Noti

Wienher

Boletin del Servicio Bibliografico de Wiener Laboratorios S.A.1.C.

http//:www.wiener-lab.com.ar

N°134

Pdg. 1: Evaluacién de un kit de 4* gene-
racién para deteccién simulta-
nea de Antigeno y Anticuerpo
contra el HIV

Pdg. : Sindrome Urémico Hemolitico

Afio XL - Diciembre 2006

Director: Gustavo A. Capriotti - Redactor: Cristina M. Crepaldo - Editor Responsable: Wiener Laboratorios S.A.I.C. - 2000 - Rosario - Argentina

Evaluacion de un kit de
42 generacion para
deteccion simultanea de
Antigeno y Anticuerpo
contra el HIV

Torruella, M.; Zelus. D. - Centro de Investigacién y Biotecnologia
Wiener Laboratorios S.A.I.C. - Rosario - Argentina

Introduccion

a evidencia seroldgica de la in-
feccion por HIV-1 y HIV-2
% puede ser obtenida determi-
nando la presencia de antigenos y anti-
cuerpos en el suero de individuos en los
que se sospecha que tienen la infeccidn.
Los antigenos pueden generalmente ser
detectados en la fase aguda y durante
la fase sintomdtica de la enfermedad.
Los anticuerpos pueden ser detectados
a lo largo de toda la infeccién, comen-
zando en la fase aguda o inmediatamen-
te después de ella. Por ello es de funda-
mental importancia la utilizacién de una
determinacién de alta sensibilidad que
pueda detectar antigenos y anticuerpos.
Elensayo de HIV Ag/Ac ELISA 4° Ge-
neracién de Wiener lab. esta disefiado
para detectar antigeno p24 asi como
anticuerpos contra HIV-1, HIV-1 grupo
Oy HIV-2.
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Materiales

Producto en ensayo: HIV Ag/Ac ELISA
42 Generacién
Se trata de un método inmunoenzima-

tico en el cual los pocillos de la policu-
beta estin recubiertos con protefnas re-
combinantes y péptidos sintéticos de
HIV-1yHIV-2 y anticuerpos monoclo-
nales anti-p24. La muestra se incuba en
los pocillos y si la misma contiene p24 y/
o anticuerpos contra HIV-1 o HIV-2 se
unirin a los antigenos y/o anticuerpos del
pocillo. El material no unido se remueve
por lavado. En el paso siguiente se agre-
ga el Conjugado 1 que contiene anti-
cuerpos y antigenos marcados con bioti-
na que se uniran a los antigenos/anti-
cuerpos si estan presentes en la mues-
tra. Luego se agrega el Conjugado 2 (pe-
roxidasa conjugada a estreptavidina) que
se unird al Conjugado 1. El conjugado
no unido se remueve por lavado.

A continuacidn se agrega una solucién
conteniendo tetrametilbencidina (TMB)
y perdxido de hidrégeno. Las muestras
reactivas desarrollan color azul que vira
al amarillo cuando la reaccién se detie-
ne con 4cido sulftrico (Stopper).

Instrumental utilizado

Para realizar los ensayos se utilizaron el
lector y el lavador Stat Fax (Awareness
Technology).

El presente estudio tuvo por
objetivo la evaluacién de
desempeno de un kit ELISA de
4% generacion Wiener lab. para la
deteccion simultinea de antigeno
p24 y anticuerpos contra el virus
de la inmundeficiencia humana
(HIV) por medio de la estimacion
de la sensibilidad y especificidad
clinicas y precision del método.
A continuacién se muestran los
resultados obtenidos

Determinacion de Sensibilidad

Sensibilidad Clinica

Para determinar la sensibilidad clinica
se realizaron estudios sobre distintos pa-
neles:

a) Sensibilidad clinica con Paneles de sero-
conversién comerciales (BBI, Boston
Biomedica, Inc).

Los resultados obtenidos pueden obser-
varse en la Tabla 1.

b) Sensibilidad clinica en Paneles de Per-
formance de BBI.

En un estudio realizado sobre diferen-
tes paneles comerciales internacionales,
se obtuvieron los siguientes resultados:

PRZ204 (HIV 1/2 Combo Performance
Panel): se detectaron 14 de 14 muestras
reactivas.

PRZ205 (HIV 1/2 Combo Performance
Panel): se detectaron 14 de 14 muestras
reactivas.

PRB204 (Anti-HIV 1 Mixed Titer Per-
formance Panel): se detectaron 23 de las
23 muestras reactivas.

PRB108 (Anti-HIV 1 Low Titer Perfor-
mance Panel): se detectaron 14 de 14

muestras reactivas.



§ Evaluacion de un kit de 4°

generacion...
Tabla I Especificidad
Resultados Resultados Enun estud.io realizado sobre 561 mues-
Paneles BBI HIVAg/Ac ELISA | WesternBlot | tras provenientes de una poblacién de
4* Generacién (segiin BBI) edad avanzada ensayadas por el kit HIV
a 9
Nombre del panel Dias de recoleccion Tiempo (dias) en que la muestra Ag/AS ELISA 4 ) ﬁG .ednzrzuon, szeoen-
de las muestras se vuelve reactiva contro ufl/a espec1' cuda ? 9?’8 so.
Se estudid la posible aparicion de re-
Panel BBI 916 P 049153035 15 30 .
acciones cruzadas ensayando muestras
Panel BBI 924 X 0281026333540 26 35 (indeterminada) provenientes de 266 individuos con di-
Panel BBI 925 Y 01018224449 44 44 (indeterminada) | ferentes condiciones clinicas que pue-
Panel BBI 926 Z 02792732 7 27 den ser causantes de reacciones ines-
Panel BBI 927 AB 028333540 28 35 pemﬁcasapara el ensayo HIV Ag/Ac
1 " p p ELISA 4% Generacién. Estas condicio-
Panel BBI929 AD 041418212528 18 25-28 nes incluyen: mujeres embarazadas y
Panel BBI 931 AF 0 2 7 9 15 28 33 35 42 28 33 pacientes hemodiahzados’ con enfer-
Panel BBI 935 AJ 0101621242843 28 43 medades autoinmunes o enfermeda-
Panel BBI 944 AT 02791416 7 14 (indeterminada) des infecciosas dif§r?ntes a HIY .(Siﬁ'
Panel BBI 945 AU 037131520 13 20 lis, HTLV, Hepatitis B, Hepatitis C,
CMV, adenovirus, otras). Solamente,
Panel BBI 946 AV 04711 7 ND una muestra perteneciente al grupo de
Panel BBI 948 AX 0 18 20 23 23 NO reactivo enfermedades autoinmunes presenté
Panel BBI 954 BD 02710141721 21 No reactivo una reactividad no especifica. Para esta
oblacién la especificidad es de 99,62%.
Panel BBI 955 BE 0371214 7 todas las muestras | P P ’
indeterminadas
Panel BBI 956 BF 040424750 47 No reactivo Precision
Panel BBI 957 BG 07914162328 23 tﬁ’das las muestras | Qe realiza un estudio de reproducibili-
indeterminadas dadi . .
ad intra e inter-ensayo, asf como tam-
Panel BBI 958 BH 027915117 9 No reactivo bién inter-lote, con muestras de diferen-
Panel BBI 959 BI 07914192126 7 14 tes niveles de reactividad (Tabla II).

ND: no determinada

¢) Sensibilidad clinica en Paneles de mues-
tras reactivas anti-HIV.

En un estudio realizado sobre 540 mues-
tras de pacientes con infeccién por HIV-
1 y HIV-2 confirmadas por diferentes
métodos, se encontraron reactivas la
totalidad de las muestras con el kit HIV
Ag/Ac ELISA 4* Generacion.

N° de muestras Sensibilidad
361 [hospitales] 100%
203 [poblacién de riesgo] 100%
153 muestras reactivas

y 50 no reactivas

26 muestras HIV-2 100%

Sensibilidad antigeno p24

El panel BBI PRA8O1 (HIV Antigen
Sensitivity Panel) consiste en diluciones
seriadas de cultivo de células infectadas
por HIV-1. La concentracién de antigeno
p24 se determina con los estindares:
WHO: HIV-1 p24 Antigen 90/636, DuPont
HIV p24y Sanofi HIV Antigen, detectin-

dose hasta la dilucién ntimero 9 (concen-
tracién de p24 < 2 pg/ml, segtin BBI) con
el kit HIV Ag/Ac ELISA 4* Generacién.

Ensayos de Especificidad

Especificidad Clinica

En un estudio realizado sobre 3250 mues-
tras de sueros y plasmas provenientes de
dos centros diferentes, ensayadas por el
kit HIV Ag/Ac ELISA 4* Generacion,
se encontraron 99,94% (3229/3231) de
muestras no reactivas. De las 21 mues-
tras inicialmente reactivas, 19 fueron reac-
tivas, confirmadas por otros métodos.

Tabla II
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LN LN

Promedio | Intra-ensayo | Inter-ensayo| Inter-lote
DO/CO C.V. C.V. C.V.
Muestra 1 2,44 9,19% 10,88 % 13,44 %
Muestra 2 1,5 10,24 % 13,2 % 12,67 %
Control positivo 15,09 2,12 % 2,13 % 2,52 %
Control negativo 0,074 14,68 % 13,58 % 2342 %

n =144

—)
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% 1 Sindrome Urémico Hemoli-
tico (SUH) es una entidad cli-
% nica y anatomopatolégica ca-
racterizada por la asociacién de anemia
hemolitica microangiopatica, insuficien-
ciarenal aguda (IRA), trombocitopenia
y evidencias de coagulacién intravascu-
lar. Se presentan signos de agresién mul-
tiparenquimatosa del rifién, encéfalo y
tubo digestivo, més una relativa hiper-
tension arterial. La diarrea y las infec-
ciones respiratorias altas son los princi-
pales factores que alertan sobre la posi-
ble presencia de esta entidad. Es la cau-
sa mas frecuente de IRA en pediatrfa.
Afecta fundamentalmente a nifios des-
de el segundo semestre al tercer afio de
vida, eutréficos y de buenas condiciones
sociales. No se pueden excluir aunque
su prevalencia sea muy inferior a la ob-
servada en este grupo a los nifilos mas
pequefios y adolescentes. Afecta por
igual a ambos sexos y se presenta todo el
afio con mayor incidencia en verano y
primavera. Suele presentarse en brotes
epidémicos reportindose la mayoria de
los casos en guarderfas, parques acuéti-
cos y restaurantes de comidas répidas
debido a la mala coccién de la carne de
las hamburguesas.

Causas

El SUH tiene muchas causas conocidas
y algunas desconocidas. Variadas mani-
festaciones de disfuncién renal que van
desde una simple alteracién del sedi-
mento urinario hasta cuadros muy se-
veros de anuria por necrosis cortical re-
nal total o parcial. Manifestaciones neu-
roldgicas de importancia son simulté-
neas, posteriores a las renales, o ausen-
tes por completo dentro del cuadro cli-
nico. Por lo tanto debido a las diferentes
intensidades segtin el agente causal o
patologia de base a la que se asocia, es

El presente articulo representa un ex-
tracto de la monografia realizada por
el Dr. Gastén E. Carri Saravi, Policli-
nico Regional Avellaneda de Buenos
Aires. Para obtener el trabajo comple-
to, dirigirse al departamento de Marke-
ting de Wiener Laboratorios.

marketing@wiener-lab.com.ar

necesario distinguir las distintas varian-
tes o formas clinicas de este sindrome.
Principalmente se presenta como con-
secuencia de infecciones por E. coli,
Shigella sp. y Neumococo. También se
lo asocia a diversas drogas: anticoncep-
tivos orales, agentes quimioterapicos
(principalmente Mitomicina C); luego de
transplantes y a procesos malignos de
préstata, gastricos y pancreaticos.

Clasificacion

En el cuadro I se describen las distintas
formas de la enfermedad.

De todas estas formas de SUH, debe
enfatizarse que la asociada a infeccio-
nes por E. coli entero hemorragica, pro-
ductoras de toxinas tipo Shiga ( también
conocidas como verotoxinas) es la mas
frecuente, mejor conocida en cuanto a
su fisiopatogenia, se da principalmente
en nifios y es endémica en nuestro pafs.
Teniendo en cuenta lo anterior, consi-
derando las evidencias clinicas, epide-
mioldgicas y estudios microbioldgicos que

Cuadro 1

remarcan una etiologfa infecciosa pre-
dominante, y recalcando que mads del
90% de los nifios con SUH asociado a
un cuadro diarreico evidencian las toxi-
nas producidas por la E. coli de serotipo
mis frecuente O157:H7; puede clasifi-
carse al SUH como: SUH tipico al que
presente antecedentes de diarrea (D+),
y SUH atipico al que no presente ante-
cedentes de diarrea (D-).

Ante un cuadro agudo, compatible con
SUH, puede clasificarse como confirma-
do, probable o posible, con la clinica,
datos de laboratorio y antecedentes pre-
vios del paciente. Se toma esta clasifi-
cacién como punto de partida y diagnds-
tico presuntivo, para futuros estudios de
certeza confirmatoria y diagndstico de-
finitivo.

A- Confirmado:

Cuadro clinico y datos de laboratorio

que evidencien:

- Anemia (de inicio agudo) con cambios
microangiopéticos (esquistocitos, burr
cells or helmet cells) en sangre perifé-
rica.

- Dano renal (de inicio agudo) eviden-
ciado por hematuria, proteinuria y/o
creatinina elevada (> 1,0 mg/dl en ni-
fios < 13 anos, 0 > 1,5 mg/dl en nifios
> 13 afios; 0 > 50% elevada por sobre
la linea de base).

- Las plaquetas pueden detectarse dis-
minuidas en el inicio de la enfermedad,
pero pueden normalizarse o incluso
aumentar posteriormente.

I. Idiopatica

Formas atipicas, esporadicas o recurrentes, con mayor incidencia en
nifios mayores y jévenes.

II. Asociadas o 1- Infecciones:

secundarias
c- Ricketsias
e- Hongos

2- Drogas

4- Embarazo y parto

a- E.coli (serotipos 0157-H7,0216,011,0121, etc.). Shigella disente
riae (serotipo 1). (Productores de SHIGA toxina, tipo 1, 2, 2cy 2e
b- Otras bacterias (neumococos, meningococos, salmonellas, etc.
d- Virus (EBV, coxsackie, parvovirus, HIV, etc)
f- Vacunas (sarampién, parotiditis, tétanos, etc)

3- Neoplasias. Quimioterapia

5- Enfermedades autoinmunes

6- Transplante de 6rganos
7- Otras nefropatias, picadura de vibora, etc

I1I. Formas familiares

a- Autosémica recesiva
b- Autosémica dominante
c- Déficit de complemento (Factor H)
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B- Probable:

- Paciente con cuadro agudo diagnosti-
cado como SUH o PTT (ptrpura trom-
bética trombocitopénica) que retine los
criterios de laboratorio pero sin ante-
cedentes de diarrea sanguinolenta agu-
da en las Gltimas tres semanas.

- Paciente con cuadro agudo diagnosti-
cado como SUH o PTT con diarrea
aguda de inicio dentro de las tres se-
manas precedentes y, correlacién con
datos de laboratorio sin que se puedan
confirmar cambios microangiopaticos.

C- Posible:

Reporte inicial basado exclusivamente
en la clinica, antes de obtener los datos
de laboratorio.

Clinica y laboratorio

A- Etapa Prodrémica

1- Forma tipica o post-enteropética: en la
mayor parte de los pacientes (89%), el cua-
dro se inicia por una diarrea frecuentemente
sanguinolenta, dolor abdominal, disten-
siény vomitos, de pocos dfas de duracién
y con escasa fiebre, que luego de un pe-
riodo libre, de horas a pocos difas, sobre-
viene la fase aguda del padecimiento.

2- Forma atipica: no asociada a diarrea,
con menor frecuencia, es precedido por
una infeccién de las vias respiratorias
superiores con un periodo intermedio sin
sintomas de 1-10 dfas, luego de los cua-
les aparece la etapa aguda.

B- Etapa Aguda

1- Inicio stibito de anemia hemolitica
microangiopética Coombs negativa ge-
neralmente severa, que evoluciona con
crisis de hemdlisis.

2- Trombocitopenia (pdrpura, equimo-
sis, hemorragia de mucosas).

3- Nefropatfa, con insuficiencia renal
aguda, oligoanuria, con una duracién
promedio de 14 dias, que se acompafia
de las habituales complicaciones meta-
bélicas y hemodindmicas tales como aci-
dosis, hiperkalemia (la més seria), hipo-
natremia e hipervolemia.

En ocasiones hay compromiso del SNC,
con somnolencia, convulsiones y hasta
coma. Otros datos pueden comprender
hepatoesplenomegalia, dolor abdominal
grave, hipertensién (1/3 de los nifios) e
insuficiencia cardfaca.

Segtn el grado de disfuncién renal, se

clasifica en:

- Leve: oliguria (volumen urinario me-
nor a 300 ml/m2/24hs), < 7 dias

- Moderado: oliguria 7-14 dias o anuria
<7dfas

- Severo: oliguria > 14 dfas o anuria > 7
dfas.

Podriamos clasificar los sintoma en tem-

pranos y tardios, como se muestra en el

cuadro II.

Examen de laboratorio

1- Funcién renal: urea elevada, creati-
nina elevada.

2- Electrolitos plasméaticos: Na* bajo, K*
elevado, calcemia disminuida, fosfate-
mia normal o ligeramente elevada.

3- Hemograma, anemia severa, general-
mente con hemoglobinas promedio de 6
g/dl, con glébulos rojos en forma de cas-
coy fragmentados, asociados a trombo-
citopenia con macroplaquetas (general-
mente con valores menores a 60 mil/ml)
y recuento de glébulos blancos elevados
moderadamente generalmente mayores
a 20 mil/ml. El recuento de reticulocitos
esti elevado; Coombs negativo indica
que la anemia no estd mediada inmu-
noldgicamente. Si la anemia es severa
puede observarse hemoglobina libre en
plasma.

4- Los estudios de coagulacién, TP,
KPTTy fibrin6geno pueden dar norma-
les 0 anormales. Puede haber fibrinolisis
con elevacién de los productos de de-
gradacién de fibrina.

5-Valores elevados de LDH y bilirrubina
reflejan una hemdlisis intravascular. La
bilirrubina rara vez exceda los 2-3 mg/dl.
La haptoglobina estd muy disminuida.

Cuadro II

6- Orina completa: lo esperable es que
sea nefritica: con hematuria, cilindru-
ria y proteinuria.

7- Imégenes ecograficas, ecografia renal
por Doppler, ecograffa abdominal-TAC
cerebral-ECG caracteristicas.

8- Coprocultivo: para la deteccién de
algtin tipo de E. Coli, u otro patdgeno pro-
ductor de toxina Stx.

9- Biopsia de rifidn que revela cambios
histolégicos, diagndsticos de esta enfer-
medad.

Diagndstico diferencial

Pueden planearse diversos diagndsticos,
de acuerdo al momento evolutivo en que
sea examinado el paciente:

Durante la etapa inicial de colitis hemo-
rragica, descartar: infecciones intestina-
les por Shigella, Yersinia, Campilobacter,
Rotavirus, etc; causas quirtrgicas, inva-
ginacién intestinal, infarto colénico, he-
morragias y necrosis intestinal.
Durante la fase aguda, es un cuadro cli-
nico muy tipico, pero debe diferenciarse
conla PTT fundamentalmente en nifios
mayores. Este cuadro es més grave, con
recaidas frecuentes y mayor compromi-
so neuroldgico. Descartar otras causas
de anemia e insuficiencia renal aguda.
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Sintomas tempranos

Sintomas posteriores

Fiebre

Gasto urinario bajo (oliguria)

Diarrea

Gasto urinario nulo (anuria)

Sangre en heces Palidez

Irritabilidad Distensién abdominal o aumento del perfmetro abdominal, por au-
mento del tamano del higado y bazo

Debilidad Magulladuras

Letargia Erupcién cutinea en forma de pequerios puntos rojos (petequias),

coloracién amarillenta de la piel (ictericia)

Heces con olor fétido

Disminucién del nivel de estado consciente, convulsiones




