Trabajo de investigacién y clinica aplicada

Biopsia de tonsilas: valor

diagndstico y peligro iatrogénico de
contagio en enfermedades pridnicas

Tonsil biopsy: diagnosis value and iatrogenic
contagiousness in prion diseases

Las enfermedades pridnicas estan asociadas con la acumu-
lacién de una isoforma anormal de la proteina celular prié-
nica (PrPSc), que es el principal constituyente de los priones.
Los priones se replican en tejidos linforreticulares previa-
mente a la neuroinvasién, sugiriendo que las muestras por
biopsia de esos tejidos, podria ayudar al diagnéstico precoz
de esa PrPSc. Por todo ello, resulta interesante el incidir en
tres cuestiones importantes desde nuestro punto de vista.
En primer lugar la validez del diagnéstico “in vivo” a partir
de muestras de tonsilas (biopsia) para la determinacion de
la variedad de enfermedad de Creutzfeldt-Jakob adquirida
por consumo de carne bovina contaminada (vCJD), por otro
lado la posibilidad de peligro de transmision iatrogénica
de vCID a través de endoscopias y biopsias, y finalmente, la
seguridad en la toma de muestras y en el laboratorio para
el personal sanitario adscrito.
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La enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD) en humanos
y todas las encefalopatias espongiformes en general en los
mamiferos, han tenido en los Ultimos afios unas importantes
repercusiones en la sociedad de consumo, respecto a la segu-
ridad alimentaria y el consumo de carne contaminada con
priones como posible via de transmision de las citadas enfer-
medades tras el escandalo de la Encefalopatia Espongiforme
Bovina en el Reino Unido por un lado, y por otro, consecuen-
cia del anterior, el interés creciente por el estudio de los prio-
nes, tanto en animales como en humanos. El tema que nos
ocupa se centra en las relaciones entre la nueva variedad de
Creutzfeldt-Jakob (vCJD) , producida por la ingestion de car-
nes bovinas contaminadas con el prién y las tonsilas, como
lugar de replicacion previo a la colonizacién cerebral.

Las caracteristicas clinicas diferenciales de la vCJD con la
CJD esporadica (comienzo precoz, manifestaciones psiquia-
tricas iniciales, curso mas lento y datos patoldgicos pecu-
liares han permitido su separacién de la CJD clasica). La
edad media de los casos descritos no llega a 30 afios con un
rango de 14-53 afios. Los pacientes presentan prédromos
de alteraciones psiquiatricas (apatia, depresion, psicosis) y
parestesias en extremidades durante unos 6 meses antes
de que aparezca el cuadro neurolégico clasico. La enfer-
medad suele superar el afio de duracién. El EEG no suele
mostrar los hallazgos clasicos. Una sintesis actualizada de
la sintomatologia clinica y muchos datos epidemiolégicos
estan disponibles en la red, siendo publicada por la Unidad
de Vigilancia de la ECJ britdnica. Un rasgo distintivo de la
vCID es la afectaciéon del sistema linforeticular (1).
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SUMMARY

Prion diseases are associated with the accumulation of an
abnormal isoform of cellular prion protein (PrPSc), wich is
the principal constituent of prions. Prions replicate in lym-
phoreticular tissues before neuroinvasion, suggesting that
lymphoreticular biopsy samples, may allow early diagno-
sis by detection of PrPSc in new variant Creutzfeldt-Jakob
(vCJID). This technique have three problems: your validity
for diagnostic use “in vivo”, your possible cross-contami-
nation or iatrogenic transmission of abnormal PrPSc in the
assay, and the human safety in sanitary personal.

KEY WORDS:
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Desde 1995 hasta junio de 2002, un total de 124 casos
humanos de la vCID se han diagnosticado en el Reino Unido,
6 casos en Francia y un caso en Italia, Irlanda y Estados Unidos.
(2). Basandonos en los andlisis publicados en abril de 2002 de
esta misma referencia utilizando los modelos de crecimien-
to exponencial, las estimaciones del incremento anual del
numero de casos de vCJD en el Reino Unido desde del primer
brote ha sido un 18% por afio que es equivalente a doblar
los casos cada 4,2 afios. La importancia de este aspecto, lejos
de relacionarla con el volumen total de afectados, que no es
mucha, viene dada por la precariedad de medios para diag-
nosticar la enfermedad, por un lado por la negativa de cier-
tos médicos forenses a realizar sin las oportunas medidas de
seguridad sus indagaciones, y por otro lado la exclusividad de
un diagndstico andtomo patolégico “post mortem”. Resulta
interesante investigar nuevos métodos de diagnéstico mas
precisos, si cabe, y por supuesto “in vivo”, con la consiguiente
mejora y exactitud de los indices de prevalencia.

Son muchos los estudios que se han llevado a cabo para
correlacionar los datos obtenidos con pruebas “in vivo”
para diagnosticar la CJD en general. Ademas la importan-
cia del estudio de las tonsilas viene dada por la infectivi-
dad de estos tejidos, ya que pueden ser riesgo potencial de
difusion iatrogénica a través de la cirugia en estas zonas.

La vCJD tiene una patogénesis distinta y clara respecto
de otra formas de enfermedades pridnicas en humanos,
ya que la proteina PrPSc involucrada en esta patologia es
rapidamente perceptible en tejidos linforreticulares (3).
Ademas este largo tiempo que permanece en las tonsilas
(periodo subclinico de portador) se debe a que el prién
necesita una adaptacién al nuevo huésped, que en el caso
de la vCJD es otra especie (4).
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Las enfermedades pridnicas estan asociadas con la
acumulacién de la isoforma anormal de la proteina celular
pridénica (PrPSc), que es el principal constituyente de los
priones, los cuales se “replican” en tejidos linforreticulares,
entre ellos las tonsilas, antes de la neuroinvasién, y por lo
tanto su biopsia podria significar un diagnéstico precoz de
la vCJD (5). La acumulacion de las proteinas patolégicas en
tonsilas y en apéndice se ha demostrado previa a la confir-
macioén clinica de la vCJD (6). La edad mas aconsejable para
establecer los patrones de investigacion de proteina de la
vCJD se establece entre los 25 y los 29 afios de edad, ya que
en el resto de los casos se ha visto la nula representatividad
de los resultados obtenidos (7).

Algunos autores (8, 9) sefialan que bajo determinados
contextos clinicos, no siempre, si una biopsia de tonsilas
es positiva para la PrPSc, se diagnostica como vCID la
enfermedad, obviando la necesidad de tomar biopsias
cerebrales.

Los métodos empleados para la determinaciéon de
PrPSc en tonsilas son variados, entre ellos podemos citar la
Inmunohistoquimica (10, 11) y el Western blot (3,12), aun-
que otros autores preconizan que sera suficiente el utilizar
para las pruebas solamente un aspirado de tejido, esto es
complicado ya que para el Western blot se necesita mas
tejido, no obstante seria adecuado para pacientes que han
sufrido una tonsilectomia.

Existe una variedad de Western blot, la paraffin-emm-
bedded tissue blot (PET-blot) que se sugiere mas sensible,
sobre todo en estadios precoces de la enfermedad (13).

Otros autores discrepan de lo anterior y sefialan que la
inmunohistoquimica y el Western-blot no son lo suficien-
temente sensibles para detectar PrPSc en tejidos linfoides
periféricos, por lo menos en la CID esporadica o en la
variedad familiar (14).

En algunos trabajos posteriores (15) no justifican la
biopsia de tonsilas como método diagnéstico “in vivo”
porgue en el citado procedimiento no se ha estudiado ni la
sensibilidad, ni la especificidad, ni mucho menos la seguri-
dad, ya que puede conllevar un riesgo de hemorragia y de
infeccion, as como el riesgo durante la anestesia. Algunos
pacientes clinicamente sospechosos de la vCJD y candidatos
para la biopsia de tonsilas posteriormente se recuperaron.
Se necesita mayor informacién al respecto y estos autores
siguen las recomendaciones de la OMS respecto a que este
método se lleve a cabo solamente en estudios post mortem.
Ademas un resultado negativo en biopsia tonsilar no signi-
fica que los resultados de biopsia de cerebro sean negativos
y este Ultimo método ayuda a diagnosticar de una manera
mas perfecta cualquier desorden neurolégico.

Del mismo modo, ciertas referencias (4) establecen
resultados obtenidos a partir de experimentos en rato-
nes, que puede existir una fase temprana y prolongada
en la vCJD a partir de la posible transmisién desde la BSE
(por consumo de carne, por ejemplo), en la que el agente
etioldgico de la enfermedad se estda adaptando al nuevo
individuo colonizado y por lo tanto durante ella no sea
posible el determinar la presencia de la PrP resistente a las
proteasas, lo que haria inutiles los sistemas de deteccion
“in vivo"”, como son las biopsias, ademas de agravar la
posible diseminacién del agente a partir de esos portado-
res asintomaticos. Los estudios todavia son escasos pero
conducen a lo anteriormente citado (16).

Resultan interesantes sin embargo, los estudios de un
investigador de priones (17) que habiendo investigado
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3170 especimenes de tonsilas en el Reino Unido en perso-
nas sospechosas de haber contraido la vCID, en ninguno de
ellos aparecio la proteina pridnica.

Sea como fuere, los sistemas de deteccién "in vivo” de
la vCID a partir de tonsilas estan ahi, y en cualquier caso
resultan, si no definitivos, una ayuda y una perspectiva
desde la cual podemos ahondar en posteriores técnicas
potencialmente al cien por cien efectivas.

Existen formas iatrégenas clasicas de CJD, en las que la
enfermedad aparece por contacto con el agente priénico
(tejido nervioso u ocular) que padece clinica o subclinica-
mente la persona viva o muerta contagiante. El contacto
entre el inéculo y el huésped humano ha de ser parenteral
en los casos de CJD iatrégeno, pues el contacto a través de
la piel intacta no produce la enfermedad. No hay documen-
tado ninguln caso de contagio por transfusién sanguinea
en el CJD esporadico, pese a que en animales de experi-
mentacién se ha podido transmitir el CJD con productos
sanguineos por inoculacion intracerebral. El periodo de
incubacion de la CJD iatréogena varia notablemente segun
el modo de inoculacién. La manipulacién neuroquirurgica
(implante de electrodos) que conlleva contacto entre tejidos
nerviosos, tiene un periodo de incubacién mas corto que los
casos de infeccién iatrégena por hormona de crecimiento o
gonadotrofina que transmitieron el prién verosimilmente
de hipdfisis de cadaveres afectos por via sanguinea (1).

Tras comentar que existe una forma caracteristica de
CJD iatrégena, podemos avanzar que a través de la biopsia
de tonsilas podemos también poner de manifiesto el carac-
ter iatrogénico de la vCJD en concreto (18). El principal
riesgo radica en los enfermos que por una u otra causa se
les realiza biopsia de tonsilas para diagnéstico de enferme-
dades infecciosas o con otras pretensiones, sin pensar que
el posible enfermo esta “incubando” la vCID. Ni que decir
tiene que en nuestro pais esto es bastante improbable o
incluso casi imposible, pero hay que tener en cuenta todas
las posibilidades de posible contagio. Estos priones son
resistentes a todos los sistemas convencionales de esterili-
zacion y por lo tanto lo mas aconsejable seria la utilizacién
de métodos que aseguren un solo uso del material (19),
sobre todo en endoscopias y biopsias de tonsilas.

Otros estudios (20) también indican que a través de
6rganos transplantados también podria ser posible la
transmision de la enfermedad. Otro riesgo radica en el
posible contagio a partir de hormona de crecimiento con-
taminada (21) o incluso como consecuencia de practicas
con material quirtrgico oftalmico contaminado (3).

Proteccion del personal sanitario frente a los priones:

Para llevar a cabo el analisis cualitativo del riesgo
de “infeccion” en los diferentes ambientes laborales, es
imprescindible en primer lugar identificar todos los facto-
res de riesgo que pueden estar involucrados en la transmi-
sion del agente al trabajador y/o al medio ambiente (otras
personas, otros animales):

1.- Identidad del agente: si el agente es conocido, se
puede emplear la legislacién correspondiente para
determinar el nivel de contencién asignado.

2.- Transmisiéon del agente: la transmisién depende del
tipo de material que se manipula, de la actividad que el
operario desarrolla y de las posibles vias por las cuales
el agente puede penetrar en el hospedador.

3.- Gravedad de la enfermedad: cuanto mas severa sea,
mas alto sera el nivel de contencidén necesario.

4.- Profilaxis: el riesgo de trabajar con agentes infecciosos
decrece si existen medidas profilacticas efectivas.
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5.- Tratamiento: se da una situacion similar a la anterior
cuando estan disponibles tratamientos efectivos, que
pueden incluir el uso de vacunas, inmunoglobulinas
especificas, antibidticos y antivirales.

Una vez valorado el riesgo hay que proceder con la
siguiente secuencia de actuaciones:

12. Prevenir la exposicion al agente o substitucién por
otro menos peligroso (lo que en este caso no es factible).
22, Seleccionar las medidas de control. 3°. Mantenimiento
y comprobaciones periédicas de esas medidas. 4°.
Proporcionar informacion y formacion a los profesionales.
52. Monitorizacion de la exposiciéon en el lugar del trabajo,
si ello fuera posible (al tratarse de contaminantes biologi-
cos resulta practicamente inviable) y 6°. Vigilancia médica
de los trabajadores expuestos.

Las evaluaciones de riesgos biolégicos en el dmbito
laboral se deben realizar para dos amplias categorias de
trabajadores: (a) cuando la exposicién de los mismos no
es consecuencia directa del trabajo sino que es una conse-
cuencia secundaria (por ejemplo, un hospital, un matade-
ro), y (b) cuando la exposicidon resultante procede de una
intencién deliberada de trabajar con los agentes biolégicos
(por ejemplo, un laboratorio de investigacion). En princi-
pio, el alcance para la reduccién y control del riesgo suele
ser mucho menor en la categoria primera.

Segun el Real Decreto 664/1997, de 12 de mayo, sobre
la proteccion de los trabajadores contra los riesgos relacio-
nados con la exposicion a agentes biolégicos durante el
trabajo, y mas recientemente en la directiva 2000/54/CE del
Parlamento Europeo y del Consejo, de 18 de septiembre
de 2000, sobre la proteccién de los trabajadores contra los
riesgos relacionados con al exposicion a agentes biolégicos
durante el trabajo, los agentes productores de encefalopa-
tias espongiformes transmisibles se clasifican en el grupo
3: que son aquellos que pueden causar una enfermedad
grave en el hombre y presentar un serio peligro para los
trabajadores, con riesgo de que se propague a la colectivi-
dad y existiendo generalmente una profilaxis o tratamien-
to eficaz, aunque con matices, ya que no se ha comproba-
do que el agente se pueda transmitir por el aire..

Segun el Comité Cientifico Multidisciplinar para la
Investigacién en Encefalopatias Espongiformes Transmisibles
del Ministerio de Ciencia y Tecnologia, en su Opinién cien-
tifica sobre Bioseguridad de 15 de enero de 2001, podemos
considerar en el caso que nos ocupa los laboratorios de
diagnéstico y los hospitales como ambitos de riesgo.

En cuanto a la vCJD, en funciéon, principalmente, de
las vias por las que se ha citado que podria transmitirse
la enfermedad (y que podra hacerse extensible al resto de
las EETs), el trabajo de laboratorio permitiria la supresiéon
de algunas de las restricciones del nivel 3 de contencioén,
como son la presidon negativa, la filtracion HEPA del aire de
salida y, puesto que los productos quimicos gaseosos que
se emplean para la desinfeccion no afectan a los priones,
de la posibilidad de que el laboratorio se pueda precintar
para su desinfeccién; sin embargo, en este ultimo punto,
habria que afadir que deberia existir un plan de actuaciéon
para el caso de que se produjera un derrame importante
de material infeccioso.

Segun lo que se sugiere que sea suprimido como medi-
da de contencién para CJD en laboratorios, quedarian el
resto de las medidas que la legislacion espafiola obliga
para los laboratorios de nivel 3:

“3. Solamente se permitira el acceso al personal desig-
nado”, “5. Procedimientos de desinfeccion especificados”,
7. Control eficiente de vectores, por ejemplo, de roedores

e insectos”, "8. Superficies impermeables al agua y de facil
limpieza para el banco de trabajo o mesa de trabajo y el
suelo”, 9. Superficies resistentes a acidos, alcalis, disolven-
tes y desinfectantes”, “10. Almacenamiento de seguridad
para agentes biolégicos” y “14. Incinerador para destruc-
cién de animales muertos (disponible)”.

Ademas, existen otras medidas que el R.D. 664/1997
considera como “aconsejables” para el nivel 3, que son:

“1. El lugar de trabajo se encontrara separado de toda
actividad que se desarrolle en el mismo edificio”, “11. Se
instalard una ventanilla de observacién o un dispositivo
alternativo en las zonas de manera que se pueda ver a
sus ocupantes” y “12. Laboratorio con equipo propio”. En
cuanto a la medida nmero 12, en el caso de la vCJD, debido
a la resistencia del agente a los métodos convencionales de
desinfeccién fisica y quimica, deberia ser obligatoria para
gran parte de los equipos, como pueden ser cabinas de
flujo laminar, microtomos, o cualquier otro equipamiento
de un laboratorio para el que una descontaminacién super-
ficial no resulte suficiente para un uso seguro posterior.

Cuando exista riesgo de exposicion a materiales potencial-
mente infectados se aplicaran las siguientes precauciones:

1) Seguimiento estricto de unas practicas de trabajo segu-
ras y un cuidado especial en minimizar el uso de ins-
trumental, utensilios y equipos que puedan ocasionar
cortes, abrasiones o heridas punzantes.

2) Cuando sea inevitable el empleo de estos equipos, emplear
las prendas de proteccién personal necesarias, como guan-
tes de malla metalica al utilizar determinado instrumental
en una autopsia o cuchillos en los mataderos.

3) Cubrir todas las heridas, abrasiones o lesiones de la piel
existentes con materiales impermeables al agua.

4) Si se produjera algun corte o pinchazo, forzar el san-
grado de la herida, luego lavar de manera cuidadosa
con agua y jaboéon y vendarla con material sanitario
impermeable.

5) Emplear proteccion de la cara (principalmente de ojos
y boca) cuando exista el riesgo de salpicaduras; esta
proteccion se puede ofrecer mediante una pantalla de
proteccion facial.

6) Si ocurriera una salpicadura en los ojos o la cara, inme-
diatamente lavar con abundante agua.

7) Tomar las medidas necesarias para evitar la creacion de
aerosoles y polvo.

8) Lavarse las manos y la piel de otras zonas expuestas,
antes de comer, beber, tomar alguna medicacién, usar
el teléfono o ir al aseo.

9) Limpiar las zonas y el equipo contaminados con agua
caliente y detergente de manera regular.

10) Limpiar cuidadosamente las prendas de proteccion
personal después de ser empleadas y almacenarlas en
lugar separado del resto de la ropa; una alternativa es
el uso de ropa desechable.

De acuerdo a la informaciéon cientifica existente, los
priones se destruyen mediante incineracion.

También se puede inactivar el prién patégeno median-
te un tratamiento térmico a 133° C, a 3 bares de presion y
durante un tiempo ininterrumpido de 20 minutos. Este trata-
miento asegura que al menos se reduce a la milésima parte.

En base a estos datos, son métodos adecuados de elimi-
nacion de material que pudieran estar contaminados con
el agente patégeno de la vCID, los que a continuacién se
detallan:
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¢ Incineracion directa a temperatura no inferior a 850°
durante al menos 2 segundos.

¢ Incineracién de las harinas resultantes de la transforma-
cién previa de la materia prima, en instalaciones tales
como centrales eléctricas, cementeras o incineradoras..

¢ Transformacién en condiciones de 133°/3 bares /20 mn,
seguido de eliminacién en vertederos controlados.

El mismo informe sobre bioseguridad establece que
hasta el momento sélo se han identificado como métodos
eficaces la desinfeccién quimica con hipoclorito sédico
con un 2% de cloro libre, aplicado durante una hora,
hidréxido sédico 2M, durante una hora, acido férmico al
96% durante una hora (sélo para muestras histolégicas) o
autoclave de vapor durante 18 minutos a una temperatura
de 134-137°C. Ademas, por supuesto, de la incineracién. En
el caso de instrumental quirdrgico también podrian estar
indicados los ultrasonidos como método previo a la esterili-
zacion. Por lo que se refiere a los laboratorios de anatomia
patoldgica veterinaria, la Veterinary Laboratories Agency
britanica, recomienda el hipoclorito sédico al 20%.

Sistemas, que en la mayoria de los casos no disponemos
de rutina en consultas, hospitales y centros clnicos, lo que
conlleva a utilizar en cualquier caso material de un solo uso
(12, 22), ya que aunque la posibilidad de paso de la pro-
teina al medio ambiente no se vea dificultada, ese paso no
sea directamente inoculado a otro paciente sano. El ultimo
autor no obstante propone como sistema de esterilizacion
del material en autoclave a 132°C durante 5 horas o bien
utilizar NaOH 2N durante 12 horas.

Como conclusién podemos resaltar que, aunque la pro-
babilidad de que en nuestro contexto haya personas incu-
bando la vCJD es muy remota, la posibilidad de contagio
iatrogénico a partir de tejidos tonsilares estad ahi y debe-
mos estar a la defensiva, ya que los viajes internacionales y
los intercambios de personal estan a la orden del dia en la
sociedad actual y no nos pueden coger de improviso, aun-
que creemos que las medidas a tomar son el conocimiento
de los priones en primer lugar y en segundo lugar, el sen-
tido comun que como profesionales debemos de poner en
nuestro trabajo cotidiano sin alarmismos.
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