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Historia

LaBiologiaMolecularhaavanzado desdefinales de 1860
enque Miescher aislé unanucleoproteina que finalmente
fue unacido nucleico, elcualenladécadade 1940 Avery
y sus colaboradores demostraron que contenia la
informacién genética en labacteria Pneumococcus. Enla
décadade 1950 Watsony Crick en base alos estudios de
cristalografia de rayos X de Franklin, identificaron la
estructura de doble hélice del &cido desoxirribonucleico
(ADN). El posterior entendimiento de la replicacion del
DNA junto con el descubrimiento de Kornberg en la
décadade 1950, de laDNA polimerasa capaz de sintetizar
fragmentos de DNA. Fueron la base de los desarrollos
tecnoldgicos que derribaron eldogmagenético DNARNA
Proteina, aldescubrirse en 1970 por Teminlatranscriptasa
reversa, encontrada en algunos virus RNA (llamados
retrovirus) que permite al RNA ser copiado a DNA. Las
enzimas denominadas endonucleasas de restriccion,
junto con todo el arsenal de la década de 1980, permitio
aMullisamplificar segmentos conlareaccion de polimerasa
en cadena (PCR), método que pronto se convirtio en "un
procedimiento de rutina" en los laboratorios de Biologia
Molecular. En un corto periodo esta tecnologia ha
modificado radicalmente el diagnostico clinico.

Necesidad de técnicas mas sensibles en la deteccion
de virus en productos sanguineos

Para que un Banco de Sangre sirva a su propdsito real,
que es proporcionar productos sanguineos utiles con el
minimo riesgo de infectar a los receptores sanguineos,
los examenes practicados a cada uno de los donadores
debensercorrectosy las determinaciones de cadaunode
los donadores deben serrelevantes para el diagnosticoy
vigilancia de los mismos, cuando hay evidencias de
infeccion, fundamentalmente parano transmitirlos agentes
causales de enfermedadesinfecciosas como son el Virus
de la Hepatitis B (VHB), Virus de la Hepatitis C (VHC) y
Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH).

El principal problemaque setiene en el escrutiniode los
donadores es que el tamizaje de agentes etioldgicos se
realiza mediante la huella inmunolégica detectando IgG,

por el método de ELISA enziméatico, 0 por inmunoensayo
QUIMIOLUMINISCENCIA, porlo que el periodo de ventana
serolégico es aproximadamente de 16 dias después de la
infeccién para el caso de VIH-1, de 70 dias para VHC, y
para VHB es de 45 dias.!

Técnicas de biologia molecular en el escrutinio de la
serologia viral en bancos de sangre

Laimplementacion de metodologias de Biologia Molecular
como la tecnologia de &cidos nucleicos (NAT), en el
escrutinio de donadores, fue posible sélo por la
automatizaciénylaadaptaciondelametodologiaagrandes
cargas de trabajo, como lo es el caso de la tecnologia de
Amplificacion mediada por Transcripciéon (TMA), que utiliza
un aparato TECAN que puede hacer hasta 16 mezclas o
pooles de muestras individuales, lo cual se valorara en el
Banco Central de Sangre del Centro Médico Nacional "La
Raza".

En principio, utilizar dichametodologia NAT reduce el
riesgo residual de infecciones virales transmitidas por
transfusion. Aln mas, se estan usando minipooles de
donadores unido a latecnologia NAT detectando VHC 6
HIVy VHC,22 6 VIH, VHC y VHB.*

LametodologiaNAT hademostrado en algunos casos
ser eficiente paramejorar latransfusion segura comparado
con el tamizaje basado sélo en la deteccion de
anticuerpos,®” sinembargo lametodologiaNAT no puede
detectar todas las infecciones en periodo de ventana,
porque se hanreportado casos enlos cuales componentes
sanguineos que fueron NAT negativo causaron hepatitis
postransfusion.t® No obstante, la introduccion de la
metodologia NAT para tamizaje de la sangre, reduce la
incidencia de la hepatitis postransfusion.t12

Lo anterior se debe a que las metodologias basadas
en deteccion de anticuerpos son capaces de detectar la
infeccion virica durante la fase cronica solamente,*® por
lo que es necesario conocer la inmunobiologia de la
infeccion parainterpretar adecuadamente los resultados
brindados por las técnicas NAT, y darles su justo valor.
De esta manera es imprescindible contar con ambas
metodologias paradisminuirla probabilidad de no detectar
productos sanguineos infectantes. Por ejemplo se ha

* Banco Central de Sangre CMN “La Raza" Banco Central de Sangre. Centro Médico Nacional Siglo XXI. IMSS. México, D.F.
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demostrado utilizando paneles de seroconversion de
donadores de plasma que después del contactoinfectante
con el VHB, hay un periodo de 2 a 4 semanas antes de
gue se pueda detectar el antigeno de superficie de la
hepatitis B (HBsAg) durante el cual, el ADN VHB puede
ser detectado por pruebas NAT.

El sistema de minipooles y la automatizacion de NAT
en el banco de sangre

El advenimiento de la tecnologia de microchips hizo
posible inventar aparatos que pudieran automatizar las
técnicas NAT, y particularmente que fueran de alto
rendimiento al realizar mezclas o pooles de los plasmas o
sueros de los donadores, y aun mas, determinar en un
mismo tubo de reaccién los dos virus RNA que son VHC
y HIV y el DNA que es el VHB.

En el Banco de Sangre del CMN “La Raza” se evalla
uno de esos aparatos, con su metodologia, que utiliza
como mezclador el TECAN y la metodologia NAT la
denominada PROCLEIX ULTRIO ASSAY que es una
técnica basada en la amplificacién mediada por
trascripcion.

El sistema Procleix Ultrio creado por Chiron y Gen-
Probe aparentemente disminuye la ventana serolégica
entre lainfeccionyladeteccion amplificandoy detectando
secuencias virales.’® Se ha reportado que reduce la
deteccion de la ventana arriba de 50% para VIH, de 22
dias a aproximadamente 11 dias,'*'" y cerca de 72 dias
paraVHC, de 82 dias aaproximadamente 23 dias.*® Para
VHB es detectado un promedio de 20 dias mas temprano
que las pruebas sexologicas.®

Sin embargo existe evidencia de que la metodologia
puede no ser tan sensible como se piensa. Varia su
sensibilidad de acuerdo a la seroprevalencia, llegando a
detectar de 10 a 20 copias, pero debe ser probada en las
poblacionesenlas cuales se utilizara para dar su valor real
aesapoblacion. Se hareportado que el grado de deteccién
depende del nUmero de copias virales en el paciente, en el

En el Banco de Sangre del CMN “La Raza” del IMSS,
se evalla dicha metodologia, estableciendo un
planteamiento en el cual la determinacion de la serologia
de VIHyVHC serealiza por quimioluminiscencia usando
un aparato PRISMA, al igual que la determinacion de
HBsAg. Lo cual determina periodos de ventana para
hepatitis B de 45 dias, hepatitis C de 70 diasy VIH de 16
dias, los cuales se veran reducidos con el estudio
adicional delaprueba TMA, en minipooles de 16 plasmas.

El objetivo genérico del estudio es el determinar la
sensibilidad de TMA simultanea para la deteccion de
hepatitis B, hepatitis Cy VIH enminipooles de 16 muestras
endonadores, contrastando con la quimioluminiscenciay
ladeterminacion individual.

La técnica en su proceso genérico se muestra en el
cuadro I.

El principio de la metodologia TMA Procleix es la
siguiente:

e Captura Selectiva .

e Capturalosacidos nucleicos virales en microparticu-
las magnéticas.

e Amplificacién Mediada por Trascripcion (TMA).

e Amplifica porciones de RNA y/o DNA.

e Deteccion.

Ensayo de proteccion de la hibridacion (HPA) inactiva
selectivamente el marcaje AE (éster de acridinio) sobre las
sondas no hibridadas para reducir al maximo el ruido de
fondo.

La tecnologia de ensayo cinético dual (DKA) simul-
taneamente detecta el control (IC), la carga viral de RNA
o la sefial de DNA.

Laevaluacién contemplatrabajar con 6 000 muestras
en375poolesde 16 muestras cadauno,y 2000 procesadas
individualmente para la determinacion simultanea de
VIH, VHB y VHC.

Losresultados preliminares hasta el momento sonde
5264 donadores en 329 pooles,(Cuadroll).

casode VIH <400 copias/mL puedenno serdetectadas en Cuadrolll.
minipooles de 8 muestras, o aun procesandola como o _ o _
muestratinica, porlo que se define que ambas metodologias, Pooles Discriminatorios Quimioluminiscencia
. . o positivos positivos positivos
laserolégicaylaNAT sonimprescindiblesy no mutuamente
excluyentes. 1 1 1
Cuadro l.
Hacer Procesamiento Reaccion Deteccionen Leerresultados
minipooles muestrasen TMAen bafio de agua enel
de 16 pooloindividual bafios de luminémetro
muestras agua
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( Cuadro lll. )
Pruebas Procleix Quimioluminiscencia
discriminatorias TMA
VHC 8 8
VIH 2 2

\VHB 1 1 )

Hasta el momento la positividad de los pooles y las
pruebas discriminatorias han coincidido, no hay resultados
falsos positivos. Los ensayos discriminatorios diferencian
la positividad, porque en el pool positivo no se sabe que
acido nucleicofue detectado, y las pruebas discriminatorias
emplean sondas especificas para VIH, VHC 6 HB.

Pruebas Discriminatorias de los 11 pooles positivos,
cuadro Il

Actualmente con estos resultados preliminares existe
coincidenciaentre la prueba serol6gica de quimioluminis-
cencia'y TMA discriminatorio.

Hasta el momento la metodologia Procleix en las
aproximadamente 6 corridas, hainvalidado 1. Todo coincide
con los resultados de otros investigadores que han
encontrado discordancias entre NAT y serologia. Con
estos resultados podemos concluir preliminarmente que
aparentemente no hay problemas de resultados falsos
positivos, por lo que la especificidad sera como se ha
referido por el fabricante del 100%. Las discrepancias que
pudieran existiry que se han encontrado en otros estudios
debendeinterpretarse enfunciéndel ciclo de infeccion del
agente determinado, porlo que lasensibilidad analitica del
ensayo Procleix Ultrio es alta, pero se determinara con el
estudio del panel de seroconversion que podrademostrar
que achica la ventana de deteccion, lo cual sera critico
paraelanalisis de lasensibilidad en pooles de 16 muestras.
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