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INTRODUCCION
1.1. Planteamiento del Problema.

La transfusién de productos sanguineos es un procedimiento de rutina
durante la cirugia cardfaca y su valor como recurso terapéutico estéd
bien reconocido. Sin embargo, la sangre y sus derivados son productos
biolégicos y tienen el riesgo de transmitir enfermedades infecciosas
durante la  transfusién, entre ellas, hepatitis, infeccién por
VIH/SIDA (sindrome de inmunodeficiencia humana (VIH),citomegalovirosis,
s{filis, etc (1, 29).

En el Instituto Nacional de Cardiologfa cada vez .vemos con més
frecuencia casos de pacientes que son programados a segunda cirugia y
que tienen datos clinicos de cirrosis hepdtica. Algunos que han
llegado a quiréfano, han desarrollado complicaciones graves, que
podrian ser atribuidas a insuficiencia hepidtica no detectada en las
pruebas de funcionamiento hepdtico rutinarias, e ictericia post-
operatoria, En algunos casos, estas complicaciones han sido fatales.
La impresi6n es que existe un ndmero elevado de casos de cirrosis
post-transfusional entre los enfermos que fueron sometidos a cirugia
cardiaca en los dltimos 10 aflos, a pesar de gque en el Banco de Sangre
se practican de rutina las pruebas serolégicas para detectar 1la
hepatitis B, C, SIDA y sifilis.

El presente trabajo tiene como objetivo conocer la prevalencia de
infecciones post-transfusionales entre los enfermos que fueron
transfundidos en la primera cirugfa cardiaca y compararla con 1los
individuos que no han recibido otro tipo de transfusién. El
conocimiento de este dato permitirfa identificar con més frecuencia
los casos de elevado riesgo operatorio en forma oportuna y tomar las
medidas preventivas correspondientes.




1.2, OBJETIVOS.

A)

B)

c)

Descartar donadores sanguineos que puedan transmitir infecciones
provocadas por : VIH, Hepatitis B y Hepatitis C, utilizando
diversas técnicas (ELISA), buscando marcadores serolégicos
especificos.

Investigar la prevalencia de estas infecciones virales en pacientes
con primera cirugfa cardiaca que no han sido transfundidos.

Investigar la prevalencia de estas infecciones virales en pacien;gs
con una segunda cirugfa cardiaca que requirieron una transfusion
sanguinea.

1.3. HIPOTESIS

S8i la distribucién de las infecciones virales entre la poblacién es
elevada, entonces la seroprevalencia tendr§ valores significativos en
los pacientes estudiados,




D
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ANTECEDENTES

2.1, VIRUS DE LA HEPATITIS.

La hepatitis viral es un término que se aplica a las infecciones del
higado causadas por uno o mis agentes virales (25). En 1885 Lurman
reporté, la existencia de una forma de hepatitis transmitida
parenteralmente, Posteriormente, se asociaron diversos brotes al uso
inadecuado de jeringas y agujas sin esterilizar especialmente entre
los pacientes de las clinicas de enfermedades de transmisién sexual y
sujetos diabéticos, los cuales requerian sucesivas inoculaciones via
parenteral. Se asume que dichos brotes se debieron a una infeccién
por el virugs de 1la hepatitis B (VHB), sin excluirse totalmente el
virus de la hepatitis C (VHC). No fue sino hasta fines de los
treintas, que la existencia de hepatitis transmitida via parenteral de
suero humano fue reconocida (25).

2.1.1, HEPATITIS VIRAL AGUDA.

La hepatitis viral aguda puede dividirse en cuatro fases clinicas: 1)
periodo de incubacién, 2) fase preictérica, 3) fase ictérica, 4)
convalescencia.

El periodo de incubacién varia de unas semanas hasta varios meses. La
replicacién viral es detectable en este periodo, y los titulos séricos
del wvirus alcanzan 1los niveles miximos antes del comienzo de los
sintomas (22).

La fase preictérica se inicia con el desarrollo de sintomas clinicos
inespecgticos como fatiga, letargo, anorexia, néusea, usualmente dura
3 a 7 dias.

La fase ictérica, es marcada por la aparicién de una coloracién café
obscuro en la orina y decoloracién amarillenta de las membranas
mucosas, conjuntiva y piel, La fiebre nunca sobresale a menos que
aparezca dafio hep&tico fulminante y usualmente termina con 1la
aparicién de ictericia. La convalescencia se inicia cuando se han
resuelto los sintomas clinicos (38),

2,2." HEPATITIS POST-TRANSFUSIONAL B y C (VHB, VHC)

Varios estudios han demostrado la incidencia de hepatitis post-
transfusional en la década de los 80, gque varia entre el 2% y el 31% .
Aln existen casos raros de hepatitis B a pesar de las pruebas que se
practican al donador para detectar el antigeno de la hepatitis B,
pero la mayoria son del tipo no-A, no-B, a veces subclinica en la fase
aguda; sin embargo, tiene una tendencia a convertirse en crénica en
cerca de la mitad de las personas afectadas,




los investigadores han separado un agente de hepatitis no-A, no-B.
designado virus de 1la hepatitis C (VHC), y han desarrollado un
inmunoensayo para detectar anticuerpos anti-VHC especificos,

La especificidad se establecié al estudiar el panel codificado en
muestras de suero de chimpancés con infectividad probada, asf como
muestras de suero de pacientes con hepatitis no-A, no-B asociada a
transfusién y de donadores. ,

Los resultados mostraban claramente que la presencia del anticuerpo
detectado por el ensayo indicaba la inmunidad al VHC,

Los estudios subsecuentes indicaban que el VHC no s6lo es causa
principal de hepatitis no-A, no-B asociada a transfusién, sino que
puede tener un papel patogénico, en muchos casos de enfermedades
crénicas del hfgado. En un 60% de estos casos son enfermedades
criticas ya resueltas (9,20),

El virus C, recientemente caracterizado, ha demostrado ser la causa
de la mayoria de las hepatitis no-A, no-B asociadas a la transfusién,
La hepatitis C parece estar asociada con viremia entre los donadores
de sangre, y las pruebas para estos anticuerpos ahora han sido
instituidas en muchos paises.

Muchas de las pruebas que ahora han sido desarrolladas, se han
mejorado en lo que respecta a la sensibilidad y especificiad, con lo
cual se estima prevenir la mayoria de los casos, quizds del 70% al 80%
de la hepatitis post-transfusional.

La transfusién de sangre es un procedimiento de rutina desde el punto
de vista clinico en todos los huspitales que tratan a pacientes con
enfermedades agudas y sus méritos estén bien establecidos.

La sangre es un material biolSgico y puede ser un vehiculo de
alto riesgo para complicaciones infecciosas por la transfusién. la
hepatitis, entre otras, es una de las m&s importantes (24).

Las observaciones clinicas sugieren la exclusién de donadores de alto
riesgo y 1la realizacién de 1las pruebas de deteccién contribuyen a
disminuir la incidencia de dichos casos, No obstante, la hepatitis
no-A, no-B asociada a la transfusién, sigue siendo un serio problema
de salud debido a su tendencia en convertirse en enfermedad
crénica en més del 50% de los casos.

2.3. VIRUS DE LA HEPATITIS B (VHB).

El 1llamado antigeno Australia, fue descubierto en la década de los
aflos 60, En 1963, Baruch Blumberg descubrid en una muestra sérica
obtenida de un paciente australiano, un antfgeno al que llamé
antfgeno  Australia (26,32). la asociacién entre el antigeno
Australia (hoy conocido como antfgeno de superficie de la hepatitis B
o0 HBsAg) y la hepatitis sérica, se reconocié hasta 1967, y fue en 1968
cuando otros investigadores establecieron que el antfgeno Australia
se ?allaba especificamente en el suero de pacientes con Hepatitis B
(32).
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El VHB se encuentra frecuentemente asociado con las infecciones de
hepatitis nosocomiales (adquiridas en los hospitales).

En 1970 WHO, recomendé 1la deteccién y exclusién de los donadores de
sangre que fueron portadores del HBsAg., Sin embargo,la hepatitis post-
transfusional no ha sido eliminada por completo (27).

La presencia de HBeAg indica niveles elevados de VHB circulante y las
personas HBeAg positivas tienen cinco y diez veces més probabilidades
de transmitir el VHB que las personas HBeAg negativas. La persona con
un nivel reducido de VHC circulante podria transmitir el virus sélo
con exponer a los demds, por via percutdnea, a un volumen importante
de sangre (24, 26, 32),

A) Caracter{sticas virales:

El wvirion de 1la hepatitis B (también conocido como particula Dane),

pertenece a la familia Hepadnaviridae, tiene una forma esférica y un
didmetro aproximado de 42 nm (36). La partfcula consiste en un
"corazén" (core) o nucleocdpside hexagonal con didmetro de 27 nm, y
rodeado por una envoltura lipidica de 7 nm de espesor (24,26,32). La
principal estructura antigénica de la envoltura es el antigeno de
superficle de 1la hepatitis B (HBsAg), el cual también puede
encontrarse formando estructuras tubulares o esféricas no infecciosas
libres de 4cido nucleico (26,36) . El HBsAg contiene un
determinante de grupo llamado "a" y determinantes de subtipo llamados
ngn, nwyn, wyt y wrn, existen 3 serotipos principales, "adw', “adr" y
"ayw" que se encuentran comunmente pero tienen una distribucién
irregular (54). La nucleocpside contiene el antigeno "core" de la
hepatitis B (HBcAg) y el antigeno “"e" de l1a hepatitis B (HBeAg) (36).
El HBeAg es parte del HBcAg y puede ser expuesto durante la
degradacién del HBcAg (35,53). En el interior de la nucleocépside se
encuentra el genoma viral y la ADN polimerasa especifica del VHB (36).
El genoma viral es una molécula pequefia de ADN circular de doble
cadena del 50 al 85% de su longitud total, el resto de la cadena es
sencilla .

La cadena larga (o cadena negativa),cuya secuencia es complementaria
al RNA mensajero, poseé una longitud constante entre 3000 y 3300
bases, mientras que a la cadena corta (o cadena positiva) tiene una
longitud que varia entre 1700 y 2800 bases (35). Al final del extremo
3’ de la cadena positiva se encuentra la ADN polimerasa y en el

extremo 5’ de la cadena negativa se halla un polipéptido que sirve
para la sintesis del ADN viral (fig., 1) (35,57).

HBsAg

ADR

ADN polimerasa
HBcAg

HBeAg

Fig. 1 Represe On esquematica del VHB.
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C) Epidemiologia:

Las particulas virales infectivas se encuentran principalmente en la
sangre, pero también ha sido detectado en otras secreciones y
excresiones  corporales, tales como semen, saliva, fluidos
nasofaringeos y fluido menstrual (24,35). Algunas veces el virus esté
presente en ‘la orina (24,36), pero ello es de limitada importancia
epidemiolégica.,

La prevalencia de indicadores del VHB en los trabajadores de
la atencién sanitaria expuestos a la sangre, tales como en 1los
quiréfanos o las salas de urgencias, los laboratorios y las unidades
de didlisis, es varias veces mayor que la de los trabajadores no
eXpuestos y aumenta con el nimero de aflos en el trabajo (32).

El riesgo de 1la infeccién ocupacional por VHB en el ambiente de la
atencién médica es de aproximadamente 12%; éste es muy superior al
riesgo de infeccién por VIH, que es menor de 1% (32), Ambos virus son
transmitidos de wmanera anéloga; sin embargo, la concentracién VHB en
la sangre de 1las personas infectadas es significativamente mayor que
la concentracién de VIH en la sangre infectada (6,33).

D) Diagnéstico por el Laboratorio:

El diagnéstico de la infeccién por VHB depende de encontrar marcadores
serolégicos para antigenos del VHB y anticuerpos contra los mismos,
los cuales se encuentran en diferentes tiempos y en diversas
combinaciones a través del curso de la infeccién.

En el curso tipico de la infeccién por VHB, el periodo de incubacién
fluctia entre 45 a 120 dias en la mayoria de los casos periodos de
incubacibén menores de 35 dias o mayores de 150 dias son raros.

El HBsAg puede ser detectado en suero 30-60 dias después de la
exposicién al VHB y persiste por periodos variables (6,45), alcanza
un  pico méximo durante la etapa aguda de la enfermedad y disminuye
progresivamente hasta alcanzar niveles indetectables dentro de 4-6
meses (29). Debido a que estos anticuerpos van dirigidos a la
protefna principal de la nucleocépside, su aparicién en suero indica
replicacién viral (24). La presencia de IgM anti-HBc puede ser de
gran ayuda para diagnosticar la infecci6n aguda durante la fase
ventana, (es decir, entre la desaparicién del HBsAg y antes de la
aparicién del anti-HBs), as{ como para diferenciarla de una infeccién
crénica, anti-HBc adquiridos de manera pasiva (madre-hijo, transfusién
sanguinea) infeccién pasada (24,30). Aunque la IgM anti-HBc declina
con la recuperacién, la IgG anti-HBc puede durar toda la vida.
Durante la fase temprana de la convalescencia y antes de que el HBsAg
desparezca, el anti-HBe sustituye al HBeAg, lo cual indica la
disminucién en la replicacién viral o el inicio de la convalescencia
(6).

Dentro de los 6 meses subsecuentes, el anti-HBe ya no es detectado en
el 30-50%¥ de los paclentes (54). En menos del 5% de los
casos agudos de hepatitis, el HBsAg no tiene niveles detectables, pero
puede encontrarse IgM anti-HBc, con o sin anti-HBe, como unico
indicador de la aplicacién viral activa. El término de la enfermedad
se indica con la desaparicién del HBsAg y la aparicién del anti-HBs.
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El anti-HBs generalmente persiste toda la vida en el 80% de los
pacientes, por lo que su presencia indica inmunidad a la infeccién
(£ig. 2) (33),

Nivel ﬁ IsM andi- HEBe anti-HBe

de HBs
deteccitn As

A.A,A

12 3 485 6 7 8 9 101 12 Tiempo
(meses)

Fig. 2 Curso serolégico de la infeccién por VHB,

Los sistemas inmunoenzimiticos permiten la deteccién de antigenos,
o anticuerpos, mediante el uso de anticuerpos o antigenos marcados
con una enzima, mediante la técnica (Elisa),

Otros métodos para el diagnéstico por el Laboratorio incluyen:
RIA (radioinmunoassay), Hemaglutinacién, y recientemente PCR
(polimerase chain reaction).

Entre las técnicas m&s recientes se encuentra la deteccién del ADN del
VHB mediante PCR e hibridacién ADN; sin embargo, en México dichas
técnicas s6élo se manejan a nivel de investigacién (32).

2.4, VIRUS DE LA BEPATITIS C (VHC).

El agente causal de la hepatitis C (VHC) es un virus que se encuentra
en sangre y que en el suero infectado suele circular en titulos bajos
(7). Con la introduccién de las pruebas de rutina para la deteccién
del HBsAg en productos sanguineos mediante inmunoensayos especificos
y sensibles y con la sustitucién de donadores profesionales por
altruistas, la incidencia de hepatitis B postransfusional ha sido
reducida.

Sin embargo, un nimero significativo de ~casos de hepatitis
postransfusional de etiologia desconocida seguian ocurriendo,

Al principio se pens6 que estos casos reflejaban la insensibilidad
de ensayos para el HBsAg, o la posibilidad de que una gran proporcién
?e $asos se debfa a una infeccién con virus de la hepatitis A (VHA)
31).
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Esto Gltimo se descarté por estudios realizados en voluntarios donde
la transmisi6n parenteral fue documentada experimentalmente,
encontrindose como un hecho raro (6). Ademds, se observé que el
periodo de incubacién era distinto (mis corto que la hepatitis By més
largo que la hepatitis A) (27,31).

Recientemente, se ha identificado el principal agente de la hepatitis
no-A no-B, denominéndosele "virus de la hepatitis C (VHC)" (27,52,57).

A) Caracteristicas virales:

El VHC tiene un diimetro de 30-60 nm, poseé una envoltura lipidica que
es esencial para su replicacién y es sensible al cloroformo.Contiene
un genoma de ARN de una sola cadena positiva de aproximadamente 9500
nucleStidos. Pertenece probablemente a la familia Flaviviridae, pero
puede estar mids relacionado con el género Pestivirus, Se considera
que las proteinas del VHC estédn codificadas de la misma manera que los
flavivirus, estos presentan proteinas estructurales y no estructurales.
Las protefnas  estructurales del virus son : una proteina de
nucleocdpside llamada "C", una glicoproteina asociada a la envoltura
1llamada "M" y una segunda glicoproteina de envoltura 1lamada "E". Las
proteinas no estructurales se denominan NS1, NS2, NS3, NS4, y NS5
es una ARN polimerasa dependiente del ARN viral (Fig. 3) (57).

ARN Proteina M (envoitura)

Proteina C Proteina E (envoltura)

aucleocdpside) Protefnas no estructurales

Fig. 3 Representacién esquematica del VHC.
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B) Cuadro clinico:

La hepatitis C se adquiere principalmente por la via parenteral., Las
hepatitis esporidicas definidas como aquellas en las que el origen de
la infeccién no se logra determinar, son responsables del 40% de los
casos de hepatitis C.

Los anticuerpos contra el VHC aparecen dentro de las cuatro semanas
hasta un aflo después del contacto inicial con el virus (20,53). En el
90% de los pacientes se desarollan anticuerpos contra el VHC dentro de
6 a 9 meses posteriores al contacto con el agente viral (53), aunque
muchos pacientes con hepatitis C presentan una respuesta retrasada de
anticuerpos.

En la infeccién aguda el periodo de incubacién es variable (2 a 6
semanas) . La variacién depende en parte de la via, la dosis y el tipo
de inéculo., En la hepatitis C aguda, el enfermo presenta debilidad,
fatiga, hiporexia y ataque al estado general. Aproximadamente el 75%
de los casos cursan anictéricos, por lo que es frecuente que la
enfermedad pase completamente inadvertida. La hepatitis C puede
también presentarse en forma fulminante, siendo su tasa de mortalidad
mas elevada que lo observado en hepatitis fulminantes por virus A y B.
Bioquimicamente es caracteristica la elevacién fluctuante de las
aminotransferasas (transaminasas), pero en ocasiones la fluctuacién es
tal, que los niveles de transaminasas regresan a valores normales,
haciendo pensar que la hepatitis se ha resuelto y que el paciente se
ha recuperado.

Ante un caso de hepatitis C, es fundamental realizar un seguimiento
clinico y biogquimico prolongado (12 meses), lo cual permitir& una
evaluacién m&s precisa de cada paciente (46,56).

Cuando las alteraciones en los parémetros de laboratorio persisten por
mas de 6 meses después de la deteccién de la infeccién aguda, se
establece el diagnéstico de hepatitis crénica, La hepatitis C aguda
evoluciona al estado crénico en aproximadamente, la mitad de los casos

(1)

Clinicamente el enfermo puede presentar sintomatologia similar a la
etapa aguda o bien cursar asintomdtico y con brotes ocasionales de
fatiga. La biopsia hepdtica que habitualmente no suele ser
utilizada en la etapa aguda, tiene mejor indicacién ante la sospecha
de cronicidad. Los cambios histolégicos permiten dividir la hepatitis
en: hepatitis crénica persistente (HCP) y hepatitis crémica activa
(HCA) . La HCP se caracteriza por lesiones inflamatorias menores
localizadas al espacio portal y ocasionalmente afeccién lobulillar,
mientras que la HCA afecta mds severamente la arquitectura hepdtica,.El
infiltrado inflamatorio de la HCA. rebasa la placa limitante del
espacio portal, dandole un aspecto irregular y desgarrado (31).

Existe necrosis celular en el lobulillo, que en los casos severos
forma puentes entre los espacios portales o 1las venas
centrolobulillares, Los puentes de necrosis pueden transformarse en
&reas de fibrosis,inicidndose as{ el desarrollo del proceso cirrético.
El virus de la hepatitis C es citopitico, a diferencia del virus de la
hepatitis B que media su daflo via el sistema inmunolégico del huesped.

-
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C) Epidemiologia:

La forma de contagio m&s frecuente asociada a hepatitis C es la
transfusién sanguinea, De todos los casos con hepatitis post-
transfusional, aproximadamente el 70-95% corresponden a hepatitis C
(6). Muchas veces los donadores se encuentran asintomdticos, por lo
que es necesario descartar aquellas sangres que presentan niveles de
transaminasas elevados, anticuerpos positivos contra la fraccién
central {Anti-HBc) del virus de la hepatitis B o positividad del
anticuerpo contra VHC (52). Existe una forma de hepatitis C en donde
la via de transmisién no es evidente (hepatitis espor&dica); es
probable que pequeilas heridas o escoriaciones, que habitualmente pasan
inadvertidas sean la puerta de entrada a la infeccién. La hepatitis C
post-transfusional y 1la variedad esporddica evolucionan a la
cronicidad de manera y frecuencia similares (40).

Un nimerc reducido de estudios epidemiolégicos demuestra la existencia
de la transmisién perinatal, sexual, doméstica y ocupacional. Es
tradicional que los resultados de los estudios epidemiolégicos sobre
el riesgo de transmisién perinatal, sexual, doméstica y ocupacional
del virus de hepatitis B (VHB) también sean variables y que se les
relacione con el estado referente al antigeno de hepatitis B (HBeAg)
del paciente "fuente",

D) Diagnéstico por el laboratorio:

El diagnéstico de hepatitis C se basa en el antecedente epidemiolégico
de contacto parenteral sospechoso, cuadro clinico y de laboratorio
compatibles y la presencia de anticuerpos anti-HCV positivos (52);
hasta en un 40% las hepatitis son espordédicas y por lo tanto, se
carece del antecedente del contacto parenteral; el cuadro clinice
es variable, encontrando que muchos enfermos se encuentran
asintomfticos y finalmente, el anti-HCV no da una reaccitn positiva
en todos los casos esperados.

Los anticuerpos contra el VHC aparecen dentro de las cuatro semanas
hasta un afio después del contacto inicial con el virus (7,52); en el
90% de los pacientes se desarrollan anticuerpos contra el VHC dentro
de 6 a 9 meses posteriores al contacto con el agente viral. No
obstante, muchos pacientes con hepatitis C presentan un respuesta
retrasada de anticuerpos., Un resultado anti-VHC positivo puede
indicar que la persona cursa con una infecién actual, ya que dichos
anticuerpos no son protectores y por lo tanto su presencia no indica
inmunidad por una infeccién pasada (31,42). Es por ello que se
requiere de wuna evaluacién clinica y un seguimiento de los
individuos anti-VHC positivos para saber si se trata de una
infeccién aguda, crénica o pasada (49).

Actualmente se cuenta con pruebas de laboratorio tales como ELISA, de
las cuales las de primera generacién detectan anticuerpos dentro de
las 24 semanas que siguen al inicio de los sintomas.

Las de tercera generacién son capaces de detectar anti-VHC desde las
primeras cuatro semanas del inicio de los sintomas. Se ha sugerido que
los resultados falsos positivos para el anti-VHC pueden estar
originados por un enfermedad autoinmune hepitica y que dichc fendémeno
puede causar reacciones cruzadas con sustancias del suerc como auto-
anticuerpos y anti-idiotipos y se ha reportadc un B86% de falsos
positivos en la paraproteinemia (1,37,52).
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2,5, VIRUS DE LA INNUNODEFICIENCIA HUMANA (VIE),

El SIDA, o sindrome de inmunodeficiencia adquirida, es una enfermedad
mortal que se transmite principalmente por via sexual, y ademds
se puede contraer por via cutdnea, materno fetal y por transfusién
sanguinea, y en la actualidad se estd propagando rapidamente en muchas
partes del mundo.
Es de origen viral y se caracteriza por presentar deterioro grave
del sistema de defensa del organismo (sistema inmunolégico) vy
dafio de diversos 6rganos debido a la acci6én directa del virus, El
SIDA representa la etapa final y méds grave de la infeccién viral;
sin embargo, para llegar a ella la infeccifn debe pasar por una serie
de etapas previas y progresivas, cada una con sus propias
ganifestaciones, y solamente a la ultima de ellas se le da el nonbre
e SIDA.
Se establece el diagnéstico de SIDA en el momento en que el colapso
del sistema inmunolégico es de tal severidad que el individuo se
encuentra incapacitade para defenderse de diversos microorganismos
(infecciones oportunistas) y células tumorales responsables de su
muerte (27).
El SIDA es causado por un virus gque ha recibido diversos nombres: LAV
(Lymphadenopathy Associated Virus), HTLV-111l (Human T-cell
Lymphotropic Viru type 111) y ARV (AIDS-related Virus): actualmente se
le conoce como VIH (virus de la inmunodeficiencia humana) (27).

M) Caracteristicas virales:

El VIH, «como cualquier otro virus no puede vivir ni multiplicarse
fuera de la célula, se hospeda en una célula y posee la capacidad
de integrarse a la estructura genética del huésped y de reproducirse
a través de ella (23).

El material hereditario consta de nucleétidos formados por 4&cidos
nucleicos (ARN o ADN) recubiertos de nucleoproteinas, rodeados de una
capa proteica (cfpside) y de una envoltura constituida tanto por
elementos provenientes de la membrana de la célula, los cuales se
incorporan al virus durante su salida (fig.4) (8).
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Figura 4. Estructura general de los virus de VIH.



El virus VIH, pertenece a una familia de virus denominada Retroviridae,
que se multiplican dnicamente en células vivas de una especie que les
sirve de huésped, Lo que distingue a los retrovirus es su método de
replicacién en la que interviene una enzima llamada transcriptasa
inversa. La transcriptasa inversa deja que el virus copie la
informacién de éste en una forma que pueda integrarse en el propio
c6digo genético de la célula huésped. Cada vez que se divide una
célula huésped, se reproducen copias virales junto con mis células
huésped, cada una de las cuales contiene el c6digo viral (21).
Existen en esta familia 3 subfamilias: Oncovirus, Espumavirus y
Lentivirus: - VIH-1
- VIH-2 (fig, 5) (21).
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Fig. 5 Informacidén hereditaria y retrovirus.

Existen dentro de la subfamilia Lentivirus, dos virus a la fecha
identificados, que pueden causar inmunodeficiencia en el humano.

Ambas variedades de VIH muestran una estructura similar, aun cuando
existen algunas diferencias en su composicifén genética y en su
envoltura, Poseén un centro formado por ARN, transcriptasa reversa y
cépside, y una envoltura compuesta tanto de glucoproteinas especificas
del virus como por componentes de la membrana de la célula de la cual
se originaron.
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Una vez que el virus penetra una célula huésped, la infeccién es
permanente. Un retrovirus puede no causar ningin efecto por muchos
aflos, Pero en ciertas circunstancias, puede que el material genético
de la célula huésped se active y produzca nuevos virus.

Este nuevo virus puede ser liberado por la célula huésped e infectar
otras células., Como el VIH que infecta principalmente otras células
del sistema inmunolégico, el estimulo de una reaccién inmunitaria
puede ser una de las condiciones que activa la produccién de un nuevo
virus (8,23,27).

B) Cuadro Clinico:

Todos los linfocitos T se parecen entre si; sin embargo, existen
subpoblaciones de ellos con funciones diferentes. Estas subpoblaciones
pueden distinguirse unas de otras por la presencia de ciertos
marcadores presentes en su superficie. Los linfocitos con marcadores
CD4 tienen por funcién tanto colaborar con los linfocitos B en la
produccién de anticuerpos contra micoorganismos pidgenos y sus
toxinas, con otros linfocitos T conocidos como cititéxicos (CD8), cuya
funfién es la de destruir células tumorales o infectadas (fig. 6)
14) .
El virus de VIH, se transmite mediante contacto sexual, por
transfusiones de sangre contaminada o por contaminacién de productos
derivados, por compartir o usar repetidamente agujas contaminadas y de
la madre al hijo durante el enbarazo, el parto y posiblemente durante
la lactancia,
Los virus de VIH, son afines con los linfocitos CD4 colaboradores
(tienen como funcién colaborar con los linfocitos B y en la produccién
de anticuerpos contra microorganismos pibdgenos y sus toxinas,
Esto explica la gran variedad de manifestaciones clinicas con que
cursa el individuo infectado por el VIH (27).
Durante la primera fase de la infeccién por VIH no hay repercusiones
sobre el sistema inmunolégico debido a que el virus se encuentra
latente, sin perturbar la funcién de la célula infectada. Una vez que
es activado, inicia su multiplicacién y la destruccién de un nimero
cada vez mayor de células inmunolégicas. Como al principio el nimero
de células dafladas no es significativo, s6lo aparecen ciertas
anomalias poco importantes, como linfadenopatfa. En estos momentos la
infeccién por VIH puede detectarse Gnicamente por laboratorio.
A medida que el virus continda propagédndose y destruyendo el sistema
inmunolégico, llega un momento en que éste queda demasiado débil para
luchar contra otras infecciones, las que aprovechan esta situacién
(infecciones oportunistas) para desarrollarse Yy llegar a la sangre y a
los tejidos. Son estas infecciones las que eventualmente provocan la
muerte,
La infeccién por VIH poseé un amplio espectro clinico que puede
dividirse en grupos (21}:
Grupo 1: Comienzo de la infeccién por el VIH y desarrollo de
anticuerpos (seroconversién). Algunos pacientes presentan en ese
momento un cuadro de infeccién similar al de la mononucleosis
infecciosa,
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Grupo 11: Infeccién asintomdtica. Los pacientes no experimentan

manifestaciones clfinicas, pero son portadores del virus demostrable

por el laboratorio. Esta etapa tiene una duracién variable, de menos
de un afio hasta 10 afos.

Grupo 111: Linfadenopatia generalizada. LOs pacientes presentan

adenomegalia generalizada persistente, la cual puede estar acompafiada

de otras manifestaciones clinicas como fiebre, sudoracién nocturna,
debilidad, etc.

Grupo 1V: Otras manifestaciones . Los pacientes con SIDA pueden

presentar diferentes cuadros clinicos:

1) Enfermedad constitucional: pérdida de peso grave, inexplicable,
aunada a otras manifestaciones, como diarrea crénica, candidiasis
oral, etc.

2) Sindromes neurol6gicos: cuadros neuroldgicos atribuibles a la
infeccién del tejido nervioso por el VIH a la inmunodeficiencia.

3) Infecciones secundarias: Infecciones oportunistas por diversos
gérmenes {Citomegalovirus, Herpes simple, Varicela-zoster,
Hepatitis B, Epstein Barr, etc.)

4} Neoplasias secundarias: Incluye el sarcoma de Kaposi y al linfoma
primario del sistema nerviosa (8,24,43).

El periodo de incubacién oscila de 4 meses a 10 aflos o mds, con una
media de 4.5 afios. El tiempo que toma para que un individuo infectado
por el VIH desarrolle anticuerpos (seroconversién), detectables por
laboratorios, es de 6 a 12 semanas, con extremos de 2 semanas a 12
meses (43) .
La infeccién comienza cuando interviene una enzima llamada
transcriptasa inversa; ésta deja que el virus copie la informacién
genética de éste en una forma que pueda integrarse en el propio cédigo
genético de la célula huésped. Cada vez que se divide una célula
huésped, se reproducen copias virales junto con mds células huésped,
cada una de las cuales contiene el cédigo viral.

Este nuevo virus puede ser liberado por la célula huésped e infectar

otras células. Con el VIH, que infecta principalmente ciertas células

del sistema inmunolégico, el estinulo de una reaccién inmunitaria
puede ser una de las condiciones que activa la produccién de un nuevo
virus. Cuando el VIH entra en el torrente sanguineo y estimula una
reaccion inmunoldgica y el desarrollo de anticuerpos. La presencia
de estos anticuerpos (seropositividad) suele ser indicio de que hay
infeccién, La gran mayoria de las personas infectadas no presentan
sintomas e ignoran que son portadores del virus, La mayoria de las
personas que contraen la infeccién desarrollan anticuerpos sin ningun
sintoma inmediato. Una minoria considerable experimenta una enfermedad
de corta duracién,semejante a la mononucleosis o,raras veces, presenta
sintomas neurolégicos agudos, como ataque y dailos motores temporales,

Ello ocurre alrededor de dos a cinco semanas después del comienzo

de la infeccibn (24).

Por lo general, los anticuerpos por el VIH se pueden detectar de dos a

ocho semanas después del comienzo de la infeccidn, aunque en una

pequefla minoria puede transcurrir un lapso de seis meses o mis,

En la segunda categoria de la infeccién de VIH o estado asintomitico

del portador, la persona infectada tiene anticuerpos, pero no presenta

seflales manifiestas de la enfermedad. Las pruebas de laboratorio

pueden mostrar un nimero vreducido de linfocitos T inductores (T-

helper), llamados tambien linfocitos T-4 leucocitos especializados que

ayudan a combatir infecciones.
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La infeccién mé4s grave con el VIH se manifiesta cuando las personas
con anticuerpos virales desarrollan sintomas, éstos pueden ser
linfadenopatia persistente generalizada, sindrome de linfadenopatia,
prédomo de SIDA, condiciones relacionadas con el SIDA, SIDA menor y
complejo relacionado con el SIDA (ACR).

La mayorfa de’ los enfermos de SIDA contraen infecciones oportunistas
miltiples o cénceres y mueren debido a que la infeccién no puede
tratarse eficazmente o su sistema inmunolégico debilitado impide la
resistencia a la infeccién y no responde al tratamiento.

El sarcoma de Kaposi es el céncer mds comin de los pacientes con SIDA.

C) Epidemioclogia:

La prevalencia de los casos acumulados de VIH en México, adquiridos
por transfusién sanguinea durante los dltimos 3 aflos son en varones:
13.1%, 6.7% y 6.0% respectivamente, Yy en mujeres corresponde a
48.2%, 85% y 68.7% (10).

El sindrome de inmunodeficiencia humana adquirida (SIDA) es una
epidemia mundial.

Por diversos motivos, los casos declarados de SIDA constituyen
solamente la punta del iceberg, Primero, muchos casos no son
reconocidos como tales. Segundo, los casos de SIDA s6lo se declaran
cuando se cumplen los criterios establecidos. Sin embargo, la
inmunodeficiencia caracteristica del SIDA puede dar origen a muchas
otras enfermedades graves que pueden no ser declaradag o no
diagnosticarse como relacionadas con el SIDA. Tercero, y quizés lo més
importante, muchas personas que ya estdn infectadas con el virus que
causa el SIDA pueden no manifestar los sintomas hasta varios aiflos
después de haber contraido la infeccién (21,23).

Sobre la base de transmisién del VIH, se puede clasificar a la
poblacién en grupos: 1) Grupo de susceptibles de adquirir la infeccién
por VIH, 2) Grupo de expuestos a algin factor de riesgo de transmisibn
(sexuales o drogadiceién), circunstancias (hemotransfundidos,
hemof{licos y recién nacidos de mujeres infectadas) de alto riesgo.
Algunos individuos pertenecen a estos grupos en forma permanente,
mientras que otros ingresan a este grupo en forma ocasional y
transitoria, como los monotransfundidos o los heterosexuales, 3) Grupo
de infectados por VIH, demostrado por examen de laboratorio. 4) Grupo
de enfermos con SIDA que ya presentan manifestaciones clinicas de
infecciones oportunistas o neoplasias secundarias (23).

Aun cuando el VIH ha sido aislado de la sangre, semen, saliva,
l4grimas, secrecién léctea, Secrecibébn vaginal, orina y liquido
céfalorraquideo, la infeccién se transmite principalmente por
1) contacto sexual (en relaciones homosexuales masculinas y en
relaciones heterosexuales, tanto de hombre hacia mujer como de mujer
hacia hombre) 2) inoculacién o transfusién de sangre o hemoderivados
contaminados, o 3) de una madre infectada a su hijo. No existe
evidencia de que el virus pueda diseminarse a través de la saliva,
ldgrimas, sudor u otros liquidos corporales. Las heces, el vémito, el
esputo, la orina y el pus deben considerarse como posibles fuentes de
contagio cuando se encuentran contaminados con sangre.

Cualquier persona que se exponga a los mecanismos de transmisién del
virus puede adquirir la infeccién. La susceptibilidad al VIH es
universal (8),
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La prevalencia de infeccién en Hemofilicos y otros que reciben
transfusiones de sangre es del 2%, en 21,213 casos.

Tendencias en México.

En los casos de SIDA pedidtricos, la tendencia por via sanguinea
presenta una disminucién importante de un 43% en 1993, al 26.8% en
1994,

Prevalencia de VIE en donadores y transfundidos adultos en México:

Los casos acumulados en varones de mayo a julio de 1990, 1994 y 1995
atribuidos a factor de riesgo, muestran una tendencia al aumento de
los casos adquiridos por via sexual, que fue de 83.5% en 1990; de
90.7% en 1994 y de 091.2% en 1995, y los casos por transfusidn
sanguinea es de 15.5% en 1990, 7.2% en 1994 y 7.7% en 1995, y en
mujeres los casos atribuibles a transfusién sanguinea tienden a
aumentar, siendo 71.0% en 1990, 36.2% en 1994 y 35.4% en 1995 (46).
Hasta el 1° de julio de 1995, se notificaron un total de 2,577 casos
de SIDA en hombres adultos de los cuales 1384 adquirieron 1la
infeccién por transfusién sanguinea, lo que corresponde al 9.8%, y
294 (2.1%), corresponden a ex-donadores remunerados (49).

La prevalencia en mujeres hasta el 1° de julio de 1995 fue del 52.0%
{1193 casos) adquiridos por transfusién sanguinea y del 2,0% (47
casos) en ex-donadores remunerados de un total de 2577 casos de SIDA.
En cuanto a la transmisién en nifios de los casos pedidtricos
acumulados hasta el 1° de julio de 1995 el 47.2% (209 casos) se
atribuyé a transfusién sanguinea y en nifias el 25.5% (209 casos) (46).
La prevalencia de donadores voluntarios en la Reptiblica Mexicana
reportados por la RED. NAC, DE LAB., hasta 1994, es de 0,05% (48).

D) Diagnéstico por el Laboratorio:

En la respuesta inmune, el antigeno induce una respuesta humoral y
celular dirigida contra el antigeno que les dio origen. lLa respuesta
inmunohumoral, a base de linfocitos B, contribuye a eliminar a
microorganismos extracelulares (gérmenes pibdgenos) y sus toxinas
mediante la accién de anticuerpos, La respuesta inmune celular de
linfocitos T citotéxicos (CD8) destruye células tumorales y células
infectadas por microorganismos intracelulares (virus, micobacterias

hongos, protozoarios, etc) (21).

En lo que se refiere a la historia natural de la infeccidén por VIH,
Volkow Patricia y Col, observaron la distribucién condicional del
periodo de incubacién y la supervivencia en un grupo de casos de SIDA
asociados a transfusiones en la ciudad de México.

Se dispone de muy poca informacién sobre el periodo de incubacién del
SIDA entre la poblacién Latinoamericana, sin embargo, en un estudio en
que se analiza la distribucién condicional del periodo de incubacién y
la supervivencia en un grupo de casos de SIDA asociados a
transfusiones en la Cd. de México, en los hospitales de Pemex Yy
Nutricién.

Patricia Volkow y Col.estudiaron 36 pacientes adultos a quienes se les
conocia la fecha de transfusién y el diagnéstico, encontraron que el
SIDA se desarrollé dentro de los 46 meses posteriores a la infeccidn,
20% de las personas infectadas desarrollaron la infeccién en un lapso
de 12 meses después de la transfusién, la mitad después de 27 meses y
3/4 partes en un periodo de 3 afios.

La media de supervivencia fue de 6 meses,
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En otro estudico realizado en México por Torres Mendoza y Col, se
analizé la historia natural de la infecci6n por VIH es un grupo de
prostitutas en Guadalajara Méx., con el fin de determinar mediante un
estudio longitudinal la seroprevalencia del VIH mediante la prueba de
ELISA, y los factores de riesgo en prostitutas durante los ultimos 3
affos, Se tomaron muestras de sangre cada 3 meses a 554 mujeres
encontrando que existe una reduccién en la prevalencia analizada de
los anticuerpos contra al VIH y en la frecuencia de transmisién
sexual (12).

Historia natural en mujeres: Aunque no existen evidencias de que el
curso clinico de 1la infeccién en mujeres difiere a la de los
hombres,

La mayoria de los estudios que involucran la historia natural de la
infeccién por VIH se han desarrollado exclugivamente en adultos,
Recientes estudios indican que la mujer con SIDA tiene un pronéstico
mas pobre que el hombre; sin embargo, no existen mds estudios que lo
confirmen. Algunas de las diferencias reportadas inicialmente pueden
reflejar la sobrerepresentacidén de adictas entre las mujeres
infectadas por SIDA,

No se han realizado estudios especificos para determinar las
manifestaciones oportunistas ni ginecolégicas por SIDA entre hombres y
mujeres (15).

En general, la mayorfia de los adolecentes se infectan cuando el
sistema inmune estd bien desarrollado, la historia natural de VIH en
adolecentes después de la pubertad se asemeja m&s que lo observado en
adultos. Sin embargo estudios en nifios, adolecentes y adultos con
hemofilfa muestran que los adolecentes infectados por VIH viven més
que nifios m4s jovenes que ellos y 1la enfermedad parece progresar en
forma mas lenta que en los adultos (14).

Las pruebas de laboratorio existentes no diagnostican el SIDA, ya que
su diagnéstico es de tipo clinico. Lo que hacen es valorar si una
persona ha sido infectada o no por el virus, ya sea por la
demostracién de los anticuerpos anti-VIH en la sangre o por la
identificacién del virus mismo o de sus componente.

Los anticuerpos anti-VIH pueden ser identificados por varias técnicas.
Las dos mis ampliamente usadas son el estudio inmunoenzimdtico (Elisa
o EIA) y el andlisis llamado Western-blot,

La prueba de Elisa es la mis usada por su sencillez y bajo costo.
Debido a que esta prueba es extraordinariamente sensibe, ésta es la
prueba de elecci6bn con fines de escrutino (tamiz) y permite
identificar aquellos individuos que, en caso de ser posible
(seropositivos), requieren que se repita la prueba para que, en caso
de que siga siendo positivo, se proceda a una realizacién de una
prueba mis especifica como es la de Western-blot o la de
inmunofluorescencia indirecta (IFA) (23},

El Western-blot, o inmunoblot, es una prueba cara y diffcil de
realizar e interpretar, sélo se emplea para confirmar una prueba de
Elisa positiva, debido a que tiene una mayor seguridad en sus
resultados.

Existen otras metodologfas para el diagnéstico directo como PCR,
E?Sayo de radioinmunoprecipitacién (RIPA) y cultivo viral (23) (fig.
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PARTE EXPERIMENTAL
3.1. MATERIAL Y METODOS,

Seleccién de grupo de estudio,

a) Criterios de inclusién para los tres grupos de estudio:

Donadores voluntarios y pacientes que requerian primera o segunda
cirugia cardiaca de 18 a 60 aflos, sin importar el sexo, un peso
minimo de 50 Kg.

Ademés de lo anterior, en el grupo de donadores voluntarios se
incluyeron en el estudio personas clinicamente sanas con un peso
minimo de 50 Kg, Tensién arterial de 100 a 160/60 a 90, Frecuencia
cardfiaca de 60 a 100/minuto, Hemoglobina: Varones; mayor de 14.5
gr/dl, Mujeres; mayor de 14.5 gr/dl, Hemat6erito: Varones; mayor
de 44%, Mujeres; mayor de 42%.

- Contraindicaciones permanentes para donar sangre: Hepatitis,
cardiopatias, diabetes, hipertensién arterial, historia de
convulsiones, alergias a medicamentes o alimentos, sifilis,
enfermedad de Chagas, paludismo (3 afios), brucelosis, prostitucién,
embarazos miltiples (m&s de 4 recientes), f&rmacodependencia,
homo o bisexualidad.

- Contraindicaciones transitorias para donar sangre: Bebidas
alcoh6élicas el dia previo a la extraccifn, extracciones dentarias
(72 horas), cirugia mayor (6 meses), donacifn de sangre reciente
(3 meses), aborto reciente (3 meses), embarazo y lactancia
(6 meses), infecciosas bacterianas o virales, vacunaciones (todas:
1 mes; rabia: 1 afio), acupuntura, tatuajes o transfusitén (1 aflo).

Para los pacientes con primera cirugfa cardiaca el Unico requisito fue

sin antecedentes de transfusiones sanguineas.

Para los pacientes con segunda cirugfa cardiaca se seleccionaron

sujetos con transfusiones sanguineas previas.

b) Criterios de exclusién: Todos aquellos que no cumplierén con los
criterios de inclusi6n, y ademéds todos aquellos menores de 18 ailos.



3.1.1. DIAGRANA GENERAL.
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* Todos los donadores voluntarios reactivos, fueron descartados por el
proceso de transfusién,




3.1.1,1, MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIFO.
3.1.2, MATERIAL BIOLOGICO.

1,- 180 muestras séricas divididas en tres grupos de estudio (n=60)
obtenidas de:

* donadores voluntarios entre 18 a 60 aflos de edad.

* pacientes con primera cirugfa cardfaca, entre 18 a 60 aflos de edad,
sin haber sido transfundidos con anterioridad.

+ pacientes con segunda cirugia cardfaca, entre 18 a 60 aflos de edad,
con transfusiones previas,

2.- Reactivos biolégicos comerciales:

* Control negativo: Suero humano, negativo para anticuerpos HIV y
todos los marcadores del virus de la Hepatitis B, contenido en azida
de sodio al 0.1%,

* Control positivo: Suero humano inactivado caliente, negativo para
todos los marcadores del virus de la hepatitis B conteniendo
anticuerpos HIV positivos, contenido en azida de sodio al 0.1%.

+ Limite de suero humano positivo: Sueroc humano inactivado, caliente,
negativo para todos los marcadores del virus la Hepatitis B,
conteniendo anticuerpos HIV, y azida de sodio al 0.1%.

3.1.3. MATERIAL DE LABORATORIO.

Bulbos para pipetas Pasteur.

Guantes de lé4tex.

Gradilla de aluminio para 30 tubos de ensaye.
Matraces aforados Pyrex (1000 ml),

Microplacas con 6 y 8 pozos respectivamente.
Papel parafilm,

Papel adhesivo para microplaca.

Pipetas Pasteur de punta larga.

Pipetas automdticas de volumen variable Oxford (50 a 500 ul).
Pipetas serolégicas graduadas Pyrex (5 y 10 ml).
Pinzas de pléstico para cromégeno (ODP).

Puntas para pipetas autométicas.,

Tubos de ensaye de vidrio Pyrex (13 x 100 ml).
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3.1.4. REACTIVOS.

3.1,5. REACTIVOS DE DIAGNOSTICO.

Estuche comercial para la deteccién de antigenos por la prueba de
ELISA.

RUSZYME MONOCLONAL HBsAg
Abbott Laboratories
Codigo 60064

MONOLISA anti-HCV
Diagnostics Pasteur
Codigo 72303; 72302

RAPID'ELAVIA VIH
Diagnostics Pasteur
Codigo 72264

3.1.6, EQUIPO.

Bafio éptimo de temperatura de 20 y 60°C.
Centrifuga.

Lector, Quantum II Cutoff Data Reduction Lis
No. 4045-96

Trademark (ABBOTT).

Lector, Organon Teknika microwell
Diagnosticos Farmaceidtica

Proveedora Tekimex,

Lavador de microplacas para HBsAg
Quik Wash (ABBOTT).

Lavador de microplacas para anti-HCV
Washer 400 (Organon teknika),

Lavador de micrroplacas para HIV
LP 35 (Diagnostics Pasteur).
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3.2, PRINCIPIO DE LA PRUEBA.
3.3, ENSAYO INMUNOENZIMATICO.

A continuacién se describen 3 ensayos inmunoenzimticos, utilizados
en el presente trabajo.

3.3.1. AUSZYME MONOCLONAL HBsAg (Abbott Laboratories).

AUSZYME MONOCLONAL HBsAg es un ensayo inmunoenziméitico, el cual
contiene perlas recubiertas con anticuerpos monoclonales hacia
antigenos de superficie de Hepatitis B (Anti-HBs), los cuales son
incubados con suero o plasma, con controles apropiados, y una
peroxidasa Anti-HBs monoclonal (Horseradish), conjugado (Anti-
HBs:HRPO) .

Durante el periédo de incubacién, cualquier HBsAg presente es dirigido
hacia los anticuerpos de la fase sélida y similtaneamente dirigido por
el Anti-HBs:HRPO,

El material libre es finalmente aspirado y las perlas lavadas. Al
final de la prueba se puede apreciar el desarrollo de color. (fig. 7).

HBsAg
)- ANCi-HBE ==vwvweconcocs »
Anti-HBs:HRPO
OPD
)- Anti-HBs , HBsAg ., Anti-HBs:HRPO ------- +
H202

Color absorbido a 492 nm. amarillo-naranja.

Reactivos:

* Perlas recubiertas: Esferas recubiertas con Anti-HBs monoclonal,

* Suero control negativo:; Plasma humano no reactivo para HBsAg y Anti-
HBs.

* Suero control positivo: Plasma humano reactivo para HBsAg, contenido
en 9 + 2 ng/ml en Buffer TRIS con proteinas estabilizadoras.

* Conjugado: Anticuerpos dirigidos hacia el antigeno de superficie de
la Hepatitis B,

* Tampén sustrato: Tabletas de orto-fenilendiamina (ODP).

* Diluyente de sustrato: Solucién reguladora de citrato-fosfato con
0.02% de peréxido de hidrégeno.

* Solucién de paro: Acido sulfirico 1 N,
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Procedimiento.

1 4

-+ % E oW

Pipetear 200 ul., de cada control y muestra en los pocillos
apropiados de las placas de reaccién (Tres controles negativos y
dos controles positivos)

Pipetear 50 ul. de conjugado en cada pocillo conteniendo control o
muestra.

Afladir cuidadosamente una esfera a cada pocillo conteniendo control
o muestra.

Cubrir con un adhesivo e incubar 2 hrs. a 40°C.

Lavar las perlas con 6 ml, de solucién de lavado cada una,
utilizando el lavador automitico de perlas,

Pipetear 200 ul, de conjugado en cada uno de los pocillos
conteniendo control o muestra,

Cubrir con un adhesivo e incubar 2 hrs. a 40°C.

Lavar las perlas con 6 ml, de solucién de lavado cada una utilizando
el lavador automatico de perlas.

Pipetear 200 ul. de conjugado en cada uno de los pocillos
conteniendo control o muestra,

Cubrir con un adhesivo e incubar 1 hr, a 40°C, :
Lavar 5 veces las perlas. i
Transferir las perlas a los tubos de ensayo anexos al equipo. i
Pipetear 300 ul. de solucién de ODP recién preparada a cada tubo. :
Cubrir e incubar 30 min.

Parar la reaccién afiadiendo 1 ml. de solucién de paro a cada tubo.
Lectura fotométrica: Leer (dentro de las dos horas siguientes), la
absorbancia de la solucién de los pocillos a 492 nm.

Célculo de Resultados (sstablecido por el fabricante)

1.

Determinar el promedio de los controles negativos: todo control

negativo debe caer dentro de 0.7 a 1.3 veces el promedio de éstos,

8i uno de éstos se encuentra fuera de este rango, descartarlo

y recalcular el promedio; si dos controles negativos caen fuera

del rango, la prueba deberd repetirse.

Determinar el promedio de los controles positivos fuertes,

Para que la prueba sea vdlida, el valor de CN-CP > 0.400. Si ese no B
fuera el caso, el motivo puede ser uns técnica incorrecta o I
un deterioro del reactivo y por tal motivo deberd de repetirse :
el ensayo.

Calculo del valor del corte:
El valor de corte es igual a CN - CP
2

CN = absorbancia media de los controles negativos
CP = absorbancia del control anti-HBsAg positivo.
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Interpretacién de Resultados:

Una muestra es positiva si M < valor de corte,
Una muestra es negativa si M > valor de corte.

Toda muestra inicialmente positiva debe repetirse, ya que pueden
presentarse falsos-positivos. Las muestras repetidamente positivas
deberéin ser investigadas mediante pruebas adicionales,

3,3.2., MONOLISA Anti-HCV (Diagnostics Pasteur).

MONOLISA anti-HCV est4 basada en el uso de una fase sdlida
preparada con antigenos purificados: dos protefnas recombinantes
producidas mediante el uso de clonas seleccionadas de E. ¢oli en

el 4rea estructural y en el 4rea no estructural del genoma del virus C.
Es una técnica inmunoenzimética basada en la deteccidén de anticuerpos
asociados con la infeccién por el virus de la Hepatitis C en suero
humano.

Reactivos:

* Microplaca: 12 placas de 8 pocillos con dos antigenos especificos
recombinantes para VHC,

* Solucién de lavado: Solucién reguladora TRIS concentrada,

* Control negativo: Suero humano negativo para anti-HCV y negativo
para los marcadores séricos del virus de la hepatitis B y negativo
para anticuerpos contra VIH.

* Control positivo: Suero humano positivo para anti-HCV, negativo

para HBsAg y negativo para VIH.

Diluyente de Muestra: Solucién reguladora de citrato.

Conjugado: Anti-IgG humana marcada con peroxidasa,

Sustrato: Tabletas de orto-fenilendiamina (ODP).

Piluyente de sustrato: Solucién reguladora de citrato de

sodio 0.05 M, con un pH dde 5.6 con 0,03% de peréxido de hidrégeno.

* Solucién de paro: &cido sulfirico 4N.

* % * %

Procedimiento.

* Abrir la bolsa y sacar el soporte con el nimero necesario de tiras
Microelisa.

* Pipetear 90 ul. de diluyente de la muestra en cada pocillo.

* Pipetear 10 ul. de cada muestra incluyendo dos controles negativos y
tres positivos, Homogeneizar la muestra,

* Cubrir la placa con la tira adhesiva e incubar 60 min. a 40 C en
baflo maria.
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+ Quitar el adhesivo y lavar 3 veces dejando bien seco el fondo de los
pocillos,

* Pipetear 100 ul, del conjugado y cubrir nuevamente con la tira
adhesiva e incubar 60 min. a 40°C,

* Quitar el adhesivo y lavar 4 veces, dejando bien seco el fondo de
los pocillos.

* Pipetear 100 ul. de la solucién de sustrato en cada pocillo.

* Incubar 30 min. a 20-25°C en la oscuridad.

+ pipetear 50 ul, de la solucién de paro (en la misma secuencia de
intervalos de tiempo con que se colocé la solucién de sustrato).

* Realizar la lectura de la placa, dentro de los 30 min, posteriores
al parar la reaccién, a una absorbancia de 492 nm. teniendo un
filtro de referencia de 620 nm.

Célculo de resultados (establecido por el fabricante).

Calcular la media de la absorbancia de los controles positivos (CP).
Calcular el valor de corte.
El valor de corte = CP/4

Criterio de validacién:

_ Para controles negativos: Cada valor de absorbancia individual debe
ser < 0,200,

- Para controles positivos: Cada valor de absorbancia individual debe
ser > 0.% o g 2,50, Si uno de los controles positivos individuales
difieren en m&s de un 30%¢ de la media, calcule ésta nuevamente con
los dos valores de los controles positivos restantes.

Interpretacién de Resultados.

Una muestra es pogitiva gi M > valor de corte.

Una muestra es negativa si M < valor de corte.

NOTA: Toda muestra inicialmente positiva debe repetirse, ya que pueden
presentarse ocasionalmente resultados falsos-positivos, y estas a su
vez, investigadas con pruebas adicionales especificas,

3.3.3. RAPID'ELAVIA VIH (Diagnostics Pasteur).

RAPID'ELAVIA VIH, est4& basado en el uso de un soporte sélido
(microplaca con tiras recubiertas con antigenos de virus inactivos) y
de anticuerpos anti-humanos IgG humanos,

Es una prueba inmuncenzimdtica indirecta para los diferentes
anticuerpos contra VIH encontrados en suero o plasma.
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Reactivos.

* Microplaca: 16 tiras con 6 pozos cubiertos con antigenos
recombinantes para VIH.

*+ Control negativo: Suero humano, negativo para anticuerpos de
HIV, y todos los marcadores del virus de la hepatitis B.

* Control positivo: Suero humano inactivado caliente, negativo
para todos los marcadores del virus de la hepatitis B conteniendo
anticuerpos HIV positivos y azida de sodio al 0.1%.

* Limite de suero humano positivo: Suero humano inactivado caliente,
negativo para todos los marcadores del virus de la hepatitis
B conteniendo anticuerpos HIV positivos y azida de sodio al 0,1%.

* Conjugado: Anti-IgG humana marcada con peroxidasa.

Diluyente (concentrado 2 veces): Solucién de leche de vaca al 12.5%

en solucién reguladora de citrato 0.04 M.

Tampén sustrato H202.

Cromégeno (ODP, 2 HCl): Tabletas de orto-fenilendiamina (ODP).

Solucién de paro (H2S04 4N): dcido sulfirico 4N,

Diluyente para el conjugado.

»

* % % %

Procedimiento para 1la deteccién comercial de VIH por la prueba de
ELISA.

»

Abrir la bolsa y sacar el soporte con el nimero necesario de tiras

Microelisa,

Pipetear 100 ul. de controles positivos, negativos y muestra.

Cubrir la placa con la tira adhesiva e incubar 30 min. a 40 C.

Lavar tres veces, dejando el fondo de los pocillos bien secos.

Pipetear 100 ul. de conjugado,

Cubrir e incubar 30 min. a 40°C.

Lavar 4 veces.

Pipetear 100 ul. de sustrato y colocar la placa en un lugar oscuro

durante 30’ a temperatura ambiente,

No cubrir la placa con el adhesivo.

* Pipetear 50 ul, de solucién de paro (en el mismo orden y con los
mismos intervalos de tiempo que la solucién de sustrato).

* Realizar la lectura de la placa, dentro de los 30 min, posteriores

al parar la reaccién, a una absorbancia de 492 nm. teniendo un

filtro de referencia de 620 nm.

* % % % % % %

Célculo de resultados (establecido por el fabricante):
Calcular la media de la absorbancia de los controles (CO).
Calcular el valor de corte.

El valor de corte es Abs/4

Abs = Absorbancia del control positivo débil.
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El criterio de validacién es:

- Para el control positivo: Cada valor de absorbancia individual debe
ser < 0.8,

- Para el conrol negativo: Cada valor de absorbancia individual debe
ser > 0.3,

Interpretacién de Resultados:
Muestras con valores de absorbancia menores del punto de corte se
consideran no reactivas para VIH y negativas de anticuerpos. Se

recomienda que las muestras repetidamente positivas sean investigadas
mediante pruebas adicionales especificas,

37

¢
H
i




1v




RESULTADOS Y DISCUSIONES.
4.1, RESULTADOS,

GENERALES.

Se procesaron un total de 180 muestras sanguineas obtenidas del mismo
nimero de sujetos sin importar el sexo, todos ellos con un rango de
edad de 18 a 60 afios, un peso promedio de 50 Kg. divididos en tres
grupos de estudio a saber: 60 donadores voluntarios (varones 45 ,
mujeres 15 ), 60 pacientes con primera cirugia cardiaca (varones 30 ,
mujeres 30 ), y 60 pacientes con segunda cirugia cardiaca )}varones 27,
mujeres 33 ).

Todas las muestras se analizaron por duplicado para la deteccién de
antigenos para hepatitis viral tipo "B", hepatitis viral tipo "C" y
para el virus de la inmunodeficiencia humana mediante la técnica de
ELISA. Se utilizé el ensayo de Western-blot como prueba confirmatoria
para el caso de VIH.

Deteccién de Ag. para la Hepatitis viral tipo "B":

No se encontraron resultados positivos, en ninguno de los tres grupos
de pacientes estudiados., La prevalencia de un total de 180 muestras
analizadas en este estudio corresponde al 0%,

Deteccién de Ac, para la Hepatitis viral tipo "C".

En lo que respecta a la bisqueda de Ac para la Hepatitis viral tipo
"C" la seroprevalencia total fué de 5.5% (10 muestras positivas en un
total de 180 muestras). En el grupo de estudio de donadores
voluntarios (n=60) el porcentaje de incidencia fue de 3,33% que
corresponde a 2 muestras positivas. Para el grupo de pacientes
sometidos a primera cirugfa cardiaca (n=60) el porcentaje de
prevalencia fue de 4.99% ya que unicamente 3 muestras fueron positivas.
El porcentaje de prevalencia en el grupo de pacientes con segunda
cirugia cardiaca (n=60) fue de 8.32% y corresponde a 5 muestras
positivas,

DetecciSén de Ac. para el virus de la inmunodeficiencia humana;

En cuanto a la badsqueda de Ac, para VIH la seroprevalencia total fue
de 1.1% (2 muestras positivas en un total de 180 muestras), El
porcentaje de prevalencia en los grupos de donadores voluntarios
(n=60) y de pacientes sometidos a primera cirugia cardiaca (n=60) fue
de 1.66% en ambos grupos (una muestra positiva en cada grupo) mientras
que no se encontraron resultados positivos en el grupo de pacientes
con segunda cirugfa cardiaca (n=60) lo que corresponde a una
prevalencia del 0% en dicho grupo.



CUADRO 1. Seroprevalencia de Hepatitis C en donadores voluntarios.
R R Rtk A bbbty 4
Sexo Poblacién muestral Seropositivos
Poblacién Porcentaje
Femenino 15 1 1.66
Masculino 45 1 1.66
Total 60 : 2 3.33

Estos datos se ilustran grificamente en la Fig. 7

CUADRO 11. Seroprevalencia de Hepatitis C en pacientes con primerJ
cirugia cardiaca. |

|
et e memeemeeeeeremeeenanaae ]

Sexo Poblacién muestral Seropositivos
Poblacidén Porcentaje

Femenino 30 1 1.66
Masculino 30 2 3.33
Total 60 3 4.99

Estos datos se ilustran grdficamente en la Figura 8.
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CUADRO

111, Seroprevalencia de Hepatitis C en pacientes con segunde

Femenino
Masculino

Total

Estos datos

cirugia cardiaca.

Poblacién muestral ' Seropositivos
Poblacién Porcentaje

33 4 6,66
27 1 1.66
60 5 8,32

se ilustran grdficamente en la Figura 9,
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CUADRO 1V. Seroprevalencia de VIH en donadores voluntarios.

Sexo Poblacién muestral Seropositivos
Poblacién Porcentaje

Femenino 15 1 1.66

Masculino 45 0 0.00

Total 60 1 1.66

Estos datos se ilustran gréficamente en la Figura 7.

e L e L L L L R e L

CUADRO V. Seroprevalencia de VIH en pacientes con primera cirugia

cardiaca.
Pemvevenvanerncncnnecnrenvhanane R R R L L L R TP L
Sexo Poblacién muestral Seropositivos
Poblacién Porcentaje
Femenino 30 1 1.66
Masculino 30 0 0.00
Total 60 1 1.66

Estos datos se ilustran grdficamente en la Figura B.
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SEROPOSITIVIDAD PARA VIRUS DE HEPATITIS B, C Y VIH EN UN TOTAL DE 60 PACIENTES CON
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4.2. DISCUSION.

La transfusién de productos sanguineos es un procedimiento de rutina,
durante la cirugfa cardiaca y su valor como recurso terapéutico esta
bien reconocido. Sin embargo, la sangre y sus derivados son productos
biolégicos y tienen el riesgo de transmitir enfermedades infecciosas
durante la transfusién, entre ellas Hepatitis e infeccién por el virus
de la inmunodeficiencia humana.

En el INC es cada vez mis frecuente el nimero de pacientes que son
programados a sequnda cirugia cardiaca y que presentan datos clinicos
de cirrosis hepatica post-transfusional a pesar de que en el banco de
sangre se practican en forma rutinaria las pruebas serolégicas pra la
deteccién de Hepatitis B, Hepatitis C, VIH y sifilis.

El objetivo de este trabajo fue conocer la prevalencia de infecciones
por Hepatitis B, Hepatitis C, y VIH en tres grupos de estudio.

El grupo 1 incluye 60 sujetos clinicamente sanos, con una edad de 18 a
60 aflos y un peso promedio de 50Kg. sin  antecedentes de previa
cirugfa dental o mayor. El grupo 2 incluye 60 pacientes sometidos a
primera cirugfa cardiaca y sin antecedentes de transfusién sanguinea.
El grupo 3 incluyé 60 pacientes con antecedentes de cirugia
cardiaca previa Yy que fueron sometidos a una segunda cirugia. Todos
con antecedentes de transfusién sanguinea,

Ninguno de los 180 pacientes refirié antecedentes familiares o
personales para infecciones por Hepatitis B, Hepatitis C y SIDA. Sin
embargo, con excepcién de los pacientes del grupo 3 ninguno de ellos
habfa sido sometido previamente a pruebas de deteccién para estas
enfermedades virales,

Aunque se ha observado con bastante frecuencia que las personas
infectadas con VIH, estdn coinfectadas con los virus de la Hepatitis B
y la Hepatitis C, dado el alto riesgo de contagio por via sexual o
parenteral, en el presente estudio, ninguno de los 180 pacientes
resulté positivo para coinfecciones VIH + Hepatitis B, VIH + Hepatitis
C y Hepatitis B + Hepatitis C.

De acuerdo con las estadisticas reportadas por CONASIDA, hasta julio
de 1995 los casos de SIDA atribuidos a transfusién sanguinea en
varones y en mujeres adultas asf como en nifios menores de 15 afios en
1995 representaron una disminuciédn importante con respecto a los datos
reportados en 1990 y 1994 con respecto a la transfusién sanguinea y un
aumento en la transmisién sexual,

De acuerdo con estos datos reportados por CONASIDA, de la RED., NAC,
DE LAB, es de 0.05%, y si se considera el nimero de individuos
que adquirieron VIH como consecuencia de una transfusién sanguinea y
el porcentaje reportado es muy factible que en grupo de 60 pacientes
con antecedentes de previa transfusién sanguinea la prevalencia de
pacientes reactiyos sea muy alta,
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Sin embargo, con base en los datos reportados en lo que se refiere a
ex-donadores voluntarios, los porcentajes corresponden al 2.1%, en
hombres y mujeres adultas, y en este estudio el porcentaje de
donadores reactivos para VIH fue de 1.6% que es considerablemente alto
con respecto a las estadisticas en México durante los dltimos 3 aflos,
sobretodo si se considera que se trata Gnicamente de una poblacién de
60 donadores voluntarios.

El porcentaje de 1.6% fue exactamente el encontrado para pacientes
con primera cirugia cardiaca, esto puede atribuirse a que la infeccién
pudo adquirirse por otra via, y no presisamente por transfusién
sanguinea, sin embargo, si se considera que el 5% total de los
donadores voluntarios en este estudio tenfia antecedentes de
transfusiones previas se incrementa el riesgo de la infeccién.

La prevalencia de infeccién por VIH en el grupo de pacientes sometidos
a segunda cirugfia fue nula que lo encontrado en donadores
voluntarios y pacientes con primera cirugia, esto comoc resultado del
éxito de las pruebas de tamizaje que se realiza en las donaciones
sanguineas.

Con respecto a Hepatitis C se encontrd una prevalencia alta de
infeccién (5.5%) en el total de muestras evaluadas.

Hay que considerar que el nimero de pacientes evaluadas no es
representativo de la poblacibén donadora y transfundida por lo que se
tienen que realizar estudios posteriores para corroborar las cifras
obtenidas,

Puede observarse que el porcentaje de prevalencia se incrementa
conforme aumenta el nimero de cirugias y aunque es menor que el
grupo de donadores voluntarios el riesgo de adquirir la infeccién a
través de una donacién fue muy importante, ya gque como se
mencioné el 5% de los sujetos del grupo de voluntarios tienen
antecedentes de donaciones previas.

Aunque se ha observado que la incidencia de Hepatitis C por post-
transfusién ha disminuido sobre todo a partir de 1986 cuando se
incrementaron los cuidados para la deteccién de infecciones en sangre
utilizada para transfusiones sanguineas.

47



e et AN AT




CONCLUSIONES.

.- Se detectaron donadores voluntarios infectados que podian
transmitir infecciones provocadas por virus y se obtuvieron
prevalencias importantes en el estudio de las muestras obtenidas
tanto en donadores voluntarios, como en pacientes con primera
y segunda cirugifa cardiaca.

No se encontraron resultados positivos para la deteccién de
anticuerpos contra la Hepatitis B en ninguno de los 3 grupos de
estudio,

En el grupo de donadores voluntarios el porcentaje de seroprevalencia
fue de 3,33% para la Hepatitis C y de 1.66% para VIH,

En pacientes con primera cirugia cardiaca la seroprevalencia

encontrada fue de 4,99% para la Hepatitis C y de 1l.66% para VIH,

En el grupo de pacientes sometidos a segunda cirugfa cardiaca

se encontraron datos positivos para la deteccién de la Hepatitis

tipo C con una prevalencia de 8, 32%.

La prevalencia de Hepatitis tipo "C" en un total de 180 muestras

analizadas y divididas en 3 grupos de estudio fue de 3.33% en

donadores voluntarios (2/60), 4.99% en pacientes sometidos a primera
cirugia cardiaca y sin antecedentes de cirugias previas (3/60) y de
8,33% en pacientes sometidos a una segunda cirugia cardiaca (5/60).

.- La seroprevalencia del virus de la inmunoideficiencia humana fue
del 1,66% en el grupo de donadores voluntarios y de pacientes
sometidos a primera cirugia cardiaca, sin resultados positivos en
los pacientes sometidos a segunda cirugfa cardiaca.

La incidencia de VIH es exactamente igual en 1los grupos de
donadores voluntarios y de pacientes con primera cirugfa cardiaca,

Existe un riesgo considerable de contraer Hepatitis tipo "C" por

transfusién sanguinea (3.33%) si las muestras proceden de

donadores voluntarios que no se detectan por pruebas de laboratorio,
este riesgo aumenta considerablemente (4.99%) en los pacientes
que se someten a una primera cirugia y es aproximadamente el doble

en pacientes sometidos a segunda cirugfa cardiaca (8,33%).

En este estudio, el porcentaje de prevalencia para la Hepatitis C y

VIH fue muy alto, comparado con lo reportado en la bibliografia.

Es importante realizar pruebas de deteccién preliminares vy

confirmatorias para la bisqueda de individuos infectados con el fin

de evitar al mdxime transmisién por transfusién sanguinea,

De acuerdo con los resultados obtenidos, el riesgo de contraer

Hepatitis C por transfusién sanguinea es 2 veces mayor que el riesgo

de contagio por VIH y 3 veces mas que para la Hepatitis B.



APENDICE
PREPARACION DE REACTIVOS.

'MONOLISA HBsAg (Diagnostics Pasteur).

1, SOLUCION DE LAVADO: Diluir 1:10 con agua destilada; es estable 15
dias entre 2-8 C.

2. SUSTRATO : Disolver cada tableta de ODP en 10 ml., de diluyente de
sustrato,

MONOLISA Anti-HCV (Diagnostics Pasteur).

1. SOLUCION DE LAVADO: Diluir 1:10 con agua destilada; es estable 15
dias entre 2-8 C.

2. SUSTRATO : Disolver cada tableta de ODP en 10 ml. de diluyente de
sustrato,

RAPID’ELAVIA VIH (Diagnostics Pasteur).

1. SOLUCION DE LAVADO: Diluir 1:10 con agua destilada.
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