen anticuerpos a los complejos del sistema HLA al DR4, en los métodos de segunda
generacion esto se climma dada la obtencion del antigeno, los merodos de tercera generacion

utilizan diferentes modelos sintéticos de péptidos para una variedad de proteinas virales.

Los antigenos producidos por técnicas de recombinacion del DNA y por ensamblaje sintético de
péptidos ofrecen ventajas de mayor sensibilidad y especificidad sobre las proteinas derivadas del
virus. Los nuevos avances en materia de reactivos, que incluyen pruebas diagnosticas
autorizadas por la FDA se han dirigido hacia las proteinas p24, p31, gpd! y gpl20/160. Se han
propuesto las tiras de nitrocelulosa con bandas separadas de estos cuatro principales antigenos
para sustituir al lisado de VIH-Western blot. Para los anilisis con antigeno derivado de
productos de genes tnicos, se han elaborado proteinas de envoltura gpdl y gpl20/160. Estas
series de reactivos, denominadas de segunda y tercera generacion, ofrecen ventajas significativas
sobre los reactivos de lisado estandar (OMS, 1989).

Las proteinas recombinantes y los conjuntos de péptidos sintéticos se hallan en forma muy pura,

por lo que los reactivos de prueba son mas constantes de un lote a otro.( 47)

Las técnicas de ELISA son muy sensibles (99.84%) sin embargo el porcentaje de "falsos
positivos” sc incrementa con la sensibilidad. Un resultado positivo no es siadnimo de

enfermedad debiéndose realizar pruebas confirmativas (56).




2.8 PRUEBA CONFIRMATORIA: ENSAYO CUALITATIVO PARA LA DETECCION

EIDENTIFICACION DE ANTICUERPOS AL VIM,

TECNICA DE INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.

En este métado el virus es purificado y separado en las partes que lo componen, por tratamicnto
con ¢l detergente SDS (dodecil sulfato de sodio) y éste es separado en un gef de poliacrilamida
por electroforesis de acuerdo a su peso molecular. Las proteinas son transferidas del gel al papel
de nitrocelulosa que se corta en tiras, ¢l ensayo se realiza como una ELISA indirecta con estas
tiras y como resultado se forman bandas coloridas.

En 1990 sc establece que: las diferentes alternativas para el criterio de valoracion en la técnica
de Western blot para los diferentes grupos son: para la Association of State and Territotial
Public Health Laboratory Directors and AIDS Program proponen como resultado positivo ante
la presencia de solamente dos bandas que pueden ser p24, gp4! y gpl20, gp 160 (ASTPHLD),
Para The Consortium for retrovirus Serology Standardization (CRSS) define como positivo ante
la presencia de otras bandas con p24 o p3l, y de ¢l gen "ENV" deben estar presentes gpdl,
gp!20, gpl60.

Para The American Red Cross define como positivo la presencia de una o mds bandas de los
genes gag, pol y env. Para estos tres grupos y para la casa comercial Du Pont sugieren para el
ctiterio de indeterminados Ia presencia de otras bandas o estas mismas, siempre y cuando no se
presenten cn alguna forma de los eriterios que se- dieron para establecer una positividad. Un
resultado negativo es ante la ausencia de todas las bandas. (29)

Solamente el ensayo comercial de Western blot de Du Pont tiene la ticencia de la Food and Drug
Administration (FDA) para usar estos criterios en el diagnostico de infeccion de VIH-1 (56).
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A) B resultado es positivo ante la presencia de las bandas de precipitacion p24, pl7, p4l,
gp120. I resultado es indeterminado ante la presencia de cualquier banda sin estar presentes

P24 y p4i, segin el criterio de la CDC (Centers for Discase Control).

B) El resultado es positivo ante la presencia de las proteinas, una del core (corazon), una de env
(envoltura) y una de la transcriptasa reversa, el resultado es indeterminado ante fa presencia de
dos bandas de precipitacion: una de core y env, una de core y TR (Transcriptasa reversa) una de
env y TR, nunca la presencia de las tres (core, env y TR) segin el criterio de fa OMS
(Organizacion Mundial de la Salud).

Las bandas de precipitacion no especificas pueden ser resultado de una infeccién temprana o un
resultado indeterminado; reaccién cruzada con anticuerpos como el VIH-2 0 por diferentes

retrovirus endogenos o los similares a complejos relacionados al SIDA (25,56).

2,9 INDETERMINADOS AL VIH

En la realizacion de las pruebas confirmatorias para la deteccion de los anticuerpos contra el
VIH, a través del analisis de inmunoelectrofransferencia Western blot, se ha considerado la
existencia de patrones de reactividad indeterminada y que de acuerdo a los criterios de la
Organizacion Mundial de la Salud, publicados en 1990, fos define como aquellos casos cuando
no se presentan dos bandas de glicoproteina "gp" de la envoltura del virus, como son gpdl,
8120, gpl60; con cunlquiera del gen "gag" pudiendo ser psS, p24, p17 o del gen “pol" v.gr.

retrotranscriptasa p3 1, pS1, p66 .

30



Para poder establecer ol criterio de un resultado indeterminado se pueden observar las siguientes
combinactones (OMS)

a.-Una banda del gen "env", acompaiada con alguna del gen gen "gag" a “pol"

b.-Una banda del gen “gag" y

c.-Una banda del gen "pol”,

Se ha referido que en poblaciones de donadores de sangre e porcentaje de sujetos con
resultados indeterminados pucde ser hasta del 20% con presencia de las proteinas p24 y pSS,
correspondiendo estos datos a la poblacion de bajo riesgo para la infeccion por VIH. Asl
mismo, se ha encontrado que puede tratarse de una seroconversion en algunos donadores con
patrdn indeterminado ante la presencia de la banda de la gpl60. (55 ).

Se han referido diferentes posibilidades dentro del patrdn indeterminado, como son: hibitos
sexuales, costumbres sociales, convivencia con animales, reaccién cruzada con algin otro
retrovirus asi como su relacion con el sistema HLA (antigenos leucocitarios humanos). Un
factor importante en los donadores con patrdn indeterminado, es el comprobar por medio de
pruebas, una posible reaccion cruzada con los siguientes retravirus: HTLV-E HYLV-1l y VIH-2,
Pero esto no ha sido bien fundamentado. Sin embargo, la posibilidad de una reaccion cruzada se
ve influenciada por la presencia de ciertas bandas de proteinas que pertenecen en comin a estos
retrovirus ( p26/53 ) (55).

Se ha descartado cualquier analogia del HTLV-II con el VIH. Las bandas del VIH-2 son
similares al VIFE-1. Se han identificado las siguicnlcé proteinas del VIH-2: pl8, p26, gp32, que
son comparables con pl7, p24 y gpd !l del VIIE-1 (52).

Los donadores con Western blot VIit-2 positivos, presentan las siguientes bandas: p26, p55,
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8p32, la region de fa gp32 del ViHE-2 es similar a fa gpdi del Vili-1 aunque esto no sucede
siempre,

Se ha demostrado que en los donadores de sangre con patran indeterminado, suclen presemtarse
diferentes aspectos asociados a las reacciones cruzadas con el VIH-!. Estos aspectos son:
-Algunos de éstos donadores presentan un agotamiento de los linfocitos-T, disminucion de la
citotoxicidad mediada por complemento de céiuias mononucieares.

-La presencia de anticuerpos hacia los antigenos de clase IT del sistema HLA, u otros linfocitos o
monocitos.

-Hay aloinmunizacidn por transfusiones preliminares, reaccion cruzada por la presencia de
anticuerpos.

-La presencia de factor reumatoide (55).

No se descarta la posibilidad de reacciones cruzadas con el virus de {a leucemia bovina (BL.V) y
con el virus de la inmunodeficiencia bovina (BIV), se habla de una posible reaccion crnuzada de
los antigenos del "core” del BLV y el HTLV-I, la posibiiidad de una reaccion del VIH con e!
BLV no se ha comprobado experimentalmente al igual que el VIH con BIV.

Muchos de los cstudios con resultados indcterminados, han presentado positividad para el
HTLV-1y HULV-I1, éstos pacientes tienen documentada [a infeccion con la clinica del HTLV-I
y HTLV-IE £n nuestro medio se tienen evidencias de reaccion cruzada con ¢l VIii-2 o con el
HTLV-1, sin cmbavrgo. dicha reaccién cruzada esta reportada en la literatura, La existencia de
anticuerpos anti-HLA, particularmente en ¢l grupo de sujetos multitransfundidos, puede explicar
los patrones de un Western blot con resultados indeterminados (42).

La falta de reactividad para los antigenos VIH no recombinantes sugiere la no especificidad de
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¢éstos productos, ya que puede deberse a una contaminacion de fisados virales usados en ¢l
ensayo de Western blot o bien materiales adicionales usados en el procedimiento Se deben de
excluir las unidades de sangre con resultados positivos en las técnicas de ELISA y Western blot
indeterminado. Es importante el seguimicnto de éstos donadores por algun tiempo, ya que ellos
no presentan inicialmente todas fas bandas en el Western blot , por lo cual se debe de mostrar,
mediante otros métodos, la evidencia de la infeccion del VIH. En dichos donadores de sangre, ¢s
alta la probabilidad de que los patrones del Western blot indeterminados representen una
reaccion cruzada no especifica, que en cualquier momento ¢l donador pueda volverse un factor
de riesgo de infeccion para el VIH-1. El significado de estos datos no se ha comprobado
experimentalmente, el estudio de patrones indeterminados en ¢} Western blot es dificil de

fundamentar (55)
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3.2 MATERIAL BIOLOGICO

Sueros y Plasmas de donadores de sangre altruistas del Centro Nacional de la Transfusion Sanguinea;
los cuales fueron previamente informados sobre fos requisitos para poder ser donadores de sangre,
seg(n la norma técnica No.277 de la Secretaria de Salud.
-Ayuno,
-Edad 18-65 ailos.
-Pesar més de 50 Kgs.
-Someterse a los exmenes clinicos y de laboratorio para descartar enfermedades
transmitibles.
EXCLUSION DE DONADORES
SI HAN PADECIDO
-Hepatitis, sifilis, cancer, diabetes, epilepsia, hipertension arterial, gota, tuberculosis,
enfermedad de rifién o corazdn.
-Alergias a alimentos o medicamentos.
-Cirugia mayor hace 6 meses.
-Embarazo o haber estado embarazada en el Gltimo afio.
-Periodo menstrual,
-Lactancia.
SI HAN RECIBIDO

-Medicamentos en las Gltimas 72 horas.
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-Vacuna contra la rabia o contra la hepatitis en el dltimo afio.
-Vacuna en los Oltimos 6 meses.

-Acupuntura o Tatuaje en ef Ultimo aiio (14).
3.2.1 MATERIAL DE LABORATORIO

- Gotero de aproximadamente 25 pl, 2 piezas (Laboratorios MILES).

- Mi¢ropipetas autométicas, con puntas desechables, de 25 y 50 pl.

- Pipetas volumétricas de 1.0, 5.0,y 10.0 ml.

- Pipetor multicanal con capacidad de adicionar volimenes de 50, 100,y 200 pl, con
puntas desechables.

- Micropipetor con capacidad de adicionar volimenes de 10 hasta 1,000 pl, con puntas
desechables

- Papel absorbente desechable.

- Recipiente para reactivo (vidrio y/o plastico) con capacidad de 25 ml.

- Tubos de ensayo de polipropileno con portatubos de identificacion (Laboratorios ABBOTT).

- Folios adhesivos (Laboratorios ABBOTT)

- Micropipetas para suministrar volimenes de 10, 200, 300, 400 y 1,000 pl, con puntas
desechables

- Distribuidor de microesferas (Laboratorios ABBOTT).

- Pipeta multicanal de Organon Teknika o sistema equivalente con puntas desechables para 100p!
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las pipetas no deben tener partes metalicas

- Placa para incubacion de 25-30 pozos. (Laboratorios DuPont).
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3.3 METODOLOGIAS

3.3.1 SERODIA-VIIL

EQUIPO:

American Rotator, Mfd by American Dade.

FUNDAMENTO:

El componente de un reactivo de SERODIA-HIV es de particulas de gelatina sensibilizadas con
antigeno de HIV inactivado (Virus de Inmunodeficiencia Humana) el cual ha sido procesado por
rompimiento, con detergente, de un cultivo puro de HIV*, Como una prucba de aglutinacién el
principio de SERODIA-HIV se basa en que estas particulas sensibilizadas son aglutinadas por la
presencia de anticuerpos de HIV en muestras de suero o plasma.

* Este HIV fue preparado por concentracion de un cultivo liquido de la produccion de virus en una
linea celular, utilizando la centrifugacién en gradiente de sacarosa y colectando la fraccion del virus

correspondiente a una densidad cercana a 1.16 Kg/em’® .

TRABAJOS PREVIOS
Llevar todos los reactivos a temperatura ambiente antes de su uso (15-30°C).
Lavar la microplaca antes de su uso segun indicaciones del fabricante.

Reconstituir los liofilizados 30 min. antes de la prucba como se indica:
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a) Para reconstituir las particulas sensibilizadas adicione 3.5 m! de solucion reconstituyente al frasco
ampula.
b} Para reconstituir las particulas no-sensibilizadas adicione 2.0 ml de solucion reconstituyente al

frasco ampula.

Preparacion de las muestras.
Para evitar interferencia en los resultados, separar los eritrocitos u otras particulas suspendidas en las
muestras mediante centrifugacion; las muestras a estudiar no deben estar contaminadas, ni lipémicas,

ni hemolizadas, si es necesario la muestra debera filtrarse.

TECNICA

l.-' Colocar tres gotas (75 pl) del diluyente de suero en el pocillo No. 1 y una gota (25 ul) en los
pocillos 2 y 3 utilizando el gotero que proporciona el estuche.

2.- Agregar 25 yl dei suero de la muestra en el pocillo No. 1 utilizando una micropipeta y mezclar
llenando y descargando la micropipeta, de 3 a 4 veces. Tomar 25 pl de la solucidn del pocillo No.l y
transferir al pocillo No.2, mezclar en el pocillo No.2 y transferir al pocillo No.3, para obtener una
segunda dilucion,

3.- Colocar una gota (25 pl) de particulas NO sensibilizadas en el pocillo No.2 y una gota (25 pl)de
particulas sensibilizadas en el pocillo No.3, utilizan(io los goteros del estuche.

4.- Mezclar el contenido de los pocillos perfectamente utilizando un mezclador de charola), cubrir la

placa, colocar en una superficie plana y nivelada, dejar que permanesca asi a temperatura ambiente

41



(15-25°C) durante 2 horas, leer los resultados.

VALIDACION

PRUEBAS CONTROL

|- Confirmar que la reaccion de cada muestra y las particulas NO sensibilizadas (ditucion final 1:16)
sea negativo,

2.- La mezcla del diluyente del suero ya sea con particulas sensibilizadas o NO sensibilizadas no debe
dar ninguna reaccion negativa para cada corrida (contro! del reactivo).

3.- Confirmar que el titulo det suero control positivo sea }:128 en la dilucion final, cuando realice el

procedimiento de prueba para que haya consistencia de lote alote.

INTERPRETACION,

Colocar con cuidado la microplaca sobre una superficie plana, comparar los patrones negativos de
aglutinacién con aquétlos del control positivo e interpretar de acuerdo con los eriterios mostrados en
la Tabla A.

En la cjecucion de la prueba una muestra que presenta una reaccion negativa con particulas
no-sensibilizadas (ditucion final de suero 1:16) pero muestra aglutinacion con particulas sensibitizadas

(dilucidn final de suero 1:32 0 més) es considerada como reaccion positiva,
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TABLA "A"
PATRONES DE AGLUTINACION  LECTURA INTERPRETACION
Particulas concentradas en (-) NEGATIVO
forma de precipitado en el
centro del pocillo con un

margen exterior redondo

tenue.
!
Particulas concentradas en (+/-) NEGATIVO '
t
forma de un anillo compacto b

con un margen exterior

redondo tenue. !

Anillo definido, grande, (+) POSITIVO i
un margen exterior
rugoso multiforme y

aglutinacion periférica

Particulas aglutinadas, opacas (++) POSITIVO
expandidas cubriendo el fondo

del pocillo en forma uniforme.
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** Interpretar como negativo la muestra que da un resultado (+/-). Para obtener una lectura
adecuada, correr una prueba de confirmacion con la muestra en lugar del control positivo (Ver
esquema de la Tabla "A").

PROCEDIMIENTO DE ABSORCION.

Si la muestra ocasiona la aglutinacién con particulas sensibilizadas y NO sensibilizadas, volver a
probar después del siguiente procedimiento de absorcion.

1.- Colocar una gota (25 pl) del diluyente de suero en el pocillo No.3 de una microplaca.

2.- Colocar 0.35 mi de las particulas NO sensibilizadas reconstituidas en un pequeiio tubo de ensayé.
3.- Agregar 0.05 ml de la muestra en el tubo de ensayo, mezclar perfectamente ¢ incubar a
temperatura ambiente (1 5-25°C) durante 20 minutos (mezclar bien, agitando manualmente 1 6.2
veces durante la incubacion).

4 - Centrifugar durante 5 minutos a 2,000 rpm. separar y tomar el sobrenadante (dilicién del suero
1:8 absorbido) con mucho cuidado colocar 50 pl en el pocillo No. 2 de la microplaca.

5.-Mezclar llenando y descargando la micropipeta con 25ul de la solucién diluida en el pocillo No.2
y transferir al pocillo No.3, repetir este procedimiento en el pocilio No.3 para lograr una segunda
diluci6n.

6.- Después, seguir el mismo procedimiento que para el ensayo de prueba y leer los resultados

3.32 DUPONT VIH-1ELISA
EQUIPOS

Automatic or Manual Microplate Washer. Du Pont Company.
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Microplate Reader. Con capacidad para trabajar con longitud de onda de 405-410 nm. Du Pont

Company.

FUNDAMENTO

Esta prucba utiliza antigenos de HIV obtenidos a partir de cultivo de virus en células linfoides de la
linea H-9/HTLV-HIB.

EEl virus aislado es inactivado por tratamiento con psoralen, luz ultravioleta y detergentes para una
separacion, seguida del revestimiento de los pozos de la microplaca. El diluyente de las muestras y
los controles son adicionados a los pozos. Durante la incubacion los anticuerpos del HIV-1 presentes
en las muestras se uniran a los antigenos virales adheridos a los pozos de la microplaca, la placa es
lavada para eliminar todo ¢l material que no se unio. El conjugado (anticuerpos anti-IgG humanos
obtenidos de cabra unidos a fosfatasa alcalina) se adiciona a cada pozo de reaccion. Este conugado se
une &l complejo antigeno-anticuerpo, después de la incubacion la placa es lavada y se elimina el
exceso de conjugado, el substrato (para-nitrofenilfosfato) es adcionado a los pozos, despues de una
incubacion se le agrega hidroxido de sodio a 1a placa para detener la reaccion enzima-substrato. El
color amarillo que se produce se lee por medio de un espectrofotometro, y es directamente

proporcional a la cantidad de anticuerpos presentes en la muestra.

TRABAJOS PREVIOS;
Llevar todos los reactivos a temperatura ambiente (15-30°C) aproximadamente 30 minutos antes de

SuU uso,
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TECNICA:

Sacar la microplaca de la bolsa de plastico. Adicionar muestras y controles a la microplaca usando
un pipetor/dilutor, para la adicién de muestras directamente; o un pipetor manual para la adicion de
mucstras preparadas.

ADICION DE MUESTRAS PREPARADAS,

A.- Adicionar 300 pl de diluyente a tubos de polipropileno o similar,

B.- Adicionar 15 pl de muestra y controles a los tubos con diluyente, mezclar perfectamente,

C.- Designar 2 pozos como BLANCO. NO ADICIONAR MUESTRA EN ESTOS POZOS.,
Adicionar 200 pl de diluyente a cada uno de estos pozos.

D.- Designar 2 pozos para el control Negativo y 4 pozos para el control Positivo .

E.- Transferir 200 il de muestra y control a los pozos correspondientes de la microplaca, al igual que

los controles.

METODOLOGIA:

1.- Tapar con papel adhesivo perfectamente la placa, agitar por 5-10 segundos para remover las
burbujas de aire que estuvieran atrapadas.

2.- Incubar la microplaca por 60 minutos +/-5; a 37°C.

3.- Preparar Ia solucion del conjugado.

4.- Sacar la placa de la incubadora firmemente tonla;la por las orillas, destapar remaviendo el
adhesivo y desecharlo,

5.- Lavar Ia microplaca con el concentrado de lavado diluido:
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.- LAVADO DE LA MICROPLACA AUTOMATICO. Usar 2-3 ciclos de lavado, entre cada ciclo
invertir la placa sobre un papel absorbente para climinar el exceso de agua.

H.- LAVADO DE LA MICROPLACA MANUAL. Lavar 6 ciclos usando de 275-300 pl por i)ozo,
en cada ciclo, aspirar el agua de los pozos en el mismo orden, aspirar después de cada ciclo,

6.- Despuds de cada lavado, tomar firmememte la placa de la base ¢ invertirla sobre un papel
absorbente para eliminar el exceso de agua.

7.- Preparar previamente la solucién del conjugado, usar una pipeta multicanal para adicionar

100 1 de conjugado a los pozos de la microplaca. Aplicar un papel adhesivo como en el paso 1.

8.- Incubar 30 minutos +/-5 a 37°C.

9.- Preparar la solucion de sustrato durante fos 5-10 minutos antes del término del periodo de
incubacién del conjugado.

10.- Destapar, removiendo el adhesivo como en el paso 4, repetir los lavados como en el paso 5y 6.
11.- Usar un pipetor multicanal para adicionar 200 pl de sustrato a los pozos de la microplaca y
posteriormente repetir el paso |.

12.- Incubar la microplaca por 30 minutos +/-1 a 37°C.

13.- Repetir ¢l paso 4,

14.- Adicionar con un pipetor multicanal 50 pl de solucion de detenimiento & cada pozo de I
microplaca.

Determinar la absorbancia de cada pozo, utilizando una longitud de onda de 405-410 nm del
espectrofotometro o bien en un colorimetro, la referencia va de 620-630 nm,

La absorbancia se lcer4 dentro de las dos horas siguicntes a la adicion de la solucion de detenimiento.
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VALIDACION:

CALCULO DE LOS VALORES DE CONTROL Y MUESTRAS.

1.- BLANCOS. La lectura de absorbancia de los blancos debe ser inferior o igual a 0.200, la lectura
que no entre en este rango debera repetirse.

2.- CONTROL NEGATIVO.

A - Calcular la absorbancia una vez aceptados los valores de los blancos.

B.- La absorbancia de los controles negativos debe ser menor o igual a 0.000, los valores mayor o
igual a 0.250 son valores fuera de rango y debe repetirse la muestra.

C.- La suma de los valores de absorcién.obtenidos, aceptables se divide por el nimero total de
valores para obtener el resultado del control negativo.

3.- CONTROL POSITIVO.

A.- La absorbancia de los controles positivos debe ser menor o igual a 0.500, los valores mayor o
igual a 2.000; son valores fuera de rango y debe repetirse la prueba.

B.- La suma de los valores de absorcion de los controles positivos se divide por el nimero total de
controles para obtener ¢l resultado del control positivo.

C.- Todos los controles positivos con un valor de extincion de +/- 30% del valor total del control

positivo son aceptados, se descartan los valores fuera de este rango.

CALCULO DEL PUNTO DE CORTE:
CALCULO DE LA PROPORCION DE CONTROL NEGATIVQ Y POSITIVO.

A.- Dividir el valor del control negativo entre ef valor det control positivo.
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B.- Este valor obtenido debe ser menor o igual a 0.200. Si la proporcion es mayor o igual a 0.200
todas las muestras deben ser repetidas,

Multiplicar la media del control positivo por 0.50 para obtener el valor del punto de corte.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS:

Mucstras con valores de absorcion menores al vator del punto de corte son consideradas no reactivas
por el criterio de Du Pont HIV-1 ELISA, y se interpretan como negativas.

Mucstras con valores de absorcion mayores

Especimenes con valores de absorcion mayores o iguales al valor def punto de corte se consideran
inicialmente reactivos por el criterio de Du Pont, pero antes de la interpretacion final de la muestra,
debe repetirse por duplicado, si ¢! resultado de esta muestra es reactivo (positivo) el espécimen cs

considerado reactivo repetidamente.

Los especimenes inicialmente reactivos que no reaccionaron a! ser trabajados por duplicado son

considerados negativos a anticuerpos a VIH-1.

Los especimenes que son repetidamente reactivos tienen ta probabilidad de que fos anticuerpos

VIH-1 se encuentren presentes, especialmente en especimenes obtenidos de pacientes de alto riesgo

para la infeccion de VIH-1.
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333 ABBOTT NIV-1 EIA-RECOMHINANTE,

EQUIPO.
Sample Management Center. COMMANDER. ABBOTT Laboratories.
Parallel Processing Center. COMMANDER. ABBOT'T Laboratories.

Dynamic Incubator. ABBOTT Laboratories.

FUNDAMENTO.

El ABBOTT HIV | EIA RECOMBINANTE utiliza un sistema de deteccion en el cual las esferas son
recubiertas de antigenos HIV 1 CORE y ENV, derivados del DNA recombinante. Las esferas
recubiertas se incuban con un diluyente de muestras y con suero o plasma humano, y con los
controles apropiados. Los anticuerpos contra los antigenos HIV I CORE y ENV, presentes en la
muestra, se unen a los antigenos HIV | de la fase solida. Después de la aspiracion del material no
unido y del lavado de la esfera, se incuba el complejo antigeno-anticuerpo de la esfera con anticuerpo
anti-IgG humana de cabra, conjugado a peroxidasa de rabano picante (anti-IgG humana: HRPO). El
conjugado enzimético no unido se aspira y las esferas se lavan. A continuacion se agrega una
solucion de o-fenilendiamina (OPD) que contiene perdxido de hidrogeno a las esferas. La reaccion de
la solucion de sustrato OPD con la HRPO produce un color amarillo-anaranjado, cuya intensidad es
directamente proporcional a la cantidad de amicuerp.os anti-HIV [ presentes en ia muestra. La
reaccion enzimética se suspende agregando acido sulfirico ! N, y la intensidad de color formado se

mide usando un espectrofotémetro ajustado a 492 nm.
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TRABAJO PREVIO A LA TECNICA.

1.-No usar el kit después de la fecha de caducidad.

2.-No mezclar reactivos de lotes diferentes.

3.-No exponer los reactivos de OPD a la luz fuerte durante la incubacion.

4.-Lievar todos los reactivos a la temperatura ambiente (15 a 30°C) para el uso.

TECNICA

PRIMERA INCUBACION.

1.- Distribuir 10 pi de cada control o muestra en el fondo de las cavidades de la placa de reaccion, 2
controles negativos, y 3 controles positivos.

2.- Distribuir 400 pi del diluyente de muestras en cada cavidad que contiene un control o una
muesira.

DILUCION / DISTRIBUCION AUTOMATICA.

1.- Aspirar 10 pl de muestra o control y distribuirlo junto con 400 pi de diluyente de muestra dentro
de las cavidades correspondicntes,

2.- Afiadir cuidadosamente una esfera en cada cavidad que contiene un control 0 una muestra.

3.- Cubrir con un folio adhesivo. Agitar vigorosamente fa placa para mezclar muestras y esferas y
para eliminar burbujas de aire atrapadas.

4.~ Incubar a 40 +/-2°C durante 30 minutos.

5.~ Retirar el folio adhesivo y desecharto. Aspirar el liquido y lavar cada esfera tres veces con 4-6 ml

de agua destilada o desionizada, para completar un volumen total de lavado de 12 a 18 mt.
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SEGUNDA INCUBACION

6.~ Pipetear 200 pl de conjugado diluido en cada cavidad que contiene una estera.

7.~ Cubrir con un nuevo folio adhesivo. Golpear la placa para que ¢l liquido cubra las esferas y para
climinar burbujas de aire que liayan quedado atrapadas.

8.- Incubar a 40 +/-2°C durante 30 minutos.

9.- Retirar el folio adhesivo y desechar. Aspirar el liquido y lavar cada esfera tres veces como en la
primera incubacion.

DESARROLLO DE COLOR.

10.- Pipetear 300ul de solucién de sustrato OPD recién preparada, a cada uno de los pozos que
contienen una esfera.

NOTA: Si se ocupa un distribuidor automatico, purgar antes de suministrar el reactivo.

12.- Cubrir ¢ incubar a temperatura ambientc durante 30 +/- 2 minutos,

13.- Agregar 300IMBOLO! de solucion de detenimiento a cada pozo.

VALIDACION

La solucién de sustrato OPD (OPD mas diluyente para OPD) debe ser incolora llegando a lo mis a
un color amarillo palido. Un color amarillo-anaranjado indica que el reactivo estd contaminado y debe
desecharse.

Un valor inferior a 0,400 unidades de absorcion para. la diferencia entre los valores promedio de los
controles positivos y negativos (P-N) puede indicar errores técnicos o una desconiposicion de los

reactivos del kit o de los reactivos de OPD, En tales casos el analisis deberd repetirse.
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CALCULO DEL PUNTO DE CORTE

Si se emplea el analizador COMMANDER, todos los calculos se efectian en forma automtica.
Célculo de .la absorcion promedio del control negativo ( NCx )

Célculo de la absorcion promedio del control positivo ( PCx )

Cilculo del Valor limite: NCx + ( 0.15 x PCx )

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

1.- Las muestras con valores de absorcion inferiores al valor limite son negativas de acuerdo a los
criterios de la prucba,
2.- Las muestras con valores de absorcion iguales o superior al valor limite son reactivas de acuerdo

alos criterios de la prueba y deberé repetirse su analisis antes de la interpretacion usando la fuente
original.

3.- Las muestras que hayan sido encontradas repetidamente reactivas se consideran positivas para el
anticuerpo contra ¢] VIH-1 de acuerdo a los criterios de la prueba.

4.- Las muestras inicialmente reactivas que resulten negativas después de la repeticion del andlisis

deberan volverse a analizar por medio de la fuente original.
334 ORGANON VIRONOSTIKA ANTI-HTLV-IIL.

EQUIPO

Microelisa Reader or Stripreader. Organon Teknika,
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Washer Microclisa. Organon Teknika.

FUNDAMENTO

El test es un enzima-inmuno andlisis basado en el principio del sandwich,

Los pocillos de las tiras Microelisa de policstireno han sido sensibilizadas con el virus T-linfotropico
humano de 1a subclase 11 purificado, lo cual constituye el antlgeno en fase solida. La muestra se
incuba en dicho pocillo; si en la misma existe anti-HTLV-111, éste se ligara al antigeno en fase solida,
A continuacién se afiade el conjugado de inmunoglobulinas anti-humanas de cabra marcadas con
peroxidasa de rabano picante (HRP),

Este anticuerpo marcado se ligara al complejo antlgeno/ anticuerpo en fase solida previamente
formado. La incubacidn con el sustrato enzimético produce un color amarillo-anaranjado en el
pocillo. Si la inuestra no contiene anti-HTL V-1, los anticuerpos marcados con enzima no podrin

ligarse y por tanto sélo habra un débil desarrollo de color.

TRABAJOS PREVIOS A LA PRUEBA

Todos los componentes del kit deben atemperarse antes de ser utilizados.

Pueden formarse cristales de sal en los tampones concentrados después de almacenarse a 2-8°C.
Estos cristales deben redisolverse completamente, calenténdolos a 37°C, antes de su dilucion. El

tampon de dilucion puede contener un sedimento blanco que no afectara al resultado del test.

Diluir el tampon de fosfato concentrado al 1:25 con agua destilada. Preparar 50 mi de tampén diluido

para cada tira.
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Preparacion del diluyente de las muestras (para 192 pruebas). Diluir 10 ml de tampon de dilucion
concentrado a 200 m| con agua destilada,

Reconstituir los controles, negativo, positivo débil y positivo fuerte liofilizados afadiéndoles l mide
diluyente de las muestras a cada vial, mezclarlos hasta su completa dilucién (aproximadamente 10

minutos) y homogenizarlos.

TECNICA

DILUCION DE LAS MUESTRAS. Las muestras pueden analizarse en diluciones al 1:34 6 1:100
por lo cual pueden utilizarse diferentes valores del Cut-off. NO DILUIR LOS CONTROLES.

1.- Abrir fa bolsa y colocar el soporte con el nimero necesario de tiras de microelisa, durante el
proceso, las tiras deben mantenerse en ef soporte.

2.- Dilucién 1:100, pipetear 100 pi de cada muestra en fos pocillos.

3.- Dilucion 1:34, pipetear 3 ul de cada muestra en los pocillos, afiadir 100 pl de diluyente, pueden
diluirse las muestras utilizando un aparato que diluya y dispense automaticamnente, dejar que dispense
a poca velocidad para prevenir salpicadura.

4.- Controles, pipetear los controles después de las muestras, 5i sc utiliza una tira:

- Incluir un control Negativo, 100 pl en el pocillo A1; y un control Positivo débil, 100 ul en el pocillo
A2. Si se utilizan més tiras:

- Incluir 2 6 més controles Negativos (100 pl en cada u;xo A1,B1..) y 2 o mis controles Positivo débil
(100 pl en cada uno A2,B2..) para cada soporte, si se desea, se puede incluir en cada soporte un

control positivo fuerte.
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5.- Cubrir las tiras con un nuevo adhesivo ¢ incubar 30 minutos a 37°C.
6.- Lavar cada pocillo 4 veces.
7.- Durante los pasos 5 y 6. Abrir ¢f nimero necesario de viales de conjugado liofitizado, un vial es

suficiente para 4 tiras, afladir 5.5 mt de diluyente a cada vial y a continuacién mezclar y dejar

disolver por completo (unos 10 minutos) y homogeneizar. Mezclar los contenidos cuando se use més

de un vial. Pipetcar 100 pl de solucién de conjugado a cada pocillo.

8.- Precintar las tiras con un nuevo adhesivo ¢ incubar 30 minutos a 37°C.

9.- Lavar cada pocillo 4 veces,

10.- Pipetear 100 pl de solucion de sustrato a cada pocillo.

11.- Incubar 30 minutos a 20-25°C en la obscuridad.

12.- Parar la reaccion afladiendo 100y de acido sulfirico 2 mol/l (4N) a cada pocillo.
Altemativamente se puede usar 100pl, | mol/l (2N) de 4cido sulfurico para detener 1a reaccién.
13.- Lectura fotométrica.

-Hacer una lectura blanco en el lector (de acido sulfurico 2N) en uno de los micropozos vaclo del
soporte y leer (dentro de las 2 horas siguientes al paso 12), la absorbancia de la solucién de los
pocillos a 492 nm,

-Lectura a siniple vista. Comparar (dentro de las 2 horas siguientes al paso 12) el color de los

pocillos de las muestras frente al de los pocillos control,

VALIDACION

Una serie seré solo valida si N<0.400; P - N IMBOLO 0.150 y menos de la mitad de los controles
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negativos y pasitivos débiles han sido eliminados. La absorbancia del control positivo fuerte, debera
exceder con gran diferencia a fa de los controles positivos débiles.

Eliminacion de los valores aberrantes de los controles: Antes de determinar los resultados dcl. test,
deben ser climinados los valores de los controles negativo y positivo débil que estan fuera de rango.
Calcular la media de Ias absorbancias de los controles. Eliminar segun la siguiente regla los controles
en 4 pasos.

1. controles negativos con absorbancia IMBOLOO0.5 (N + P)

2. controles positivos débiles con absorbancia IMBOLO1.4 N

3. controles positivos débiles con absorbancia IMBOLOL.5P - 0.5N

4, controles positivos débiles con absorbancia <0.5 (N +P)

CALCULO DEL PUNTQ DE CORTE

El valor del punto de corte es 0.2 (4N + P) para las muestras diluidas al 1:100.

El valor del punto de corte es 0.5 (N + P) para las muestras diluidas al 1:34

Abreviaturas:

N= Absorbancia media de los controles negativos.

P= Absarbancia media de los controles positivos débiles.

Calculo de los resultados, Cuando no se utiliza computador, los calculos deben realizarse para cada

soporte de ticas.
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS:
Abreviaturas:

§ = Absorbancia de las muestras.

Un test es positivo si S IMBOLO valor del punto de corte.

Un test es negativo si S < valor del punto de corte.

Un resultado negativo indica que la muestra analizada no contiene anti-HTLV-III 0 al menos no
contiene anti-HTLV-III en el limite de sensibilidad de Vironostika anti-HTLV-III, Un resultado
positivo significa que la muestra, probablemente contiene anti-HTLV-III,

Al igual que otros inmunoanélisis, ocasionalmente pueden ocurrir reacciones falso positivas, las
cuales en la mayoria de las ocasiones no son repetitivas. De ahi que se recomiende hacer una nueva
determinacion de todas las muestras inicialmente positivas usando una nueva y reciénte preparacion
de las diluciones.

Un resultado repetido de positividad del anti-HTLV-HI no es un diagnéstico del SIDA. Todos los

datos para el diagnostico deben basarse en los datos clinicos disponibles.
335 BEHRING ENZYGNOST ANTI-VIH MICRO.

EQUIPO

BEHRING ELISA PROCESSOR 11, Manufacturer Messer Griesheim.
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FUNDAMENTO

El Enzygnost Anti-EHV micro ¢s un test inmunoenzimatico basado en el principio de competicion.
Los anticuerpos anti-HIV de la muestra compiten con los del conjugado en los puntos de ﬁjac':i()n del
antigeno sobre la superficie de la placa de microtitulacién. Cuanto mas elevada sea la concentracién
delos anticuerpos de la muestra, menor sera la cantidad del conjugado fijada. El exceso de conjugado
y de elementos de la muestra no fijados, son eliminados por el lavado y finalmente se mide la
actividad enzimdtica fijada (reaccion de color azul). La transformacidn enzimatica con los reactivos
de cromdgeno se interrumpe por la adicion de solucion de detenimiento (reaccién de color amarillo),
La intensidad cromatica de la reaccion es inversamente proporcional a la concentracion de

anticuerpos HIV presentes en la muestra.

TRABAJO PREVIO A LA TECNICA

Llevar todos los reactivos y lag muestras a una temperatura entre 18-25°C antes de iniciar la prueba,
sin sacar las placas de prueba del saco de aluminio.

Para cada placa diluir 20m! de solucion de lavado de OPD con agua destilada o desionizada hasta
obtener 400ml.

Para cada placa de prucba diluir 1,0 mi de cromageno con 10,0 ml de tampon/sustrato en el frasco
vacio adjunto y mantenerlo al abrigo de la luz (solucién de cromdgeno lista para el uso). Después de

su empleo lavar cl frasco cuidadosamente con agua destilada.
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TECNICA
1.- Distribucion de los controles y de las muestras: colocar en 4 pocillos de la placa de prueba 25 pl
de suero de control Negativo en cada uno, en 2 pocillos 25 pl de suero control Positivo y en cada

uno de los siguientes pocillos, 25 pl de las mucstras. Luego agregar 100 pl de conjugado en cada
pocillo.

2.- Incubacion. Cubrir con una hoja adhesiva ¢ incubar durante 60 +/-5 minutos a 37 +/-1°C.

3.- Lavado. Retirar la hoja adhesiva, aspirar ¢l contenido de todos los pocillos y lavar 4 veces con
aproximadamente 0.3 ml de solucion de lavado. Aspirar otra vez para eliminar los restos de la
solucion de lavado.

4.- Distribucién del sustrato. Colocar en cada pocillo 100 pl de la solucion de cromdgeno en
tampon/sustrato .

5.- Incubacion del sustrato. Cubrir con una nueva hoja adhesiva e incubar durante 30 +/-5 minutos
entre 18-25°C al abrigo de la luz.

6.- Reaccidn de detenimiento. Retirar la hoja adhesiva, agregar a cada pocillo 100 pl de solucién de
detenimiento manteniendo el mismo ritmo que en el punto 4.

7.- Valoracién. Valorar fotométricamente a 450 nm en el término de una hora.

VALIDACION
Abreviaturas;
E - absorbancia media de los controles.

La prueba se puede valorar cuando:

61

s vyt o et A



E NEG >= 0.700

i POS <=0.100
Si uno de los controles negativos presenta un valor de extincion inferior a 0.7 no hay que tenerlo en
cuenta para el clculo del valor medio,
Si més de 2 valores de extincion de los sucros de control se encuentran fuera de los limites de

confianza indicaclos, hay que repetir toda la prueba,

CALCULO DEL PUNTO DE CORTE:
Para determinar ¢l valor limite, multiplicar el valor medio de extincion del suero de control negativo
por el factor 0.5.

ENeg x 0.5 = VALOR LIMITE.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS:

Las muestras con un valor de extincion superior al valor limite son negativas en el Enzygnost
Anti-ViH micro.

A fin de excluir un resultado falso negativo en muestras débilmente positivas, es recomendable repetir
la prueba con fas muestras cuyo valor de extincidn esté apenas por encima (aproximadamente 10%)
del valor limite.

Las muestras cuya extincion es igual o inferior al valor limite deben ser consideradas
provisionalmente como anti-HIV positivas y el test debe repetirse a fin de confirmar el resultado,

La repeticion de las prucbas debe realizarse efectuando dobles determinaciones. Cuando el valor
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medio de la doble determinacion es superior al valor limite, la muestra es anti-HIV negativa. Si uno
de los valores de extincidn en la doble determinacion se encuentra en el valor limitc o por debajo de

¢l, la prucba con o Enzygnost anti-HIV micro debe ser considerada como positiva.
33,6 WESTERN BLOT VIH-1.

EQUIPO.
American Rotator. Mfd. by American Dade.

Bomba de Vacio. Gast-Benton Harbor Mich, U.S.A

FUNDAMENTO

En este método el virus es purificado y separado en las partes que lo componen, por tratamicnto con
el detergente SDS (dodecil sulfato de sodio) y éste es separado con un gel por electroforesis de
acuerdo a su peso molccular. Las proteinas son transferidas del gel al papel de nitrocelulosa se corta
en tiras y el ensayo se realiza como una ELISA indirecta con cstas tiras y como resuitado se forman
bandas coloridas.

Durante la incubacion de la prueba los anticuerpos HIV presentes en la muestra se unen a los
antigenos virales presentes en las tiras de nitrocelulosa, las tiras son lavadas para remover el material
no adherido. Para hacer visual ta union de tas inmul.loglobulinas lumanas especificas con las proteinas
del HIV se acompleta con una serie de reacciones in situ con un conjugado anti-humano IgG con

biotina, un conjugado de avidina con peroxidasa de rabano picante, y un substrato de
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4-cloro-1-naltol. Solamente los anticuerpos contra los antigenos HIV presentes en la muestra en
suficiente concentracion se haran evidentes por la presencia de una o mas bandas correspondiendo a
las proteinas del HIV o a sus glicoproteinas sobre las tiras de nitrocelulosa como son: p17, p24, p31,

gpdl, pS1, pSs, p66, gpl20, gpl6o.

‘TRABAJO PREVIO A LA TECNICA:

Dejar que todos los reactivos alcancen una temperatura entre {8-25°C antes de su uso.
1.-Diluir la sofucion de amortiguador para el favado.

2.-Preparar el amortiguador de trabajo.

3.-Preparacion de la solucién de conjugado No.1.

4.-Preparacion de la solucion de conjugado No.2.

5.-Preparacion de la solucion de substrato.

TECNICA:

2.- Adicionar 2 ml de solucion de lavado diluido a cada pozo que va a ser utilizado.

3.- Usando unas pinzas, remover las tiras de nitrocelulosa del vial, y depositar una en cada pozo que
conticne la solucion de lavado diluida.

4.- Incubar {as tiras 30 minutos a temperatura ambiente, después remover la solucion por aspiracion.
5.- Adicionar 2 ml a cada pozo de solucion de trabajo, coloear la placa en un agitador por 5-10

minutos a temperatura ambiente.
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NOTA. El agitador debe tener un movimiento constante, la orientacion del mezclado debera ser a

todo lo largo de la tira.

6.- Adicionar 20 p! de muestra sin diluir y de controles a cada pozo que contiene la tira asignada con
1a solucién de trabajo . .

7.- Cubrir la charola ¢ incubar con agitacion durante toda la noche a temperatura ambiente.

8.- Tener cuidado que en la agitacion no se mezclen las muestras. Remover las gotas de condensacion
de 1a incubacion con una toalla absorbente o con solucion de lavado diluida.

9.- Aspirar la mezcla de cada pozo con una bomba que contiene desinfectante. Enjuague la punta del
aspirador con solucidn de lavado diluida entre cada nestra para evitar contaminacion.

10.- Enjuagar cada tira con 2.0 m! de solucion de lavado diluida e inmediatamente remover la
solucion por aspiracion.

11.- Lavar cada tira con 2.0 m! de solucion de lavado diluida por § minutos después de haber
aspirado la solucion de lavado. Repetir una segunda vez. Todos los pasos de lavado se harén a
temperatura ambiente.

12.- Adicionar 2,0 ml de solucion de trabajo con el conjugado No.1 a cada pozo. Incubar por 60
minutos a temperatura ambiente en agitacion.

13.- Aspirar ¢l conjugado a cada uno de los pozos. Lavar cada tira 3 veces por § minutos usando 2.0
mi de solucion de lavado diluida en cada lavado. As;')irar la solucion de cada pozo entre cada lavado.
14.- Adicionar 2.0 ml de solucion de trabajo con el conjugado No.2 a cada pozo, incubar 60 minutos

a temperatura ambicnte con agitacion.
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15.- Aspirar ¢l conjugado de cada pozo y lavar cada tira 3 veces como se indica en ¢l paso 13.
16.- Adicionar 2.0 ml de solucion de trabajo sustrato a cada pozo ¢ incubar por 10-15 minutos a
temperatura ambiente con agitacion. Evitar el contacto con objetos metélicos.

17.- Aspirar el sustrato y parar la reaccion con varios lavados de agua destilada o desionizada,

NOTA. Algunas muestras pueden causar la forniacion, en la tira, de grumos de precipitacion.
Las tiras pueden ser secadas con aire en cuarto obscuro y ser guardadas en bolsas de pldstico.
Cuando ¢l montaje sc realiza en cintas adhesivas, la cinta no permite el desarrolio de {a banda, esto

puede ser la causa del desvanccimiento de la banda.

18.- Si se decide, latira puede ser fotografiada usando una pelicula de alta resolucion, El desarrollo
de la tira pucde retener ef color, si ha sido guardada de la luz, las exposiciones a la fuz y al aire

eventualmente pucden ser la causa del desvanccimiento de las bandas.

VALIDACION:

La presencia o ausencia de anticuerpos en las muestras para VIH y fa identificacion de estos
anticuerpos ¢s determinada por comparacion de cada tira de nitrocelulosa con las tiras usadas para ef
control Negativo y el control Positivo débil y fuerte .

1.-Para el control negativo, ausencia de bandas visibles sobre las tiras de nitrocelulosa.

2.-Para ¢l control posittvo fuerte, todas las bandas sobre las tiras de nitrocelulosa se presentan, estas

bandas son: pi7, p24, p31, gp4i, pSl, pSS, p66 y gp160. La presencia de la banda de la gpi20
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también se puede presentar pero no es un requerimiento
3.- Para el comrol positivo debil, 1a tira de nitrocelulosa provista de menor sensibilidad exhibe las

bandas p24 y gpi60.

INTERPRETACION DE RESULTADOS:

La presencia y ausencia de anticuerpos al HIV en una inuestra y la identificacion de estos es
determinada por la comparacion de cada tira de nitrocelulosa con los controles, El proceso de
interpretacion requiere de tres pasos. Primero, cada banda es asignada por peso molecular basandose
en su posicion. Segundo, la reactividad de cada banda se basa en su intensidad. Y tercero cada tira se

interpreta basandose en {a combinacion de patrones de bandas y de reactividad.
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INTENSIDAD DE BANDAS PATRON DE REACTIVIDAD

Auscncia (-)

Para la p24 intensidad menor que la (+-)

del control positivo débil.

Para la p24 una intensidad similar a {a del
contro! positivo débil pero de menor (+)

intensidad que el control positivo fuerte.

Para la p24 una intensidad igual o mayor (+)

que la del control positivo fuerte,

Los resultados se interpretan como Negativos, Indeterminados o Positivos basandose en la presencia

de patrones como sigue:
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CRITERIOS DE

INTERPRETACION EN

WESTERN BLOT

gp 160
9p 120

p 66

p 55
pSI

gp 41

-
_p 24

Fpl?

gp 160

-

I .- POSITIVO

.~ INDETERMINADO

2
3 .- INDETERMINADO
4

.~ NEGATIVO
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PATRONES INTERPRETACION

Ausencia de bandas NEGATIVO
Presencia de bandas que no correspondan INDETERMINADO

al criterio de POSITIVO

La presencia de bandas de las protelnas POSITIVO
p24, p31 y otras como gp41, gpl60. Cada

banda ticne una reactividad de (+) o mayor

Comunménte las bandas gp41 y gpl160 suelen

ser difusas.
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RESULTADOS ¥ DISCUSIONES

4.1 RESULTADOS

En 1990 el nimero de donadores de sangre estudiados fiue de 31,311, los cuales procedian de los

diferentes hospitales tanto del sector salud como del sector privado del drea Metropolitana del D.F.

Se empleo para su estudio Ja prucba de escrutinio ELISA para detectar anticuerpos contra el VIH-1-

de la marca ABBOTT. De las muestras séricas disponibles en el Banco de Sueros,
independientemente si lueron inicialmente reactivas o no, se obtuvieron para este cstudio 2,090

(6.67%) sueros que fueron sometidos a una reevaluacion con las siguientes técnicas.

1.- Aglutinacion de particulas de gelatina (SERODIA, miles).
2.- Du Pont (ELISA de la. generacion)

3.- ABBOTT (ELISA de la. generacion)

4.- ORGANON VIRONOSTIKA (ELISA de 1a. gencracion).

5.- BEHRING (ELISA de la. generacion).

Se definié que una muestra sérica era reactiva bajo los siguicntes criterios.

1.- Valor de la muestra por encima del punto de corte (ELISAS INDIRECTA),

2.- Valor de la muestra igual del punto de corte.
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3 - Se considero que las muestras cercanas al valor de corte (20%) que se encontraban en zona
gus, par ld que se re-evaluaron

4 - Valor de la muestra por debajo del punto de corte (ELISA COMPETITIVA).

Cuando alguna de s muestras cumplio con cualesquiera de los criterios anteriores se procedio a
realizar la téenica de Inmunoclectrotransterencia (Western Blot) para confirmar ¢l hallazgo.
En 42 muestras de sueros se presentd reactividad en alguna de las téenicas de eserutinio (ELISA o

Aglutinacion) (2.00%).

En latabla #1 se pueden observar la reactividad encontrada en cada una de las técnicas utilizadas.

Tabla #1

PRUEBA TOTAL DE MUESTRAS %
AGLUTINACION SERODIA 2IMUESTRAS 1.00 %
ELISA DU PONT 29 MUESTRAS 1.38%
ELISA ABBOTT 7 MUESTRAS 033%
ELISA BEHRING 4 MUESTRAS 019%
LELISA ORGANON 4 MUESTRAS 0.19%

A estas 42 muestras se les realizo Western Blot obteniendo los siguientes resultados, Tabla #2.
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Tabla #2

atron Positivo 0
' Patron Negativo 23

Patron [ndeterminado 19

En a tabla #3 se muestran los resultados obtenidos en las pruebas de tamiz

En la tabla #4 se observan los patrones de respuesta encontrados en Western Blot

La frecuencia de bandas que aparecieron en Western Blot se muestra en la tabla 73

Tabla # 5§
. pt7 7 casos gpe6/t7 1 caso gplo0/dt | caso
P24 3 casos gpssNT 1 casa p24/17 | caso
’ gple0 2 casos gpl6o/t7 1 caso
gp66 | caso gpSH17 | caso

De las 19 muestras con patron indeterminado, ¢l nivel de deteccion por técnica utilizada se resume en

la ‘Tabla #6

74



Tabla #6

PRUEBA

AGLUTINACION SERODIA
ELISA DUPONT

ELISA ABBOTT

ELISA ORGANON

ELISA BEHRING

Obsérvese en Ta tabla #5 a alta frecuencia de la pl 7 proteina del gen “gag”.

NIVEL DE DETECCION

%

0.62

057

0.28

0.09

0.04

Debido al costo que representa el trabajar con diferentes metodologias de ELISA para la

determinacion de anticuerpos contra el VIH, no fue posible hacer un seguimiento en los subsecuentes

afios. Esto podria dar pauta a un posterior trabajo de seguimiento a patrones indeterminados en la

técnica de Western Blot para donadores de sangre .

4.2 DISCUSION

1.- Debido a las bajas prevalencias de VIH y al formato de autoexclusion en donadores de sangre es

muy probable que las muestras con patrén indeterminado sean negativas.

2.- Se puede observar que debido a que los indeterminados no son considerados negativos ni
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positivos no se puede deducir la sensibilidad ni especificidad de las pruebas aqui trabajadas.

3.- Se hace evidente que con pruchas de tamiz para detectar anticuerpos contra el VIH no se lograria
detectar con certeza a los positivos verdaderos, las prucbas de tamiz tienen una alta sensibilidad lo
que disminuye la especificidad de las mismas por lo que en una poblacion de baja prevalencia

(donadores de sangre) para el VIH aumentan los falsos positivos.

4.- La banda predominante en la poblacion de indeterminados obtenida es p17 que pertenece al gen
“gag" lo cual puede debersc a una o varias causas, entre ellas reaccion cruzada con otros retrovirus
o bien otras infecciones, por lo tanto no es concluyente este patrdn de bandas y se recomienda el

seguiniiento de éstos donadores.
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- TABLA # 3

COMPARACION DE LAS DIFERENTES PRUEBAS DE TAMIZ Y SUS

RESULTADOS EN LOS DONADORES DE SANGRE

TROESTRA ]_‘:'.n:noom _DUPONT “ORGANON i R ABBOTT
! ] NDIRECTA INDIRECTA : . INDIRECTA
L PC__1 DO PC DO P i PC
i [ i0.814 !0.9811’) 10.55 11,401 0.550 0.040 1 :0.207 ,0.004
2 * ‘1_9.3 7 !0.31 (*) .85 0.983(+) 10.550 C.120 i :0.207 '3.C19
3 - 0317  10.168 0. 1.203 10.550 __ j0.140___: 0207 _G.150
L 12 hi.
& N 0.474 10.958 0. 1.400 10.550 0201 H .0.207 2.095
B T D614 [0.893(% 0985 3,180 10550 10.304 0.2¢7 0.075
(3 N 0,442 11,155 0.96! 1.315 10.550 0.080 :0.267 :0.001
- H T 0474 1.070(¢ o 400 1055010015 0.207  10.006
3 B N 0462 (0.899(¢ 0.065 106 10,550 10.120 10207 0.010
5 B 0.442  11.135(] (X 090 0.550 5,154 10.267 0110
5 N 0421 t0.641 X 701 losgﬁ 470 iC2c7 0085
0 ¥ 0567 10411 €40 J'o':Eo‘ 0.354 10,207 ___0.054
2 T 0567 10466 G X 538 0.550 201 0.2067 0073
13 N 0.829 l|.|l§‘0! 0. 1.103 0.550 .320 10.207 0.120
14 N 10.829 . (¢! . 1.4 0.550 410 10.207 £.044
5 < 0,829 S 0 1.070 3,550 0075 10,207 0.0%3
5 N 0.641 G.826(¢. 0 7.300 losso 70,091 10.207 ___0215(*)
77 N B.457  10.987(+ X [1.215 0.550 0,164 0,207 10.005
1% ™ G474 10.578() 0. 080} 0.550 0.210 0207 0.073
39 - 0.541 O.E_ . 415 !’0..550 OiE i0.207 0.054
20 0 0641 |0.450 0.965 301 10550 10440 | 0267 0701
= v 0641 {0457 {0965 11.202 10550 10075 ¢ 0ZC7  £07;

Z2G - ZONA GRIS

PC - PUNTO DE CORTE

DO - DENSIDAD OPTICA ( LECTURA DEL FOTOMETRO
N - NEGATIVO

+ - POSITIVO
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TABLA

Y
w

CONTINUACTION

*IUESTRA I ssngn_lgl _:__ DUPONT BEHRING ORGANON i .____ABBOTT _ _
:  INDIRECTA COMPETITIVA INDIRECTA : INDIRECTA
LEC L DY 100 PC____DO
=2 he 13.641 10.085 :0.207 :0.015
B - 10.598 3183 10.207 017326
24 + 10.598 0.135 :10.207 +0.084
25 he ;0.598 0207 :0.207 :0.209
25 N 0.457 0.874(+) 70207 1109
T 920
27 - 0.598 10‘2_7§ M? .007
28 N 0.457 10.695_@ 10.207 :0.071
29 N 0.457 10.548(+) 10,207 10011
20 - 0.511 £.07 10.207 10.280(+)
31 +* 0.641 0.10 10.207 :0.085
32 N __0 41 10.04 0207 :0.103
32 - 10.641 10.035 0.207 :0.056
34 + 10.641 0.371 0.207 :0.047
35 - 10.474 0.491(*; 0.207 :0.052
35 N iB.474 0.703(+, i0.207 10.210(+)
37 he 10.571 ‘liS_‘lr (@] 10.207 0.085
28 - |0.474 0.838(+’ :0.207 0.330(+)
38 +* 10.511 0.882(+; 10.207 0.103
40 - 10.511 1.323(¢ 10.207 10.108
41 N 10.474 0.343 0207 ;0.145
42 N i0.474 0.698(+) 10.965 1.410 10.550 1.740(+) :0.207 10.077

ZG - ZONA GRIS

PC -
bo -
N -
+ -

PUNTO DE CORTE
DENSIDAD OPTICA
NEGATIVO
POSITIVO
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TABLA 4
SUEROS REACTIVOS
COMPARACTON DE SUERCS DE DONADORES CON REACTIVIDAD EN ALCUNSN URUF8A Y SU
RESPUESTA EN WESTERN BLOT.
TWUES TRA] WESTERN SERODIA T__DUPONT, TBEHRING | T ORGANOI! ABEOTY
l ‘BLOT | TAGLUTINACION | " INDIRECTA [COMPETITIVA T INDIRECTA INDIRECTA
ry { PL DO PC PC
3 D17 N 0.814 10.981(+) 10.987 1.401 0./0% 0.293 Coat
10 D17 N 0.421 10.641(+) 1315 10,704 0.203 G 625
11 517 - 10.567 411 7.453 10.457 0.203 Tt
12 PI7 N 10.5 10.426 2G 1.315 10704 0.203 0182 25
15 ap55.017 + 1_0__5% 0,138 ZG 1.376 10.451 :0.203 0.037
16 gp66.017 3 10.4 Il 1) 3431 9218 :0.263 0. 288¢4)
24 n24.017 + 10.591 Al 1.702 10,212 :0.203 907
25 pi7 + 0.598 207 7.238 10.704 0.203 G.1672G
27 qp160 - 10.641 10.27. 1.669 4 ) 576 O] FRET
30 ap160.9p24 + 10.511 E.O'IO 1.301 0. /03 o o203 -1
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CONCLUSIONES

1.- De los 2,090 donadores qde se trabajaron en el Centro Nacional de {a Transfusion Sanguinea en
1990 para ¢l trabajo, se encontrd un patron de indeterminados de 19 donadores (0.9%) en fa técnica
de Western Blot.

La reactividad encontrada en ¢l total de los sueros trabajados fue del 2.00%.

2.- Se sabe que actualmente la prevalencia de infeccién 8 VIH por transtusion sanguinea es baja
(10.2%) (25) y se recomienda que por seguridad los productos de estos donadores con patron

indeterminado no scan transfundidos.

3.- Es necesario el seguimiento de los indeterminados con estudios de escrutinio y confirmacion, asi
mismo se deben tener presentes los lineamientos que establecen los criterios de positividad ¢

indeterminados al VIH.

4.- Las pruchas de escrutinio definitivamente disminuyen en forma considerable la probabilidad de
infeccion por VIH en transfusiones sanguincas del mismo modo los interrogatorios sobre

antecedentes de riesgo y los formatos de autoexclusion, como lo muestran los estudios

epidemiologicos actuales.

.
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APENDICE

REACTIVOS

- Solucion de reconstitucion. (Laboratorios MILES), solucion de fosfato de sodio dibasico, fosfato

de potasio monobisico, cloruro de sodio y zida sodica. Se utiliza para la reconstitucion de las

particulas sensibilizadas y no sensibilizadas.

- Diluyente del sucro. (Laboratorios MILES), solucion de fosfato de sodio, fosfato de potasio

dibasico, monobasico, cloruro de sodio, 4zida sodica. Se utiliza para la dilucion de especimenes.

- Particulas sensibilizadas. (l.aboratorios MILES), preparacion liofilizada de particulas de  gelatina

sensibilizadas con antigeno VIH inactivado. Para reconstituir esta solucion afiadir la contidad descrita

de solucion en ¢l momento de su uso. La solucion reconstituida contiene 1% de particulas de gelatina

sensibilizadas con antigeno inactivado VIH,

- Particulas no sensibilizadas. (Laboratorios MILES), preparacion liofilizada de particulas de

gelatina. Para recanstituir esta solucion afiadir Ia cantidad descrita en el momento de su uso.

- Control Positivo. (Laboratorios MILES), suero de conejo con antigeno VI inactivado preparado

de manera de mostrar titulos de anticuerpos de 1:128 cuando se verifica bajo ¢l mismo procedimiento

de prueba utilizando los especimenes. ,
Control Negativo. sucro humano normal, no reactivo para el antigeno de superficic de la Hepatitis

13y para los amicuerpos conua VIH-1 (Laboratorios Dulont).

- Control Positive. Suero humano inactivado contiene un alto titulo de anticuerpos especificos a los

antigenos del VIH-1, no reactivo para el antigeno de superficic de la Hepatitis B (Laboratorios
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DuPont).

- Diluyente de muestras y conjugado. Solucion buffer salina-fosfatos contiene tween 20, albimina

bovina, sucro normal de cabra tratado con calor, (&) (Laboratorios DuPont).

- Conjugado. Fosfatasa alcalina liofilizada conjugada con anticuerpos anti-IgG humanos obtenidos de
cabra, (&) (Laboratorios Dulont),

- Concentrado de buffer para el substrato (DEA). Concentrado, contien cloruro de magnesio y
ditanolamina. Contiene 0.1% de azida de sodio como conservador (Laboratorios DuPont),

- Substrato Tabletas (pNPP). Cada tablcta contienc I8 mg de dcido libre de para-nitrofenilfosfato
(Laboratorios DuPont),

- Solucion de detenimiento (NaOH 3N). Hidréxido de sodio en agua desionizada (Laboratorios
DuPOnt).

- Concentrado para el lavado de la placa; concentrado de buf¥er salina-fosfato y tween 20, contiene
1% de cloroacetamida como conservador (Laboratorios DuPont).

NOTA: ( & ) Contiene 0.1% de azida de sodio y 0.005% de timerosal como conservador.

- Solucion de hipoclorito de sodio al 5%.

- 100 esferas recubiertas de antigeno VIH-1 (tDNA). (Laboratorios ABBOTT).

- 3 frascos (1 ml cada una) de concentrado de conjugado, anti-IgG humana (cabra); peroxidasa
(ribano picante). Concentracion minima 0.01 ug/mt en tampon TRIS con colorante rojo, medio  de
conservacion agentes antimicrobianos. (Laboratorios ABBOTT).

- 3 frascos (20 m! cada uno) de diluyente de conjugado; contiene suero bovino y de cabra

(Laboratorios ABBOTT).
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- | frasco (2.1 ml) de control positivo, plasma humano inactivado positivo para el anticuerpo
anti-VIH-1 con colorante azul, titulo minimo 1:2. (Laboratorios ABBOTT).

- | frasco (2.1 ml) de contral negativo, plasma humano negativo para cl anticuerpo anti-VIH-.|
(Laboratorios ABBOTT).

- 2 frascos (20 ml cada uno) de diluyente de muestras, contiene suero bovino y de cabra, medio de
conservacion: azida sddica at 0.1% (Laboratorios ABBOTT).

- 1 botella (10 tabletes) de tabletas de OPD (orto-fenilendiamina-2 HCI) (Laboratorios ABBOTT).

- | botella (55 mi) de diluyente para OPD, tampén de citratos-fosfatos con 0.02% de peréxido de
hidrégeno, (Laboratorios ABBOTT),

- Acido sulfiirico IN.

- Viales de conjugado liofilizado; inmunoglobulinas antihumanas de cabra marcadas con peroxidasa
de ribano picante (Laboratorios Organon Teknika).

- Viales, cada uno con 49 ml de suero normal de cabra, estabilizado con 0.1 g/l de mertiolato
(Laboratorios Organon Teknika).

- Vial con 27 mi de tampén de dilucion concentrado, el cual debe diluirse 1:20 antes de su uso
(Laboratorios Organon Teknika).

- Una botella con 100 ml de tampon de fosfatos concentrado, tanipon de lavado, el cual debe diluirse
1:25 antes de su uso (Laboratorios Organon Teknika).

- Viales con 20 tabletas de OPD (dihidrocloruro de orto-fenilendiamina) y una cipsula de gel de silice
c'omo agente desecante (Laboratorios Organon Teknika).

- Sabres con una tableta de peroxido de urea (Laboratorios Organon Teknike).
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- Viales de control negativo liofilizado, suero humano anti-HTLV-IIl negativo (Laboratorios
Organon Teknika).

- Viales de control positivo débil liofilizado, suero humano anti-HTLV-111 débilmente positivo,
(L.aboratorios Organon Teknika).

- Viales de control positivo fuerte liofilizado, suero humano anti-HTLV-11I fuertemente positivo
(Laboratorios Organon Teknika).

- Acido sulfiirico 2 mol/l (4N) para analisis.

- Conjugado anti-VIH humano, conjugado con peroxidasa OPD, agente de conservacion fenol
(max.1 g/l) (Laboratorios Behring).

- Suero control anti-VIH positivo Suero humano inactivado que contiene anticuerpos contra VIH,
agente de conservacion, fenol (mix. | g/1) (Laboratorios Behring).

- Suero control anti-VIH negativo. suero humano normal sin anticuerpos contra el VIH, agente de
conservacion, fenol (nax. | g/f) (Laboratorios Behring).

- Solucion de lavado OPD (concenirado), solucion tampon de fosfato que contiene tween # 20,
(Laboratorios Beliring).

- Tampon/substrato, peroxido de hidrogeno (aprox.0.1 /) en solucién tampon acetato.
(Laboratorios Behring).

- Cromogeno: clorhidrato de tetrametilbenzidina, (Laboratorios Behring).

- Solucion de detenimiento OPD. Acido sulfirico 0.5 N. (Laboratorios Behring).

- Control negativo, suero normal humano no reactivo a anticuerpos VIH y antigenos de superficie de

Fepatitis B. (Laboratorios Dulont)
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- Control positivo débil, suero humano inactivado contiene un bajo titulo de anticuerpos para los
antigenos de VIH; no es reactivo para los antigenos de superficie de la Hepatitis B. (Laboratorios
DuPont).

- Control positivo fiserte, sucro humano inactivado contiene un alto titulo de anticuerpos para los
antigenos de VIH; no es reactivo para los antigenos de superficic de la Hepatitis B (Laboratorios
DuPont).

-Solucidn concentrada, cuando se diluye 1:20 contiene 0.02 M TRIS, 0.1 M de cloruro de sodio,
0.03% Tween 20, y 0.005% de timerosal como conservador, pH 7.4. (Laboratorios DuPont).

- Solucidn de trabajo, solucion concentrada, cuando se diluye 1:10 contiene 0.02 M TRIS, 0.1 M de
cloruro de sodio, también contiene suero bovino normal inactivado por calor y 0.01% de timerosal
como conservador (Laboratorios Dulont).

- Conjugado 1. Anticuerpos Anti-IgG humanos obtenidos a partir de cabra con biotina, con cadenas
ligeras y pesadas. Conticne 0.08% de 4zida de sodio y 0.002% de timerosal como conservador
(I.aboratorios DuPont).

- Conjugado 2. Avidina conjugada obtenida de caballo unida a peroxidasa, contiene 0.1% de
timerosal como conservador (Laboratorios DuPont),

- Substrato A. 7.8 nM solucion de I-cloro-1-naftol ¢n una solucion de alcohol (l.aboratorios
DuPont).

- Substrato B. Solucion de peroxido de hidrogeno acuoso (0.02%) en buffer de citratos
('Laboratorios DuPont),

- Polvo de trabajo. Leche liofilizada, esterilizada, (Laboratorios DuPont).
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EQUIPOS COMERCIALES,

-ADAMS ANALYTICAL CENTRIFUGE Division of Becton Dickinson and Company.

-Estufa para laboratorio. Rango 20-60°C. Rios Rocha S.A. Marca Registrada. Modelo EC-33,
-AUTOMATIC OR MANUAL MICROPLATE WASHER. Du Pont Company. Medical Products
Wilminton,U.S.A.

-MICROPLATE READER. Capable of transmitting ct.a wavelength of 405 nm or 410 nm. DuPont
Company. Medical Products. Wilmington U.S.A.

-SAMPLE MANAGEMENT CENTER. COMMANDER. ABBOTT Laboratories. Diagnostics
Division. Irving Texas. U.S.A.

-PARALLEL PROCESSING CENTER. COMMANDER. ABBOTT Laboratories. Diagnostics
Division, lrving Texas U.S.A.

-DYNAMIC INCUBATOR. ABBOTT Laboratories. Diagnostics Division. North Chicago, U.S.A.
-MICROELISA KEADER OR STRIPREADER . Organon Teknika. Equipado con un filtro de
492nm. Boxtell N.L.

-WASHER MICROELISA. Organon Teknika B.V. Boxtell Holland, Boxtell N.L.

- BEHRING ELISA PROCESSOR 1l Manufacturer Messer Griesheim Gmbh, Frankfunt/M,
W-Germany Distributor Behring-werke AG, Marburg,

- AMERICAN ROTATOR V. Mfd by Anierican Dade. Division of American Hospital Supply Corp.

Miami F.L. US.A,

98



PREPARACION DE REACTIVOS

-PREPARACION DEL CONJUGADO (DuPont) Llevar el vial del reactivo, conjugado liofilizado, a
una temperatura ambiente ( 15-30°C ), adicionar 1.0 ml de agua destilada al vial del conjugado
liofilizado, Dejar reposar 30 minutos a temperatura ambiente con inversiones ocasionales, una vez
reconstituido el conjugado es estable un mes a una temperatura de 2-8°C.

Para preparar la solucion del conjugado hay que hacer previamente una dilucion de 1:700 del
conjugado reconstituido como sigue:

Adicionar 14.00 ml del diluyente de forma cénica alrededor del tubo de polipropileno.

USAR SOLAMENTE TUBOS DE POLIPROPILENO PARA LA PREPARACION DE LA

SOLUCION DEL CONJUGADO.

Adicionar 20 pl de conjugado reconstituido por inversion suave; regresar el conjugado reconstituido
sobrante a una temperatura de 2-8°C inmediatamente después de su uso.

Usar la solucion de conjugado. La solucion del conjugado es estable a 2-8°C por una semana. El
volumen de la solucion de conjugado preparado es suficiente para trabajar una microplaca.
-PREPARACION DEL CONCENTRADO PARA EL LAVADO DE LA MICROPLACA (DuPont)
Llevar ¢l reactivo concentrado para el lavado, a una temperatura ambiente (15-30°C) antes de su

uso, para que se disuelvan los cristales.

Diluir un volumen de concentrado de lavado con 9 volumencs de agua destilada. Aproximadamente
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350 ml de concentrado de lavado diluido es usado para lavar una microplaca. Esta solucién es estable
una semana a temperatura ambiente,

-PREPARACION DE LA SOLUCION DE SUBSTRATO (DuPont) Preparar la solucién substrato -
durante los 5-10 minutos antes del término del perodo de incubacién de! conjugado, Una vez
preparada la solucion es estable solamente 30 minutos. Preparar la suficiente cantidad para la placa, el
exceso de solucion debe ser eliminado.

- Adicionar 5 ml del buffer concentrado a 20 ml de agua destilada, mezclar,

- Adicionar una tableta de substrato a 25 ml de buffer diluido, disolver la tableta con agitacion,
verificar de la completa disolucion de la tableta antes de su uso.

- El buffer diluido es estable 12 horas a temperatura ambiente,

NO PREPARAR LA SOLUCION DE SUSTRATO JUSTAMENTE ANTES DE SU USO.

- PREPARACION DEL REACTIVO DE CONJUGADO (ABBOTT) Tanto el concentrado de
conjugado como el diluyente para el conjugado deberdn llevarse a temperatura ambiente antes de
mezclarlos (15-30°C).

-Vaciar cuidadosamente el contenido de un frasco de concentrado de conjugado (con colorante rojo),
dentro de un frasco de diluyente de conjugado .

-Volver a tapar herméticamente el frasco grande, homogeneizar el contenido. El contenido deber
adquirir un color rojo.

Un frasco de conjugado diluido basta para efectuar 100 pruebas, almacenado entre 2-8°C el
conjugado, después de la dilucion permanece estable durante 20 dias, llevar a temperatura ambiente

antes de su uso.
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- PREPARACION DEL REACTIVO DE OPD (orto-fenilendiamina-2 HCl) (ABBOTT)

Llevar los reactivos de OPD a temperatura ambiente {15-30°C) antes de su uso, NO ABRIR 1a
botella de tabletas de OPD hasta que ésta haya alcanzado la temperatura ambiente, 5-10 minutos
antes de) desarrollo de color, preparar la solucion de sustrato de OPD .

Transferir a un recipiente adecuado 5 mi de diluyente para OPD por cada tableta a ser disuelta,
NOTA. La solucion de sustrato OPD deberé usarse dentro de los 60 minutos siguientes & su
preparacion y no deberé exponerse a la luz,

Inmediatamente antes de suministrarlo para e} desarrollo de color, agitar suavemente para obtener
unia solucion homogénea y eliminar las burbujas de aire.

-PREPARACION DEL TAMPON DE FOSFATQS CONCENTRADOQ Y TAMPON DE
DILUCION CONCENTRADO (Organon Vironostika) El tampon de fosfatos concentrado y el
tampon de dilucion concentrado deben Hevarse a temperatura ambiente (15-30°C) antes de su uso.
-Diluir el tampon de fosfatos concentrado al 1:25 con agua destilada, Preparar 50 ml de tampén
diluido (tampon de lavado) para cada tira de trabajo.

-PREPARACION DEL DILUYENTE DE LAS MUESTRAS (Qrganon Vironostika)

Diluir {0 m! de tampon de dilucion concentrado con 200 ml de agua destilada. Guardando a 2-8°C el
tampon de dilucion diluido s estable hasta la fecha de caducidad indicada en el equipo. Preparar el
diluyente de las muestras para cada 2 tiras, al diluir 6 ml de suero normal de cabra con 30 mj de
tampon de dilucion diluido.

. PREPARACION DE LOS CONTROLES, NEGATIVO, POSITIVO DEBIL Y POSITIVO

FUERTE (Organon Vironostika) Reconstituir los controles, negativo, positivo débil y positivo fuerte
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liofilizados, afadir 1 ml de diluyente de la muestra a cada vial, mezclar hasta su completa dilucion
(aproximadamente 10 minutos) y homogencizar. Los controles reconstituidos son estables 4 semanas
a 2-8°C hasta su fecha de caducidad.

-PREPARACION DE LA SOLUCION DE PEROXIDO DE UREA (Organon Viranostika) Llevar
los reactivos a temperatura ambiente. Disolver la tableta de peroxido de urea en 10 ml de agua
destilada, homogeneizar antes del uso, la solucién puede contener material insoluble, pero esto no
afectara al resultado, no es necesaria la filtracion, guardando a 2-8°C en la obscuridad, la solucién de
perdxido de urea es estable un afio.

-PREPARACION DE LA SOLUCION DE OPD (dihidrocloruro de orto-fenilendiamina) (Organon
Vironostika) Llevar los reactivos a temperatura ambiente. Abrir el vial con las tabletas de OPD,
extracr mediante unas pinzas de plastico el nimero necesario de tabletas y colocarlas en un recipiente
limpio, prelavado con agua destilada, usar 2.5 ml de agua destilada por cada tableta. Guardar en la
obscuridad hasta su completa disolucion (unos 15 minutos).

-PREPARACION DE LA SOLUCION DE SUSTRATO (Organon Vironostika) Preparar la solucion
de sustrato, afadir 100 pl de solucion de peroxido de urea a cada 2.5 ml de solucion de OPD. La
solucidn de sustrato debe ser incolora cuando se utilice.

- PREPARACION DE LA SOLUCION DE LAVADO CONCENTRADO (OPD). (Behring), Para
cada placa de prueba diluir 20 ml de solucién de lavado OPD con agua destilada o desionizada hasta
obtener un total de 400 ml.

-PREPARACION DE LA SOLUCION DE CROMOGENO (Behring) Para cada placa de prueba

diluir 1.0 m! de cromdgeno con 10 ml de tampén/sustrato, en el frasco de plastico adjunto. Después
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de su uso, lavar cuidadosamente cf frasco con agua destilada.

-PREPARACION DEL AMORTIGUADOR DE LAVADO (DuPont) Llevar fos reactivos a
temperatura ambiente. Diluir 1 volumen de bufler de lavado 1:20 con 19 voliimenes de agua destilada
(agitar), ef buffer de lavado diluido es estable a temperatura ambiente hasta 3 meses.
-PREPARACION DEL AMORTIGUADOR DE TRABAJO (DuPont) Lievar los reactivos a
temperatura ambiente. Preparar ef amortiguador de trabajo justo antes de su uso (1-5 minutos antes
de su uso), diluir | volumen de amontiguador, con 9 voliimenes de agua destilada (agitar).
-PREPARACION DE LA SOLUCION DE TRABAJO (LECHE) (DuPont) Pesar 1.0 gr de polvo de
trabajo para 20 ml de diluyente de buffer, agitar hasta disolver, esto basta para trabajar 2 tiras de
nitrocelulosa, si van a ser usadas todas las tiras del estuche, se prepara 9.0 gr del polvo de trabajo con
18 ml de buffer de trabajo,

~PREPARACION DEL CONJUGADO No.1. (DuPont). Llevar los reactivos a temperatura ambiente
antes de su uso,

1.~ La solucién de conjugado debera ser preparada justo antes de su uso (-5 minutos antes de su
uso), con el amortiguador de trabajo.

2.- Para determinar el volumen (en p!) del amortiguador de trabajo requerido para la dilucion de cada
conjugado, multiplicar el ndmero de tiras a trabajar por 2,000.

3a.- Para determinar el volumen (en pl) del conjugado No.{ a diluir, dividir el volumen del
amortiguadorr de trabajo calculado, en ¢! paso 2 por 2,000.

3'b.- Para preparar la solucion def conjugado No.|. Adicionar el voliimen calculado del conjugado de!

paso 3a, a el volumen del amortiguador de trabajo del paso 2, agitar por inversion, regresar el
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conjugado No.1 a una temperatura de 2-8°C inmediatamente después de su uso.

-PREPARACION DEL CONJUGADO No.2 (DuPont)

4a.- Para determinar el volumen (en pl) del conjugado No.2, a diluir, dividir el volumen del
amortiguador de trabajo, calculado en el paso 2 por 1,000.

4b.- Para preparar la solucion del conjugado No.2, adicionar el volumen calculado del conjugado del
paso 4a, a el volumen del amortiguador de trabsjo del paso 2, agitar por inversion. Regresar el
conjugado No.2 a una temperatura de 2-8°C inmediatamente después de su uso.

-PREPARACION DEL SUSTRATO A 'Y B (DuPont) Preparar justo antes de su uso, (1-5 minutos
antes de su uso).

Preparar la solucidn de sustrato de trabajo A y B, adicionando igual volumen del sustrato A y
sustrato B, AGITAR BIEN.

Preparar segiin el nimero de tiras de nitrocelulosa a trabajar, para 1 tira, ocupar 1.0 mi de sustrato A

y 1.0 ml de sustrato B.
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