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 Με όλη την αµηχανία που συνήθως συνοδεύει παρόµοια ευχαριστήρια 
κείµενα, γιατί όσο ειλικρινή κι αν είναι φαίνονται τυπικά και σχεδόν πάντα είναι 
ελλιπή, αισθάνοµαι υποχρεωµένη να αναφερθώ και δηµόσια να ευχαριστήσω 
όλους εκείνους που µε βοήθησαν στην εκπόνηση της διδακτορικής µου 
διατριβής, όχι µόνο για την επιστηµονική τους βοήθεια αλλά και για τη 
συνεργασία, τη στήριξη και τη φιλία τους σε µία περίοδο που αν και 
απαιτητική, τη νοσταλγώ πάντα. 
 
 Ένα µεγάλο µέρος της εργασίας που παρουσιάζεται στη διατριβή µου 
εκπονήθηκε στο Κέντρο Αναφοράς AIDS Κρήτης. Το Κέντρο λειτούργησε µε 
ελάχιστο ανθρώπινο δυναµικό και στηρίχτηκε αρχικά στην προσωπική εργασία 
των ανθρώπων του Κέντρου Αιµοδοσίας του Βενιζελείου Νοσοκοµείου, 
επιτυγχάνοντας σε ελάχιστο χρόνο να οργανωθεί άρτια και να εφαρµόσει σε 
ρουτίνα τεχνικές προηγµένης τεχνολογίας, διαθέσιµες σε λίγους την εποχή 
που ξεκίνησε η µελέτη αυτή. 
 
 Για το λόγο αυτό επιβάλλεται να ξεκινήσω από το προσωπικό της Αιµοδοσίας, 
που ευχαριστώ θερµά, όχι µόνο γιατί προσέφερε το υλικό της µελέτης και τα 
αποτελέσµατα του πρωτογενούς ελέγχου που χρησιµοποίησα, αλλά και γιατί 
υπέµεινε για χρόνια τις σχεδόν καθηµερινές οχλήσεις µας και µας  
εξυπηρέτησε πάντα µε προθυµία και αγάπη. 

 
 Η παρουσία του Καθηγητή κ. Γεωργούλια ήταν ανεκτίµητη όχι απλά σαν 
επιστηµονική κατεύθυνση, αλλά και σαν καθαρός τρόπος σκέψης και 
προσέγγισης προβληµάτων και λύσεων σε φαινοµενικά αδιέξοδα. Φιλικός και 
ακούραστος, µου έδωσε τη δυνατότητα εκπαίδευσης στο INSERM U268 και 
την άνεση ενεργού επαφής και εφαρµογής σε ό,τι καινούριο αφορούσε το 
αντικείµενο της δουλειάς µου. 
 
 Οι βιολόγοι κ. Μαρία Σµυρλάκη (του Κέντρου Αναφοράς AIDS Κρήτης) και κ. 
Μανόλης Σπανάκης (του Εργαστηρίου Βιολογίας του Καρκίνου του 
Πανεπιστηµίου Κρήτης) µε οδήγησαν µε υποµονή και σιγουριά στα πρώτα µου 
βήµατα µέσα σε ένα ερευνητικό εργαστήριο και µου πρόσφεραν τις γνώσεις 
τους και µία πρωτόγνωρα ευχάριστη και αποδοτική συνεργασία. 

 
 Η εθελοντική παρέµβαση και εύστοχη κριτική του Καθηγητή κ. Ηλία Καστανά, 
ήταν καθοριστικές στην τελική διαµόρφωση της παρουσίασης της εργασίας 
µου. 
 
 Οφείλω επίσης να ευχαριστήσω τα µέλη της Συµβουλευτικής µου Επιτροπής, 
την Καθηγήτρια κ. Μαρία Καλµαντή και τον Καθηγητή κ. Σήφη 
Παπαµατθαιάκη, για τη βοήθειά τους και την εµπιστοσύνη που µου έδειξαν.  
  
 Τέλος, θυµάµαι πάντα µε ευγνωµοσύνη τη σταθερή, διακριτική και 
ουσιαστική βοήθεια του Καθηγητή κ. Αχιλλέα Γραβάνη. 
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ΕΕΕΙΙΙΣΣΣΑΑΑΓΓΓΩΩΩΓΓΓΗΗΗ   
 

   Η πρώτη αναφορά του συνδρόµου που σήµερα ονοµάζεται Σύνδροµο Επίκτητης   
Ανοσολογικής Ανεπάρκειας ή AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome), έγινε 
στις 5/6/1981 στο Morbidity and Mortality Weekly Report του Κέντρου Ελέγχου και 
Πρόληψης Μεταδοτικών Νοσηµάτων (CDC) των Η.Π.Α., µε την ανακοίνωση πέντε 
περιστατικών [1]. 
Με την εµφάνιση του AIDS στις αρχές της δεκαετίας του ’80, κλονίστηκε η πεποίθηση 
ότι οι λοιµώξεις [αντίθετα µε µη µεταδοτικές νόσους όπως κακοήθειες, καρδιοπάθειες 
και εκφυλιστικές ασθένειες] δεν αποτελούσαν πια σοβαρή απειλή για τη δηµόσια υγεία 
στις αναπτυγµένες χώρες. 
Αρχικά το AIDS χαρακτηρίστηκε σαν «σύνδροµο οµοφυλοφίλων» («gay syndrome») 
[2] ή GRID (Gay Related Immune Deficiency), επειδή τα πρώτα κρούσµατα 
διαγνώστηκαν σε προηγούµενα υγιείς νέους οµοφυλόφιλους άνδρες και τα κυριότερα 
συµπτώµατα του συνδρόµου οφείλονταν σε ανοσοανεπάρκεια [3,4].    
Η ανακάλυψη όµως του ίδιου συνδρόµου σε αιµορροφιλικούς [5,6], δέκτες 
µετάγγισης αίµατος και παραγώγων [7], χρήστες ενδοφλέβιων ναρκωτικών (IVDUs) 
και σεξουαλικούς συντρόφους αυτών [8], κλόνισε την υπόθεση του «gay syndrome» 
και το 1982 καθιερώθηκε διεθνώς η ονοµασία AIDS [9].  
 

Αποµόνωση HIVs 
 
   Το 1983 η Barré-Sinoussi και συν., αποµόνωσαν έναν καινούριο ανθρώπινο ρετροϊό, 
από υλικό βιοψίας λεµφαδένα ενός νεαρού οµοφυλόφιλου µε γενικευµένη 
λεµφαδενοπάθεια, τον οποίο ονόµασαν LAV (Lymphadenopathy Associated Virus) 
[10]. Η αναπόφευκτη σύγκριση του LAV µε τους µέχρι τότε γνωστούς ανθρώπινους 
ρετροϊούς HTLV-Ι και -ΙΙ, έδειξε ότι ο καινούριος ιός ήταν διαφορετικός. 
Ταυτοποιήθηκε επίσης µια πρωτεΐνη του LAV, η p24, που δεν υπήρχε στον HTLV-I. 
Λίγο αργότερα η οµάδα του R. Gallo στις Η.Π.Α. αποµόνωσε έναν ρετροϊό από 
καλλιέργεια λεµφοκυττάρων περιφερικού αίµατος ασθενούς µε AIDS, που ονόµασε 
HTLV-III [11,12].      
Ταυτόχρονα, σχεδόν, αποµονώθηκε από τον Levy και συν. ιός από ασθενείς µε AIDS, 
που ονοµάστηκε ARV (AIDS-associated RetroVirus) [13].  
   Σύντοµα αποδείχτηκε ότι οι παραπάνω ιοί ήταν ταυτόσηµοι και για αποφυγή 
συγχύσεων έγινε αποδεκτή η µετονοµασία του αιτίου του AIDS σε ιό της ανθρώπινης 
ανοσοανεπάρκειας: HIV (Human Immunodeficiency Virus), από τη ∆ιεθνή Επιτροπή 
για την Ταξινόµηση των Ιών το 1986 [14,15]. Με την ανακάλυψη, από την οµάδα του 
L. Montagnier, του συγγενικού ιού HIV-2 στη ∆. Αφρική στα τέλη του 1985 [16], η 
ονοµασία του αρχικού ιού καθιερώθηκε σαν HIV-1.  
 
   Η µόλυνση του ανθρώπου από τον HIV-1 θεωρείται αποτέλεσµα ζωονοτικής 
µετάδοσης ενός ρετροϊού των χιµπαντζήδων (Pan troglodytes) [17] από φυσικά 
µολυσµένους πιθήκους στον άνθρωπο. Για τον HIV-2 η δεξαµενή στα θηλαστικά είναι 
ο πίθηκος sooty mangabey (Cercocebus atys) [18,19]. Με βάση την απόκλιση στην 
οµολογία µεταξύ διαφορετικών στελεχών του HIV και τον πιθανό ρυθµό µεταλλάξεων, 
υπολογίζεται µε µαθηµατικά µοντέλα ότι ο ιός αυτός έχει µολύνει τον άνθρωπο για 
περισσότερα από 20 και λιγότερα από 100 χρόνια. 
 
 
 
 
 
 



 3

ΚΚΚΕΕΕΦΦΦΑΑΑΛΛΛΑΑΑΙΙΙΟΟΟ   ΑΑΑ:::   

ΡΡΡΕΕΕΤΤΤΡΡΡΟΟΟΪΪΪΟΟΟΙΙΙ   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 4

 
 

ΚΚΚΕΕΕΦΦΦΑΑΑΛΛΛΑΑΑΙΙΙΟΟΟ   ΑΑΑ:::   ΡΡΡΕΕΕΤΤΤΡΡΡΟΟΟΪΪΪΟΟΟΙΙΙ   
 

Χαρακτηριστικά 
   Με βάση ορισµένα χαρακτηριστικά του (µορφολογία, χηµική σύσταση, δοµή, 
µέγεθος, ανοσοβιολογικοί χαρακτήρες) ο HIV ταξινοµήθηκε στην οικογένεια των 
Ρετροϊών (Retroviridae). 
Οι ρετροϊοί αποτελούν µεγάλη και ετερογενή οικογένεια RNA-ιών µε περίβληµα, η 
οποία ορίζεται από κοινούς ταξονοµικούς παρονοµαστές [20,21].  
Το σχήµα και η θέση του εσωτερικού πυρηνοκαψιδίου είναι χαρακτηριστικά για τα 
διάφορα γένη της οικογένειας. Οι διάφοροι µορφολογικοί τύποι ιοσωµατίων που 
παρατηρούνται στα µολυσµένα κύτταρα µε το ηλεκτρονικό µικροσκόπιο οδήγησαν 
στην ονοµατολογία A,B,C και D ιοσωµατίων. Ο τύπος C, στον οποίο ανήκουν όλοι οι 
ανθρώπινοι ρετροϊοί, έχει κεντρικό πυκνό νουκλεοκαψίδιο διαµέτρου περίπου 70 nm 
που περιβάλλεται από φάκελο. 
Το γονιδίωµα αποτελείται από δύο όµοια µόρια RNA, µήκους 7-12 kb, που είναι 
µονόκλωνο (single-strand: ss), γραµµικό, µη κατατµηµένο και θετικής πολικότητας.  
 
   Ξεχωριστό χαρακτηριστικό της οικογένειας αποτελεί η στρατηγική 
πολλαπλασιασµού, βασικά βήµατα της οποίας είναι η ανάστροφη µεταγραφή του ιϊκού 
RNA σε γραµµικό δίκλωνο (double-strand: ds) DNA και η ενσωµάτωση του τελευταίου 
[προϊός] στο γενετικό υλικό του κυττάρου-ξενιστή. Στην ανάστροφη µεταγραφή, 
εξάλλου, οφείλει η οικογένεια και το όνοµά της (REverse TRanscription). 
 

Γονιδιακή οργάνωση 
   Οι ρετροϊοί διακρίνονται γενικά σε απλούς και σύνθετους, µε βάση τη γονιδιακή 
οργάνωση.  
Το γονιδίωµα όλων των ρετροϊών περιέχει τρεις µείζονες κωδικοποιούσες περιοχές, 
που περιέχουν τη γενετική πληροφορία για τις πρωτεΐνες του ιοσωµατίου, πάντα µε 
την ακόλουθη σειρά από το 5΄ προς το 3΄ άκρο (σχήµα 1):  
1. gag (gene antigen group), που κατευθύνει τη σύνθεση των πρωτεϊνών του 
εσωτερικού του ιοσωµατίου οι οποίες σχηµατίζουν τη µήτρα, το καψίδιο και τις 
νουκλεοπρωτεϊνικές δοµές   
2. pol, που περιέχει την πληροφορία για τα ένζυµα ιντεγκράση και ανάστροφη 
µεταγραφάση και   
3. env, από την οποία προέρχονται η επιφανειακή και διαµεµβρανική συνιστώσα της 
πρωτεΐνης του ιϊκού περιβλήµατος.  
   Μία επιπλέον, µικρότερη, κωδικοποιούσα περιοχή που υπάρχει σε όλους τους 
ρετροϊούς είναι η pro, που κωδικοποιεί για την πρωτεάση του ιοσωµατίου και 
βρίσκεται µεταξύ gag και env.  
   Στα δύο άκρα του γονιδιώµατος υπάρχουν µη κωδικοποιούσες ρυθµιστικές 
αλληλουχίες (U5, R, U3), που έχουν τον κύριο έλεγχο της µεταγραφής του προϊού 
(σχήµα 2). 
Οι απλοί ρετροϊοί συνήθως µεταφέρουν µόνο αυτήν τη στοιχειώδη γενετική 
πληροφορία, ενώ οι σύνθετοι κωδικοποιούν και για πρόσθετες ρυθµιστικές πρωτεΐνες. 
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Σχήµα 1: Γονιδιακή δοµή απλού ρετροϊού µε τις τέσσερις βασικές κωδικοποιούσες 
περιοχές και τις ρυθµιστικές αλληλουχίες στα άκρα του γονιδιώµατος. (Retroviruses, 
CSHL Press, 1997) 

 
 
 

 
 
Σχήµα 2: Σύγκριση των RNA και DNA (προϊός) µορφών του ρετρο-ιϊκού γονιδιώµα-
τος. (Retroviruses, CSHL Press, 1997) 
 

 
 

Ταξινόµηση 
   Οι ρετροϊοί, µε βάση τη γονιδιακή τους οργάνωση και την αµινοξική συγγένεια, 
χωρίζονται σε επτά γένη που διαιρούνται περαιτέρω σε υπογένη, είδη, τύπους και 
στελέχη [20]. Πέντε από αυτά αντιπροσωπεύουν ρετροϊούς µε ογκογόνες ιδιότητες 
(παλαιότερα αναφέρονταν σαν ογκογόνοι) και τα άλλα δύο είναι οι spuma- και οι lenti-
ιοί [22]. 
   Οι lenti-ιοί, στους οποίους ανήκει και ο HIV, είναι σύνθετοι ρετροϊοί που 
εµφανίζονται σε όλα τα σπονδυλωτά, δεν περιέχουν ογκογονίδια, διαθέτουν την πιο 
πολύπλοκη γονιδιακή δοµή και στρατηγική έκφρασης από όλους τους ρετροϊούς, είναι 
επιρρεπείς σε συχνές µεταλλάξεις του γονιδιώµατός τους και συχνά είναι 
κυτταροπαθογόνοι για τα µολυσµένα κύτταρα.  
 

Προέλευση   
   Η προέλευση των ρετροϊών παραµένει αινιγµατική και διάφορες θεωρίες έχουν 
προταθεί για να την εξηγήσουν. Ίσως το µόνο σίγουρο είναι ότι οι ρετροϊοί και κάποια 
κυτταρικά κινητά γενετικά στοιχεία έχουν εξελικτική οµολογία, δηλαδή ότι οι µεταξύ 
τους οµοιότητες αντιπροσωπεύουν µια εξελικτική σχέση [23-25].  
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Έχει υπολογιστεί ότι περίπου το 5% του συνολικού γονιδιώµατος των σπονδυλωτών 
αποτελείται από ρετροστοιχεία και ότι µέχρι και εξαπλάσιο ποσοστό προήλθε από 
ανάστροφη µεταγραφή άλλων RNAs [26,27]. 
   Το ανθρώπινο γονιδίωµα περιέχει ποικιλία αρχαίων ενδογενών ρετροϊών [HERVs: 
Human Endogenous RetroViruses] [28], αλλά δεν έχουν αποµονωθεί µολυσµατικά 
στοιχεία.  
 

∆ράση 
   Στόχοι των ρετροϊών είναι κυρίως τα κύτταρα του αιµοποιητικού, ανοσολογικού και 
κεντρικού νευρικού συστήµατος. Προκαλούν ευρύτατο φάσµα ασθενειών, µεταξύ των 
οποίων κακοήθειες (όπως λευχαιµίες, λεµφώµατα και σαρκώµατα), ή αντίθετα 
εµποδίζουν την κυτταρική ανάπτυξη οδηγώντας σε απλασία ποικίλων κυτταρικών 
τύπων. 
 

Σύντοµη ανασκόπηση  
   Από το 1904 που περιγράφηκε ο πρώτος ρετροϊός, ο ιός της λοιµώδους αναιµίας 
των ίππων (EIAV: equine infectious anemia virus) [29], έχουν ανακοινωθεί 
εκατοντάδες ρετροϊών, αν και η γονιδιακή αλληλουχία έχει πλήρως χαρακτηριστεί 
µόνον σε λίγους. 
   Ο κύκλος ζωής των ιών αυτών παρέµενε σκοτεινός µέχρι το 1970 οπότε οι Temin 
και Baltimore ανακάλυψαν, ανεξάρτητα, µία RNA-εξαρτώµενη DNA πολυµεράση, την 
ανάστροφη µεταγραφάση (RT: reverse transcriptase) [30,31], η οποία παρέχει 
στους ρετροϊούς την ικανότητα να αναστρέφουν τη συνηθισµένη ροή της γενετικής 
πληροφορίας [DNA→ RNA→ πρωτεΐνη] και να πολλαπλασιάζονται µέσω ενός dsDNA 
ενδιάµεσου σταδίου, τον προϊό. Ο προϊός ενσωµατώνεται στο γονιδίωµα του ξενιστή 
και παραµένει σε λανθάνουσα κατάσταση µέχρι τη στιγµή που θα ενεργοποιηθεί, 
οπότε παράγονται καινούρια ιοσωµάτια ή ξεκινά διαδικασία ογκογένεσης. 
 
   Στις αρχές της δεκαετίας του 1980 η οµάδα του R. Gallo πέτυχε την αποµόνωση 
των πρώτων ανθρώπινων ρετροϊών, HTLV-I και -ΙΙ (Human T-Lymphotropic Virus-I 
και -ΙΙ) [32,33]. Ο HTLV-I συσχετίζεται µε δύο σπάνιες νοσολογικές οντότητες: την Τ- 
λευχαιµία/λέµφωµα των ενηλίκων (ATL) που ενδηµεί στη Ν. Ιαπωνία, την Καραϊβική 
και περιοχές της Αφρικής [34] και µια προοδευτική µυελοπάθεια γνωστή σαν HTLV-I - 
σχετιζόµενη µυελοπάθεια/τροπική σπαστική παραπάρεση (HAM/TSP) [35]. Ο HTLV-II 
αποµονώθηκε από ασθενείς µε λευχαιµία από τριχωτά κύτταρα, αλλά δεν έχει ακόµα 
απόλυτα εξακριβωθεί η παθογονικότητά του [36].    
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ΚΚΚΕΕΕΦΦΦΑΑΑΛΛΛΑΑΑΙΙΙΟΟΟ   ΒΒΒ:::      

ΟΟΟ   ΙΙΙΟΟΟΣΣΣ   HHHIIIVVV  
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ΚΚΚΕΕΕΦΦΦΑΑΑΛΛΛΑΑΑΙΙΙΟΟΟ   ΒΒΒ:::   ΟΟΟ   ΙΙΙΟΟΟΣΣΣ   HHHIIIVVV    

 

11..  ΓΓοοννιιδδιιαακκήή  οορργγάάννωωσσηη  
   Το γονιδίωµα του HIV κλωνοποιήθηκε [37-39] και η νουκλεοτιδική αλληλουχία του 
έχει χαρτογραφηθεί πλήρως [40-42]. Αποτελείται από µονή αλυσίδα γραµµικού RNA 
θετικής κατεύθυνσης, µήκους περίπου 9.2 kb για τον HIV-1 και 9.7 kb για τον HIV-2, 
σε δύο αντίγραφα ενωµένα σε ένα 70S σύµπλεγµα [43]. 
Στον HIV υπάρχει ασυνήθιστα εκτεταµένη επικάλυψη µεταξύ των γονιδίων gag και 
pol, δεν υπάρχει επικάλυψη µεταξύ των γονιδίων gag και env και το γονιδίωµά του 
διαθέτει πρωτοφανώς µεγάλο αριθµό ρυθµιστικών και επικουρικών γονιδίων που 
ενισχύουν ή καταστέλλουν την ιϊκή έκφραση. Τα γονίδια αυτά είναι τα tat, rev, nef, 
vif, vpr και vpu (HIV-1) ή vpx (HIV-2). 
Το ιϊκό RNA µοιάζει µε µόριο κυτταρικού mRNA στο ότι διαθέτει µεθυλιωµένο 
κάλυµµα στο 5΄ άκρο, είναι πολυαδενυλιωµένο στο 3΄ άκρο και έχει αρκετές 
µεθυλιωµένες (Α) µονάδες εσωτερικά. Το γονιδιακό RNA του ιού έχει την ίδια χηµική 
πολικότητα µε το mRNA από το οποίο µεταφράζονται τα ιϊκά προϊόντα (θετική 
κατεύθυνση).  
 

 
 

Σχήµα 3: Γονιδιακή δοµή του HIV-1 (προϊός). Φαίνονται τα εννέα γνωστά γονίδια του 
ιού, καθώς και οι ρυθµιστικές αλληλουχίες LTR στα άκρα του ιϊκού γονιδιώµατος. (The 
Medical Management of AIDS, 5th edition) 

 
 

 

Οι αλληλουχίες LTR 
   Το DNA γονιδίωµα του HIV οριοθετείται από πανοµοιότυπες αλληλουχίες LTR (Long 
Terminal Repeats: µακρές επαναλαµβανόµενες τελικές αλληλουχίες), µη 
κωδικοποιούσες περιοχές απαραίτητες για την ενσωµάτωση του ιού στο γονιδίωµα του 
ξενιστή και την αναγνώριση από το σύστηµα µεταγραφής του κυττάρου [44].  
Το γεγονός ότι βρίσκονται στα γονιδιώµατα όλων των ρετροϊών, όσο ελλειµµατικοί και 
αν είναι, δείχνει ότι η παρουσία τους είναι κρίσιµη για τη διαδικασία αναπαραγωγής 
του ιού. 
   Συγκεκριµένα, οι LTRs περιλαµβάνουν: 
1. µια µικρή κεντρική αλληλουχία R (Repeated sequence), µήκους 98 bp στον HIV-1 
και 174 bp στον HIV-2, που επαναλαµβάνεται στα δύο άκρα του RNA γονιδιώµατος. 
Τα όριά της καθορίζονται από τις θέσεις έναρξης της µεταγραφής (1η βάση της R) και 
της πολυαδενυλίωσης (αµέσως µετά την τελευταία βάση της R). Στο προϊϊκό DNA 
βρίσκεται επίσης δύο φορές, µεταξύ των περιοχών U3 και U5 σε κάθε LTR. Περιέχει 
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την αλληλουχία-σήµα (AAUAAA) για πολυαδενυλίωση και την περιοχή TAR (σύνδεση 
της πρωτεΐνης Tat). 
2. µια περιοχή U5 (Unique 5΄), 84 νουκλεοτίδια στον HIV-1 και 129 στον HIV-2, 
µεταξύ της 5΄R και της θέσης σύνδεσης του tRNAlys3 εκκινητή για τη σύνθεση της 
αρνητικής κατεύθυνσης (-) DNA αλυσίδας. Βρίσκεται µία φορά στο γονιδιακό RNA και 
δύο στο ιϊκό DNA σαν τµήµα της LTR. 
3. µια U3 περιοχή (Unique 3΄), 454 bp στον HIV-1 και 457 bp στον HIV-2, µεταξύ της 
3΄R και της λεγόµενης πολυπουρινικής σειράς, µικρής αλληλουχίας πλούσιας σε 
πουρίνες που αφαιρείται κατά την ανάστροφη µεταγραφή για να παραχθεί ο RNA 
εκκινητής για τη σύνθεση της θετικής (+) κατεύθυνσης DNA αλυσίδας. Η U3 περιοχή 
του HIV είναι εντυπωσιακή στο ότι κωδικοποιεί για ένα ανοικτό πλαίσιο ανάγνωσης 
(Open Reading Frame: ORF) και συγκεκριµένα περιέχει 110 κωδικόνια του 3΄ 
τµήµατος του γονιδίου nef. Η U3 περιέχει επίσης τα περισσότερα cis-δρώντα στοιχεία 
ελέγχου της µεταγραφής, που είναι θέσεις σύνδεσης για κυτταρικούς µεταγραφικούς 
παράγοντες και για ενισχυτές της γονιδιακής έκφρασης (π.χ. NF-κB και Sp1).     
 

Οι κωδικές αλληλουχίες  
   Το γονίδιο gag, µήκους περίπου 1500 bp, αποτελεί το πρώτο ανοικτό πλαίσιο 
ανάγνωσης (ORF) του ιϊκού γονιδιώµατος και κοντά στο 5΄ άκρο του υπάρχει ένα 
«τυπικό» κωδικόνιο έναρξης [45], που είναι και το πρώτο από το µεθυλιωµένο 
κάλυµµα. Κωδικοποιεί για µία πρόδροµη Gag πολυπρωτεΐνη Pr55.  

   Το ORF pro, µήκους περίπου 460 bp, επικαλύπτει το gag κατά σχεδόν 200 βάσεις. 
Βρίσκεται σε διαφορετικό πλαίσιο ανάγνωσης από τό gag και κωδικοποιεί για την ιϊκή 
πρωτεάση.       

   Το γονίδιο pol, µήκους περίπου 2500 bp, βρίσκεται στο ίδιο πλαίσιο ανάγνωσης µε 
το pro. Κωδικοποιεί για τα ιϊκά ένζυµα : ΝΗ2 - RT (p65/p50) - IN (p32) - COOH. 

   Το γονίδιο env, µήκους περίπου 2500 bp, κωδικοποιεί για µία πρόδροµη 
πολυπρωτεΐνη gp160.  
Σε αντίθεση µε τους άλλους ικανούς για πολλαπλασιασµό ρετροϊούς, τα γονίδια pol και 
env του HIV δεν αλληλεπικαλύπτονται και χωρίζονται από περιοχή µε αρκετά 
λειτουργικά ανοικτά πλαίσια ανάγνωσης. 

   Ολόκληρη η µήκους 600 bp περιοχή που κωδικοποιεί για το γονίδιο vif (viral 
infectivity factor, προηγούµενα ονοµατιζόµενο sor ή Q ή Α ή Ρ΄) βρίσκεται µεταξύ των 
γονιδίων pol και env και επικαλύπτει τµήµα του πρώτου, σε χωριστό όµως ORF. 

   Μεταξύ των pol και env βρίσκονται επίσης δύο ακόµα ORFs, τα vpr (235 bp) 

(παλαιότερα R) και vpu (µόνο στον HIV-1, 245 bp), που κωδικοποιούν για τις 
αντίστοιχες επικουρικές πρωτεΐνες.  

   Το γονίδιο nef (παλαιότερα 3΄ORF ή F ή Β), µήκους περίπου 400 bp, ακολουθεί 
την gp41 περιοχή του env και επικαλύπτει την U3 περιοχή της 3΄LTR κατά 300 
περίπου νουκλεοτίδια.    

   Το γονίδιο tat (transactivator of transcription, παλαιότερα tat-3 ή ta) έχει 
ασυνήθιστη δοµή, αποτελούµενο από δύο χωριστά αποµακρυσµένα εξόνια: το πρώτο 
µεταξύ vif και env (210 bp) και το δεύτερο (45 bp) προς την 3΄ άκρη του 
γονιδιώµατος, µέσα στο env αλλά σε διαφορετικό αναγνωστικό πλαίσιο.   

   Τέλος, το γονίδιο rev (regulator of virion expression, παλαιότερα art ή trs), 
αποτελείται και αυτό από δύο χωριστά εξόνια, το πρώτο µεταξύ vif και env (75 bp) και 
το δεύτερο (270 bp) στη διαµεµβρανική περιοχή του env, σε διαφορετικό ORF από 
αυτό. 

 

Η γενετική ποικιλότητα του HIV 
   Η µοριακή ανάλυση διαφορετικών στελεχών του HIV-1 αποκάλυψε σηµαντική 
µεταβλητότητα σε ορισµένες περιοχές του γονιδιώµατός τους, κύρια σε συγκεκριµένες 
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περιοχές των γλυκοπρωτεϊνών του περιβλήµατος [46]. Παρατηρήθηκε, µάλιστα, 
ετερογένεια αλληλουχιών του ιού ακόµα και στον ίδιο άρρωστο και αυτό οδήγησε 
στον όρο «quasispecies» για να περιγραφεί η παρουσία στα µολυσµένα άτοµα 
«σµήνους» ιών και όχι ενός µόνο στελέχους [47]. Η συνεχής ανάδυση καινούριων 
παραλλαγών του HIV θεωρείται αποτέλεσµα δύο παραγόντων. Αφενός, φαίνεται ότι 
έχουν γίνει πολλαπλές εισαγωγές γενετικά διαφορετικών ρετροϊών των πιθήκων στον 
άνθρωπο [48]. Αφετέρου, µετά την εισαγωγή τους στον ανθρώπινο πληθυσµό αυτοί 
οι ιοί των πιθήκων ταχύτατα απέκτησαν ακόµη περισσότερη γενετική ποικιλότητα, 
λόγω της ανακρίβειας της ανάστροφης µεταγραφάσης [49] σε συνδυασµό µε τον 
εξαιρετικά ταχύ ρυθµό ανακύκλωσης in vivo (ο ρυθµός παραγωγής του HIV 
υπολογίζεται σε περίπου 109 - 1010 ιοσωµάτια/ηµέρα) [50-52]. Επιπλέον, είναι γνωστό 
ότι η ανάστροφη µεταγραφάση ευνοεί τους ανασυνδυασµούς [53], έτσι ώστε 
προκύπτουν ριζικά διαφορετικοί γονιδιακοί συνδυασµοί σε άτοµα µολυσµένα από 
γενετικά διάφορους ιούς. 
   Φυλογενετική ανάλυση πολυάριθµων στελεχών του HIV-1 από διαφορετικές 
γεωγραφικές περιοχές αποκάλυψε τρεις οµάδες, ονοµατιζόµενες Μ (main), Ν (new ή 
non-M, non-O) και Ο (outlier) [54] (σχήµα 4), οι οποίες αντιπροσωπεύουν χωριστές 
εισαγωγές του ιού στον άνθρωπο [17] και εµφανίζουν ανοµοιογενή γεωγραφική 
κατανοµή που συνεχώς µεταβάλλεται.  
Τα περισσότερα στελέχη HIV-1 σε όλο τον κόσµο ανήκουν στην οµάδα Μ, η οποία 
διαιρείται περαιτέρω σε 9 υποτύπους ή κλάδους (A,B,C,D,F,G,H,J,K). Περίπου 10-20% 
των στελεχών της οµάδας Μ που έχουν αποµονωθεί (µεταξύ των οποίων και οι 
παλαιότερα αναφερόµενοι υπότυποι Ε και Ι) είναι ανασυνδυασµένοι ιοί (µωσαϊκά), µε 
γονιδιακά στοιχεία διαφορετικών υποτύπων και ονοµάζονται κυκλοφορούσες 
ανασυνδυασµένες µορφές (Circulating Recombinant Forms: CRFs) [55,56].  
Στελέχη της οµάδας Ο ενδηµούν στη ∆υτική Κεντρική Αφρική (Καµερούν, Γκαµπόν) 
[57], όπου και πάλι αποτελούν µειονότητα (µέγιστη επίπτωση 2-5% των στελεχών 
HIV-1). Έχουν ανακοινωθεί τόσο στις ΗΠΑ, όσο και στην Ευρώπη. Η απόκλισή τους 
από την οµάδα Μ είναι τέτοια (αµινοξική οµολογία 50% για την Env) ώστε να µην 
ανιχνεύονται µε κάποιες ορολογικές µεθόδους σε ποσοστό που φτάνει το 20% 
[58,59]. Υπάρχουν ήδη ενδείξεις για την ύπαρξη ανασυνδυασµένων Μ/Ο στελεχών 
[60].    
Η πρόσφατα ανακαλυφθείσα οµάδα Ν αντιπροσωπεύεται µέχρι στιγµής από δύο 
µόνο στελέχη ασθενών από το Καµερούν [61]. 

 

 
 
Σχήµα 4: Εξελικτική σχέση µεταξύ των lenti-ιών των ανώτερων θηλαστικών HIV-1, 
HIV-2 και SIV. Παρουσιάζονται οι πέντε κύριοι κλάδοι: HIV-1/SIVcpz, HIV-2/SIVsm, 
SIVagm, SIVlhoest και SIVsyk. [cpz: chimpanzee, sm: sooty mangabey, agm: african 
green monkey, lhoest: L’ Hoest monkey, syk: Sykes’ monkey = είδη πιθήκων στα 
οποία αποµονώθηκαν τα αντίστοιχα στελέχη]. (AIDS 2000; 14(suppl 3): S130) 
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HIV-2 
   Η γονιδιακή οργάνωση του HIV-2 (σχήµα 5) [62] είναι ανάλογη µε του HIV-1:  5΄ 
LTR - gag - pol - κεντρική περιοχή - env - nef - 3΄ LTR, υπάρχουν όµως 
σηµαντικές διαφορές µεταξύ αντίστοιχων νουκλεοτιδικών και αµινοξικών 
αλληλουχιών. 
   Η «κεντρική περιοχή» περιέχει πέντε µείζονα αναγνωστικά πλαίσια, από τα οποία τα 
τέσσερα εµφανώς σχετίζονται µε τα ORFs του HIV-1 και κωδικοποιούν για τα γονίδια 
vif, vpr, tat και rev. Το πέµπτο, το vpx (παλαιότερα X), δεν φαίνεται να έχει 
αντίστοιχο στον HIV-1 και βρίσκεται µεταξύ του pol και του πρώτου εξονίου του tat, 
σε διαφορετικό πλαίσιο ανάγνωσης. 
   Οι LTRs του HIV-2 είναι µεγαλύτερες από τις αντίστοιχες του HIV-1, γεγονός που 
µερικά  εξηγεί τη συνολική διαφορά µεγέθους µεταξύ των γονιδιωµάτων των δύο ιών.  
 
Η γονιδιακή οµολογία των HIVs είναι περίπου 60% για τις περισσότερο διατηρηµένες 
gag και pol περιοχές και 30-40% για τα υπόλοιπα γονίδια και τις LTRs. Η αµινοξική 
οµολογία των Gag και Pol πρωτεϊνών των δύο ιών είναι µόνο 58% και 60%, 
αντίστοιχα [62], παρά το γεγονός ότι αντισώµατα στον ορό ατόµων µολυσµένων µε 
HIV-1 αντιδρούν µε τις πρωτεΐνες του HIV-2. Για τις Env πρωτεΐνες η οµολογία είναι 
ακόµα µικρότερη, περίπου 40%.  
 
   Με κριτήρια παρόµοια µε αυτά που χρησιµοποιήθηκαν για τον καθορισµό των 
υποτύπων της οµάδας Μ του HIV-1, αναγνωρίστηκαν έξι υπότυποι για τον HIV-2 (A-F) 
[63].   
 
   Το επίκεντρο της µόλυνσης από HIV-2 ήταν η ∆υτική Αφρική, όπου κυρίως 
βρίσκεται ακόµα ο ιός. Σε αντίθεση µε τον HIV-1, η επίπτωση της λοίµωξης από HIV-2 
παραµένει σταθερή ή και φαίνεται να ελαττώνεται [64]. Ο HIV-2 εµφανίζει µικρότερη 
συχνότητα σεξουαλικής µετάδοσης, σχεδόν απουσία κάθετης µετάδοσης και 
µεγαλύτερο χρόνο επώασης πριν την ανάπτυξη νόσου [65,66]. 
 

 
 

Σχήµα 5: Γονιδιακή οργάνωση του HIV-2. (Lancet, 1996; 348: 33) 
 
 

 

22..  ΠΠρρωωττεεΐΐννεεςς  
   Οι πρωτεΐνες του HIV διακρίνονται σε δοµικές (Gag, Pol, Env), ρυθµιστικές (Tat, 
Rev) και επικουρικές (Vpu ή Vpx, Vpr, Vif, Nef) [σχήµα 3].  
 

∆∆∆ΟΟΟΜΜΜΙΙΙΚΚΚΕΕΕΣΣΣ    ΠΠΠΡΡΡΩΩΩΤΤΤΕΕΕΪΪΪΝΝΝΕΕΕΣΣΣ    
   Οι δοµικές πρωτεΐνες µεταφράζονται από τα αντίστοιχα γονίδια σαν τρεις 
πρόδροµες πολυπρωτεΐνες: τις Gag, Gag-Pol και Env.  
 

Gag πρόδροµη πρωτεΐνη 

Από το γονίδιο gag προκύπτει πρόδροµη Gag πρωτεΐνη, µεγέθους 55 kD (Pr ή p55), η 
οποία εκφράζεται από µη µατισµένο mRNA. Μετά την απελευθέρωση του ιοσωµατίου 
και κατά την ωρίµανσή του, η Pr55 χωρίζεται µε τη δράση της ιϊκής πρωτεάσης σε 
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τέσσερις µικρότερες πρωτεΐνες µε τη γραµµική σειρά: ΝΗ2 - MA (matrix, p17) - CA 
(capsid, p24) - p6 - NC (nucleocapsid, p9) - COOH. 
   Το πολυπεπτίδιο MA (p17) προέρχεται από το µυριστιλιωµένο Ν-άκρο της p55. Τα 
περισσότερα µόρια ΜΑ παραµένουν χαλαρά συνδεδεµένα στην επιφάνεια του 
λιπιδικού περιβλήµατος που περιβάλλει το καψίδιο, «φοδράροντας» την εσωτερική 
πλευρά της διλιπιδικής στιβάδας και σταθεροποιώντας το ιοσωµάτιο. Ένα µικρό 
ποσοστό ΜΑ, όµως, συνδέεται µε την ιντεγκράση και βρίσκεται έτσι στα βαθύτερα 
στρώµατα του ιοσωµατίου [67]. Αυτό διευκολύνει τη µεταφορά του ιϊκού DNA στον 
πυρήνα του µολυσµένου κυττάρου, πριν την ενσωµάτωσή του [68], αφού ο 
κυτταρικός µηχανισµός εισόδου στον πυρήνα αναγνωρίζει ένα καρυοφιλικό σήµα 
πάνω στη ΜΑ. Το φαινόµενο αυτό επιτρέπει στον HIV να µολύνει µη διαιρούµενα 
κύτταρα, ιδιότητα ασυνήθιστη για τους ρετροϊούς [69]. Η ΜΑ εµπλέκεται στα αρχικά 
στάδια του ιϊκού πολλαπλασιασµού και είναι απαραίτητη για την εκβλάστηση από την 
κυτταρική µεµβράνη. Παρατηρήθηκε επίσης ότι αναστολή της µυριστιλίωσης της MA 
φαίνεται να ακυρώνει τη συναρµολόγηση του ιοσωµατίου και να µειώνει τη 
µολυσµατικότητα του ΗIV [70].  
 
   Το φωσφορυλιωµένο p24 (CA) πολυπεπτίδιο αποτελεί το κύριο συστατικό του 
κωνικού πυρήνα του ιοσωµατίου, είναι το ευκολότερα ανιχνεύσιµο αντιγόνο του ιού 
και ο προσδιορισµός αντισωµάτων έναντί του χρησιµοποιείται για την ορολογική 
διάγνωση της HIV λοίµωξης µε ELISA. Η κυκλοφιλίνη Α (cypA) αποδείχτηκε ότι 
αλληλεπιδρά µε την p24 περιοχή της Pr55, οδηγώντας στην ενσωµάτωσή της στο 
ιοσωµάτιο [71,72]. Η αλληλεπίδραση µεταξύ Gag και cypA είναι σηµαντική, γιατί η 
αναστολή της από την κυκλοσπορίνη Α εµποδίζει τον ιϊκό πολλαπλασιασµό [73].  
 
   Η p9 (NC) περιοχή της Gag είναι ειδικά υπεύθυνη για την αναγνώριση του 
καλούµενου σήµατος για «πακετάρισµα» του HIV [74], µία ιδιαίτερη δοµή κοντά στο 
5΄ άκρο του ιϊκού RNA [75]. Η NC προάγει τον διµερισµό του ιϊκού γονιδιώµατος (δύο 
RNA αντίγραφα του γονιδιώµατος ανά ιοσωµάτιο) και διευκολύνει την ανάστροφη 
µεταγραφή [76]. 
 
   Η p6 πρωτεΐνη µεσολαβεί στην αλληλεπίδραση µεταξύ της πρόδροµης Gag Pr55 και 
της επικουρικής πρωτεΐνης Vpr, οδηγώντας στην ενσωµάτωση της τελευταίας στα 
σχηµατιζόµενα ιοσωµάτια [77,78].  
 

Gag - Pol πρόδροµη πρωτεΐνη 
Η ιϊκή πρωτεάση (PR), ιντεγκράση (IN) και ανάστροφη µεταγραφάση (RT) 
εκφράζονται πάντα µέσα στο πλαίσιο µίας Gag-Pol πρωτεΐνης σύντηξης [79].  
Κατά την ωρίµανση του ιοσωµατίου, η ιϊκή πρωτεάση αποχωρίζει το Pol πολυπεπτίδιο 
από το Gag και στη συνέχεια το πέπτει για να διαχωρίσει τις PR (p10), RT (p50), 
RNάση H (p15) και IN (p31). Οι διαχωρισµοί δεν είναι πάντα και όλοι αποτελεσµατικοί: 
για παράδειγµα, περίπου 50% της RT παραµένει ενωµένο µε την RNάση H σαν ένα 
πολυπεπτίδιο p65.  
Η πρόδροµη Gag-Pol (Pr160) προέρχεται από µία -1 αλλαγή πλαισίου ανάγνωσης κατά 
την οποία τα ριβοσώµατα µεταπηδούν από το πλαίσιο ανάγνωσης του gag σε αυτό 
του pol µε καθορισµένη συχνότητα και σε συγκεκριµένο σηµείο του ιϊκού µεταγράφου 
[80], χωρίς διακοπή της µετάφρασης. 
 
   Η πρωτεάση (PR, p10) του HIV είναι µία ασπαρτυλ-πρωτεάση που αποτελείται 
από δύο όµοιες υποµονάδες 99 αµινοξέων και είναι το υπεύθυνο ένζυµο για την 
πρωτεολυτική επεξεργασία των ιϊκών πρόδροµων πρωτεϊνών Gag και Gag-Pol κατά 
την ωρίµανση του ιοσωµατίου, σε ώριµες δοµικές Gag και Pol πρωτεΐνες. 
 
   Η RT, µία Mg-απαιτητική RNA-εξαρτώµενη DNA πολυµεράση, παράγει ένα γραµµικό 
dsDNA αντίγραφο από το διµερές ιϊκό ssRNA γονιδίωµα στο κυτταρόπλασµα του 
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µολυσµένου κυττάρου. Πλήρες αντίγραφο ιϊκού DNA συντίθεται µέσα σε έξι ώρες από 
την είσοδο του ιού στο κύτταρο, αν και µπορεί να παραµείνει χωρίς να ενσωµατωθεί 
για αρκετό χρόνο.  
Η κύρια λειτουργική δοµή της RT είναι ετεροδιµερές των p65 και p50 [81]. 
 
   Η RNάση Η είναι νουκλεάση µε ειδικότητα για την RNA αλυσίδα ενός RNA-DNA 
υβριδίου. Κωδικοποιεί γι’ αυτήν µία µικρή περιοχή της RT συνδεδεµένη µε την περιοχή 
της πολυµεράσης. 
 
   Η ιντεγκράση (ΙΝ, p32) µεσολαβεί στην ενσωµάτωση του DNA του HIV µέσα στο 
γονιδίωµα του µολυσµένου κυττάρου, µε τρεις διακριτές λειτουργίες [82]. Αρχικά, µία 
δραστηριότητα εξωνουκλεάσης που αποκόπτει δύο νουκλεοτίδια από κάθε 3΄ άκρο 
του γραµµικού ιϊκού DNA διµερούς. Στη συνέχεια, µία λειτουργία ενδονουκλεάσης 
διπλής έλικας η οποία κόβει το DNA του ξενιστή στο σηµείο ενσωµάτωσης. Τελικά, µία 
δράση λιγκάσης που συνδέει τα δύο άκρα του προϊϊκού DNA µε το κυτταρικό 
γονιδίωµα. 
 

Env 

Η πρόδροµη πολυπρωτεΐνη Env (gp160) εκφράζεται από µονά µατισµένο mRNA. 
Συντίθεται στο αδρό ενδοπλασµατικό δίκτυο όπου η αλληλουχία ΤΜ κατευθύνει το 
σχηµατισµό ολιγοµερών συµπλεγµάτων, τα οποία µεταναστεύοντας µέσα από τη 
συσκευή Golgi υφίστανται γλυκοζυλίωση που είναι απαραίτητη για τη 
µολυσµατικότητα. Στη συσκευή Golgi οι αλληλουχίες SU (gp120) και TM (gp41) 
χωρίζονται σε δύο ανεξάρτητες οντότητες µε τη δράση µίας κυτταρικής πρωτεάσης. 
Μόλις φτάσουν στη επιφάνεια του κυττάρου, οι ιϊκές γλυκοπρωτεΐνες είναι διαθέσιµες 
για «πακετάρισµα» καθώς τα βλαστάνοντα ιοσωµάτια προβάλλουν από το κύτταρο 
[83,84]. Η Env βρίσκεται στην επιφάνεια του κυττάρου σαν πολυµερές, πιθανότατα 
τριµερές [85].  
 
   Στην επιφανειακή SU (gp120) βρίσκεται η περιοχή αλληλεπίδρασης του 
ιοσωµατίου µε τον CD4 υποδοχέα του κυττάρου-ξενιστή [86-88]. Σύγκριση των 
αµινοξικών αλληλουχιών της gp120 σε διαφορετικά στελέχη HIV, αποκάλυψε πέντε µη 
συνεχόµενες αγκύλες, γνωστές σαν V1-V5, που περιέχουν υπερµεταβλητές 
αλληλουχίες µεταξύ περισσότερο διατηρηµένων περιοχών [89]. Η V3 αγκύλη δεν 
εµπλέκεται στη σύνδεση µε το CD4: καθορίζει τον τροπισµό του ιού είτε προς Τ-
λεµφοκυτταρικές σειρές ή προς πρωτογενή µακροφάγα, αφού αλληλουχίες της 
αλληλεπιδρούν µε τους συνυποδοχείς του HIV (υποδοχείς χηµειοκινών) και 
καθορίζουν εν µέρει την επιρρέπεια κυττάρων σε συγκεκριµένα στελέχη του ιού [90-
92]. Αποτελεί επίσης τον κυριότερο επίτοπο έναντι του οποίου στρέφονται 
εξουδετερωτικά αντισώµατα που είναι χαρακτηριστικά του τύπου του ιού και 
εµποδίζουν τη µόλυνση από αυτόν [93-95]. ∆ιαπιστώθηκε ότι εκτός από την V3 και οι 
V1-V2 αγκύλες είναι εκτεθειµένες στην επιφάνεια του HIV (στόχοι για σύνδεση µε 
αντισώµατα) και έχουν επίσης ικανότητα ταχείας µετάλλαξης [96,97]. 
 
   Η διαµεµβρανική ΤΜ (gp41) διαθέτει µία αµινοτελική περιοχή που διευκολύνει τη 
σύντηξη του ιϊκού περιβλήµατος µε τη µεµβράνη του κυττάρου-στόχου [98]. Είναι 
υπεύθυνη για την τάση των µολυσµένων κυττάρων, που εκφράζουν Env πρωτεΐνη 
στην επιφάνειά τους, να σχηµατίζουν συγκύτια µε µη µολυσµένα CD4+ κύτταρα [99]. 
Φαίνεται επίσης ότι µεταβολές στο εξωτερικό τµήµα της gp41 ακυρώνουν τη διάχυση 
και µερικές φορές εµποδίζουν την είσοδο του ιού στο κύτταρο, ενώ ακόµα  
παρεµποδίζουν τη σύνδεση εξουδετερωτικών αντισωµάτων που στρέφονται κατά της 
gp120 [100]. 
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ΡΡΡΥΥΥΘΘΘΜΜΜΙΙΙΣΣΣΤΤΤΙΙΙΚΚΚΕΕΕΣΣΣ    ΠΠΠΡΡΡΩΩΩΤΤΤΕΕΕΪΪΪΝΝΝΕΕΕΣΣΣ    
   Τα ρυθµιστικά γονίδια κωδικοποιούν για αντίστοιχα πρωτεϊνικά προϊόντα, απόλυτα 
απαραίτητα για την ιϊκή αναπαραγωγή, που για τη δράση τους βασίζονται στην 
αναγνώριση ειδικών περιοχών του γονιδιώµατος, γνωστών σαν «responsive 
elements». 
 

Tat 

Η πρωτεΐνη Tat (p16/p14), M.B. 86 kD, κωδικοποιείται από το αντίστοιχο γονίδιο σε 
mRNA µήκους 2 kb και είναι διµερής όταν ενωθεί µε ιόντα ψευδαργύρου. Οι δύο 
µορφές της, µήκους 72 και 101 αµινοξέων, µεταφράζονται από αρχικό πλήρως 
µατισµένο ή τελικό ανεπαρκώς µατισµένο mRNA του ιού, αντίστοιχα [101]. Αποτελεί 
ενεργοποιητή της µεταγραφής απόλυτα απαραίτητο για τον πολλαπλασιασµό του HIV 
[102,103], δρώντας σε µεταγραφικό [104-106]  και µετα-µεταγραφικό επίπεδο 
[104,107]. ∆ρα αφού συνδεθεί µε µία σταθερή δοµή φουρκέτας, γνωστή σαν TAR 
(transactivation response element) [108], που βρίσκεται στην 5΄ LTR του 
γονιδιώµατος και στην αρχή όλων των mRNAs του HIV [109-112]. Αποτέλεσµα της 
σύνδεσης Tat-TAR είναι η ενεργοποίηση της έκφρασης όλων των ιϊκών γονιδίων, 
συµπεριλαµβανοµένου και του tat (θετική ανατροφοδότηση) [113,114] και, η κατά 
1000 τουλάχιστον φορές αύξηση της παραγωγής πρωτογενών ιϊκών µεταγράφων, που 
οδηγεί σε ενίσχυση του πολλαπλασιασµού του HIV.  
Έχει αποδειχθεί ότι η Tat ενεργοποιεί και την έκφραση ορισµένων κυτταρικών 
γονιδίων, όπως των TNF-β και TGF-β, ενώ καταστέλλει την έκφραση άλλων, όπως των 
bcl-2 και MIP-1a.   
   Παρά το γεγονός ότι η Tat πρωτεΐνη συσσωρεύεται στον πυρήνα των µολυσµένων 
κυττάρων ανάλογα µε το ρυθµό του ιϊκού πολλαπλασιασµού, η ίδια είναι µόνο 
ασθενώς ανοσογόνα και λίγα άτοµα εµφανίζουν αντισώµατα εναντίον της. 
 

Rev 

Είναι µία φωσφοπρωτεΐνη µεγέθους 13 kD που κωδικοποιείται από δύο εξόνια [115-
117].  Προάγει τη µετάβαση από την αρχική (παραγωγή προϊόντων των ρυθµιστικών 
γονιδίων) στην όψιµη (παραγωγή δοµικών πρωτεϊνών) φάση της έκφρασης των 
γονιδίων του HIV και συνεπώς τη µετάπτωση από τη λανθάνουσα στην ενεργό 
λοίµωξη [118,119]. Η Rev για να δράσει συνδέεται µε µία πολύπλοκη δευτεροταγή 
δοµή RNA, καλούµενη RRE (Rev response element), που βρίσκεται µέσα στο γονίδιο 
env [120-122].  
Η αλληλεπίδραση Rev-RRE ενεργοποιεί την εξαγωγή των µη µατισµένων και 
ανεπαρκώς µατισµένων mRNAs από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασµα [122-125] ή τα 
αποδεσµεύει από το σύστηµα µατίσµατος του πυρήνα επιτρέποντας έτσι να συµβεί η 
µεταφορά τους εξ’ αποκλεισµού [126]. Η ικανότητα της Rev να µειώνει το ρυθµό 
µατίσµατος ιϊκού RNA προκαλεί ρύθµιση αρνητικής ανατροφοδότησης, µε την οποία 
το επίπεδο έκφρασης της πρωτεΐνης αυτής ελέγχεται στενά [127]. Το RRE, λόγω του 
pattern του µατίσµατος του HIV, βρίσκεται µόνο στα mRNAs που η έκφρασή τους 
ελέγχεται από τη Rev.  
Η Rev πιστεύεται ότι υπάρχει σαν οµοτετραµερές σε διάλυµα [128]. 
   Είναι ενδιαφέρον ότι αντι-Rev αντισώµατα ανιχνεύονται κυρίως στα πρώτα στάδια 
της λοίµωξης, όταν η ιαιµία είναι εντονότερη [129].                                             
 

ΕΕΕΠΠΠΙΙΙΚΚΚΟΟΟΥΥΥΡΡΡΙΙΙΚΚΚΕΕΕΣΣΣ    ΠΠΠΡΡΡΩΩΩΤΤΤΕΕΕΪΪΪΝΝΝΕΕΕΣΣΣ    
    Τα γονίδια nef, vif, vpr και vpu του HIV-1 κωδικοποιούν για τις λεγόµενες 
επικουρικές πρωτεΐνες του ιού. Ο HIV-2 περιέχει το γονίδιο vpx αντί του vpu. 
Οι επικουρικές πρωτεΐνες δεν είναι απόλυτα απαραίτητες για τον πολλαπλασιασµό του 
HIV σε όλα τα in vitro συστήµατα, αλλά αποτελούν κρίσιµους παράγοντες για την 
αναπαραγωγή και την παθογένεια του ιού in vivo. 
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Nef 

Το προϊόν του γονιδίου nef (ακρωνύµιο για negative factor), Μ.Β. 27-35 kD, είναι η 
µεγαλύτερη από τις επικουρικές πρωτεΐνες του HIV και η πρώτη από αυτές που 
αθροίζεται σε ανιχνεύσιµα επίπεδα στο κύτταρο µετά τη µόλυνση [119,130].  
Η µυριστιλιωµένη κυτταροπλασµατική αυτή πρωτεΐνη οφείλει το όνοµά της σε αρχικές 
παρατηρήσεις που υποστήριζαν ότι κατέστελλε τη µεταγραφική δραστηριότητα της 
LTR του HIV και ανέστελλε τον πολλαπλασιασµό του [131,132], επιδρώντας στην NRE 
(negative regulatory element) περιοχή της LTR.  
Αν και οι κυτταρικοί µηχανισµοί που είναι υπεύθυνοι για το κρίσιµο ρόλο της Nef στον 
πολλαπλασιασµό του HIV in vivo [133] δεν έχουν διαλευκανθεί [134], πολλές δράσεις 
της έχουν περιγραφεί in vitro.  
Η Nef καταστέλλει την επιφανειακή έκφραση του µορίου CD4 [135,136] και της 
ιντερλευκίνης 2 (IL-2) [137] στα µολυσµένα κύτταρα.  
Η ίδια πρωτεΐνη καταστέλλει, αν και σε µικρότερο βαθµό, την επιφανειακή έκφραση 
µορίων MHC τάξης Ι στα µολυσµένα µε HIV Τ λεµφοκύτταρα [138] και έτσι ίσως τα 
προστατεύει από κυτταροτοξικά Τ λεµφοκύτταρα (CTLs) και ΝΚ κύτταρα [139,140]. 
Πρόσφατα ανακοινώθηκε ότι η Nef των HIV-2 και SIV επάγει την καταστολή του 
υποδοχέα του Τ κυττάρου (TCR) [141,142], ενώ η Nef του HIV-1 δεν έχει την 
ιδιότητα αυτή, παρά την ικανότητά της να οδηγεί σε ενίσχυση της έκφρασης FasL 
[143].  
Η Nef αυξάνει τη µολυσµατικότητα των ιοσωµατίων του HIV [144-148] και είναι 
απαραίτητη για τον αποτελεσµατικό πολλαπλασιασµό του ιού και την εξέλιξη της 
νόσου in vivo [149].  
Επίσης η Nef επηρεάζει τις οδούς µεταβίβασης µηνύµατος [150], οδηγώντας σε 
τροποποίηση του κυτταρικού περιβάλλοντος ώστε να διευκολύνεται η αναπαραγωγή 
και εξάπλωση του ιού.  
Η καταστολή του CD4 και η επίδραση στη µολυσµατικότητα είναι γενετικά διακριτές 
λειτουργίες της Nef. Έχει αναφερθεί ότι ελλείψεις στο γονίδιο nef συσχετίζονται µε 
απουσία εξέλιξης της νόσου [151-154].  
   Αντισώµατα έναντι της Nef ανιχνεύονται στους µισούς περίπου φορείς HIV, αλλά ο 
τίτλος τους σταδιακά µειώνεται µέχρι εξαφάνισης καθώς η νόσος εξελίσσεται.  
 

Vif 

Είναι µία πρωτεΐνη πλούσια σε τρυπτοφάνη, Μ.Β. 23 kD, απαραίτητη για τον 
πολλαπλασιασµό του HIV στα περιφερικά λεµφοκύτταρα, µακροφάγα και ορισµένες 
κυτταρικές σειρές [155-158].  
Φαίνεται ότι η δράση της εξαρτάται από κάποιον παράγοντα ή λειτουργία του 
κυττάρου, που η έκφρασή του ποικίλλει ανάλογα µε τον κυτταρικό τύπο [159]. Η Vif 
δρα σε όψιµα στάδια του κύκλου πολλαπλασιασµού του ιού για να παραχθούν 
ιοσωµάτια ικανά για παραγωγική µόλυνση.  
Η Vif ενσωµατώνεται στα ιοσωµάτια του HIV [160], το φαινόµενο αυτό όµως πιθανά 
δεν είναι ειδικό, γιατί η Vif ενσωµατώνεται και σε ετερόλογους ρετροϊούς [161].  
   Η πρωτεΐνη Vif είναι ανοσογόνος σε µία µειοψηφία µολυσµένων ατόµων και ο 
τίτλος των αντισωµάτων εναντίον της µειώνεται όταν εµφανιστεί κλινικό AIDS. 
 

Vpu 

Είναι προϊόν γονιδίου που βρίσκεται µόνο στον HIV-1. Έχει Μ.Β. 16 kD και είναι 
φωσφοπρωτεΐνη που εντοπίζεται κυρίως στις εσωτερικές µεµβράνες του κυττάρου. 
Εκφράζεται από το mRNA που κωδικοποιεί και για την Env, αλλά µεταφράζεται σε 
επίπεδα 10 φορές χαµηλότερα από αυτήν γιατί το κωδικόνιο έναρξης της µεταγραφής 
της δεν είναι αποτελεσµατικό [162].  
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Η δράση της αφορά στην καταστολή της έκφρασης του CD4 [163-165] και στην 
ενίσχυση της απελευθέρωσης ιοσωµατίων από το µολυσµένο κύτταρο [166-168]. Οι 
δύο αυτές λειτουργίες διαχωρίζονται γενετικά [169].  
   Ορισµένα HIV-θετικά άτοµα παράγουν αντισώµατα εναντίον της Vpu, συνήθως σε 
πολύ αρχικά στάδια της λοίµωξης ή σε τελικά στάδια της νόσου [170]. Η ανίχνευσή 
τους είναι απόδειξη της µόλυνσης από HIV-1, αφού Vpu πρωτεΐνη δεν παράγεται από 
τον  HIV-2. 
 

Vpr 

Έχει Μ.Β. 15 kD και βρίσκεται ενσωµατωµένη στα ιοσωµάτια, καθένα από τα οποία 
περιέχει περίπου 100 αντίγραφά της [171].  
Είναι απαραίτητη για τη µόλυνση µη διαιρούµενων κυττάρων από HIV (όπως τα 
διαφοροποιηµένα µακροφάγα), λειτουργία που σχετίζεται µε το ρόλο της στην 
εντόπιση του προϊϊκού συµπλέγµατος στον πυρήνα [172-174]. Η Vpr συµµετέχει σ’ 
αυτήν τη διαδικασία µαζί µε τις πρωτεΐνες ΜΑ και ΙΝ του ιού.  
Η Vpr προκαλεί σταµάτηµα του κυτταρικού κύκλου στη φάση G2 [175], 
παρεµποδίζοντας την είσοδο στη µίτωση [176,177]. Να σηµειωθεί ότι κατά την G2 
φάση η ιϊκή LTR είναι περισσότερο ενεργή [178]. H Vpr φαίνεται ικανή να ενεργοποιεί 
σε µέτριο βαθµό την LTR του HIV, καθώς και ποικιλία κυτταρικών και ιϊκών 
υποκινητών.  
Η ίδια πρωτεΐνη µπορεί να επάγει ή να αναστέλλει την επαγόµενη από Τ κύτταρα 
απόπτωση, ανάλογα µε τα επίπεδα έκφρασής της [179,180].  
Η Vpr εξαιρετικά διατηρηµένη στα διαφορετικά στελέχη του HIV και µεταξύ HIV-1 και 
HIV-2, εκτός από µικρό τµήµα του αµινικού της άκρου που απουσιάζει από κάποιους 
ιούς. 
   Αντισώµατα εναντίον της ανιχνεύονται στους µισούς ασθενείς και µάλιστα 
αντιδρούν εξίσου καλά µε Vpr αντιγόνα του HIV-1 και του HIV-2 [181].      
  

Vpx 

Είναι προϊόν γονιδίου που βρίσκεται µόνο στα µέλη της οµάδας HIV-2-SIVsm.  
Η Vpx είναι µικρή πρωτεΐνη (14-16 kD) του ιοσωµατίου, που πακετάρεται σ’ αυτό 
µέσω άµεσης αλληλεπίδρασης µε την p6 περιοχή της Gag πρόδροµης πολυπρωτεΐνης 
[182].  
Έχει κρίσιµο ρόλο στην αναπαραγωγή του ιού σε µη διαιρούµενα κύτταρα. Όπως η 
Vpr, θεωρείται ότι και αυτή εντοπίζει το προϊϊκό σύµπλεγµα στον πυρήνα του 
µολυσµένου κυττάρου [183]. 
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Σχήµα 6: έκφραση του γονιδιώµατος του HIV-1. (The AIDS knowledge base, 3rd 
edition, 1999) 
Στην κορυφή υπάρχει µία σχηµατική παράσταση του γραµµικού προ-ιϊκού 
γονιδιώµατος µε τις κωδικές αλληλουχίες των γονιδίων να φαίνονται σαν τετράγωνα. 
Οι θέσεις-δότες σηµείων µατίσµατος (splice donor sites) χαρακτηρίζονται σαν D1-4 και 
οι θέσεις-δέκτες σηµείων µατίσµατος (splice acceptor sites) σαν Α1-17.  
Στη συνέχεια παρουσιάζονται οι τρεις κύριες κατηγορίες ιϊκού RNA και οι πρωτεΐνες 
που κωδικοποιούνται από αυτές.  
Τα γονίδια gag, pol και env εκφράζονται σαν πρόδροµες πολυπρωτεΐνες που 
πέπτονται ώστε να παραχθούν οι ώριµες ιϊκές πρωτεΐνες. 

 
 

Στον πίνακα που ακολουθεί περιγράφονται συνοπτικά τα πρωτεϊνικά προϊόντα των 
γονιδίων των HIV-1 και HIV-2 και οι κυριότερες δράσεις τους. 
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ΓΓΓοοονννίίίδδδιιιοοο   ΠΠΠρρρωωωτττεεεΐΐΐνννηηη    ΚΚΚύύύρρριιιεεεςςς   ιιιδδδιιιόόότττηηητττεεεςςς///λλλεεειιιτττοοουυυρρργγγίίίεεεςςς    

ggaagg     κωδικοποιεί για πρόδροµη πολυπρωτεΐνη Pr55 

 MMMAAA   (((ppp111777)))    καρυοφιλικό σήµα (µεταφορά προϊού στον πυρήνα), 

ρόλος στην εκβλάστηση των ιοσωµατίων 

 CCCAAA   (((ppp222444)))    κύριο συστατικό του πυρήνα, ισχυρό αντιγόνο του ιού 

 ppp666   µεσολάβηση στην ενσωµάτωση της Vpr στα ιοσωµάτια 

 NNNCCC   (((ppp999)))    αναγνώριση του σήµατος για «πακετάρισµα» στο ιϊκό 
RNA 

ppooll     κωδικοποιεί για πρόδροµη πολυπρωτεΐνη Pr160 Gag-Pro-
Pol 

  PPPRRR   (((ppp111000)))    πρωτεολυτική επεξεργασία των πρόδροµων Gag και Gag-

Pro-Pol πολυπρωτεϊνών                         

  RRRTTT(((ppp555000///ppp666555)))    παραγωγή dsDNA αντιγράφου (προϊός) του ιϊκού ssRNA 

γονιδιώµατος   

  RRRNNNάάάσσσηηη    ΗΗΗ    (((ppp111555)))    πέψη RNA αλυσίδας RNA-DNA υβριδίου 

  IIINNN   (((ppp333222)))    ενσωµάτωση προϊού στο κυτταρικό γονιδίωµα   

eennvv     κωδικοποιεί για πρόδροµη πολυπρωτεΐνη gp160, που 
πέπτεται από κυτταρικές πρωτεάσες στις ώριµες 
γλυκοπρωτεΐνες του περιβλήµατος 

  SSSUUU   (((gggppp111222000)))    περιέχει τις περιοχές αλληλεπίδρασης του HIV µε τον 

υποδοχέα CD4 και τους συνυποδοχείς του και αποτελεί 

κύριο στόχο εξουδετερωτικών αντισωµάτων 

  TTTMMM   (((gggppp444111)))    ρόλος στη σύντηξη µεµβρανών ιού-κυττάρου     

ttaatt  TTTaaattt    (((ppp111666///111444)))    ισχυρή ενεργοποίηση µεταγραφής του ιού 

rreevv  RRReeevvv   (((ppp111999)))    µεταφορά ιϊκού mRNA στο κυτταρόπλασµα και, έτσι, 

µετάβαση από το αρχικό (παραγωγή ρυθµιστικών 

πρωτεϊνών) στο όψιµο (παραγωγή δοµικών πρωτεϊνών) 

στάδιο του ιϊκού πολλαπλασιασµού 

nneeff  NNNeeefff    (((ppp222777)))    καταστολή επιφανειακής έκφρασης CD4, ενίσχυση  

της µολυσµατικότητας 

vviiff  VVViii fff    (((ppp222333)))    ενίσχυση παραγωγικής µόλυνσης  

vvppuu  VVVpppuuu   (((ppp111666)))    καταστολή της έκφρασης του CD4, ενίσχυση της 

εκβλάστησης ιοσωµατίων από το κύτταρο.  

Βρίσκεται µόνο στον HIV-1.  

vvpprr  VVVppprrr    (((ppp111000---111555)))    καρυοφιλική ιδιότητα, σταµάτηµα του κυτταρικού κύκλου 

στη φάση G2, ασθενής ενεργοποίηση µεταγραφής 

vvppxx  VVVpppxxx   (((ppp111444---111666)))    καρυοφιλική ιδιότητα. Βρίσκεται µόνο στον HIV-2 
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33..  ΜΜοορρφφοολλοογγίίαα  
   Η υψηλής ευκρίνειας ηλεκτρονική µικροσκοπία αποκάλυψε το ιοσωµάτιο του HIV 
σαν δοµή σφαιρική που περιέχει το νουκλεοκαψίδιο (σχήµα 7). Ο πλήρης ιός έχει 
διάµετρο περίπου 110 nm και αποτελείται από τρία βασικά συστατικά: το περίβληµα ή 
φάκελο, το RNA γονιδίωµα και τις δοµικές πρωτεΐνες [184]. 
   Το µολυσµατικό ιοσωµάτιο περιβάλλεται από διλιπιδική στιβάδα, προερχόµενη από 
την κυτταρική µεµβράνη του κυττάρου-ξενιστή, η οποία παρέχει περιορισµένη 
προστασία από το εξωκυττάριο περιβάλλον. Στην εξωτερική της πλευρά βρίσκονται 
αγκυροβοληµένες σε σχηµατισµό κορυνών οι γλυκοπρωτεΐνες SU (surface, gp120) και 
TM (transmembrane, gp41) που επιτρέπουν τη σύνδεση και σύντηξη του ιοσωµατίου 
µε την κυτταρική µεµβράνη του ξενιστή στα πρώτα στάδια της µόλυνσης. Το 
περίβληµα διαπερνούν επίσης πρωτεΐνες του ξενιστή, µεταξύ των οποίων και αντιγόνα 
ιστοσυµβατότητας τάξης Ι και ΙΙ, που προσαρτώνται στο ιοσωµάτιο κατά την 
εκβλάστησή του από το κύτταρο [185].  
   Αµέσως κάτω από το ιϊκό περίβληµα βρίσκεται η µικρή µυριστιλιωµένη πρωτεΐνη του 
στρώµατος MA, χαλαρά συνδεδεµένη µε τη µεµβράνη. ∆ιαδραµατίζει ουσιαστικό, αλλά 
ελάχιστα εξακριβωµένο, ρόλο στα πρώτα βήµατα του κύκλου πολλαπλασιασµού 
(µεταξύ εισόδου και ενσωµάτωσης).  
   Στο κέντρο του ιοσωµατίου υπάρχει η δοµή που περιγράφεται χαλαρά σαν πυρήνας 
(core). Η εξωτερική επιφάνεια του πυρήνα έχει σχήµα κωνικό και συντίθεται από την 
πρωτεΐνη του ιϊκού καψιδίου CA. Η CA είναι συνδεδεµένη µε µικρά ποσά µίας 
πρωτεΐνης του ξενιστή, της κυκλοφιλίνης Α (cypA) (1:10, cypA:CA), η οποία είναι 
σηµαντική για τον παραγωγικό ιϊκό πολλαπλασιασµό.  
   Μέσα στο κωνικό καψίδιο υπάρχει όλος ο «εξοπλισµός» για τη σύνθεση του 
προϊϊκού DNA. Αυτός περιλαµβάνει δύο πανοµοιότυπα αντίγραφα του RNA 
γονιδιώµατος, δύο µόρια tRNAlys3 του ξενιστή για την έναρξη της σύνθεσης του DNA, 
την πρωτεΐνη του νουκλεοκαψιδίου NC, συνδεδεµένη επιλεκτικά µε το ιϊκό RNA και 
την ανάστροφη µεταγραφάση (RT). Η ενσωµάτωση του γραµµικού DNA προϊόντος 
στο γονιδίωµα του ξενιστή καταλύεται από την ιντεγκράση (IN). Μέσα στον πυρήνα 
υπάρχουν ακόµα η ιϊκή πρωτεάση (PR), απαραίτητη για την ωρίµανση των καινούριων 
ιοσωµατίων και οι πρωτεΐνες p6, Vif και Vpr [186]. Έχει προταθεί ότι και η Nef 
πρωτεΐνη ενσωµατώνεται στα ιοσωµάτια του HIV. 
 
Υπολογίζεται ότι ένα ρετροϊϊκό ιοσωµάτιο αποτελείται από 1-2% RNA, 35% λιπίδια και 
65% πρωτεΐνες. Τα 2/3 της µάζας του RNA είναι το ιϊκό γονιδίωµα και το υπόλοιπο 
κυτταρικά tRNAs (περίπου 50 µόρια/ιοσωµάτιο), λίγα mRNAs και 5S ριβοσωµικά RNAs 
του ξενιστή. 
 

 
 

Σχήµα 7: Ιοσωµάτιο HIV. (The Medical Management of AIDS, 5th edition) 
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44..  ΚΚύύκκλλοοςς  πποολλλλααππλλαασσιιαασσµµοούύ  
   Ο κύκλος πολλαπλασιασµού του HIV ακολουθεί γενικά το µοντέλο αναπαραγωγής 
των ιών µε περίβληµα, όπως και των άλλων ρετροϊών [21]. Τα βήµατα που είναι 
µοναδικά στον κύκλο ανάπτυξης των ρετροϊών είναι η ανάστροφη µεταγραφή και, 
κυρίως, η ενσωµάτωση, που καθιστούν τη λοίµωξη µόνιµη: «a retrovirus is forever». 
Τα βήµατα του κύκλου αναπαραγωγής του ιού περιγράφονται αναλυτικά στη συνέχεια 
και παρουσιάζονται στο σχήµα 8. 
   Ο ιός συνδέεται µε το κύτταρο-στόχο µέσω ειδικής αλληλεπίδρασης µεταξύ της 
γλυκοπρωτεΐνης gp120 του ιϊκού περιβλήµατος µε τον υποδοχέα CD4 της πλασµατικής 
µεµβράνης [βήµα 1].  
   Ο HIV, όπως και οι περισσότεροι ρετροϊοί, µολύνει κύτταρα µε τρόπο ανεξάρτητο 
του pH, που είναι συµβατός µε άµεση σύντηξη ιϊκής και κυτταρικής µεµβράνης. Μετά 
τη σύνδεση CD4-gp120, η σύντηξη των µεµβρανών ιού και κυττάρου, που 
διαµεσολαβείται από την ιϊκή διαµεµβρανική γλυκοπρωτεΐνη gp41 και από τους 
υποδοχείς των χηµειοκινών CXCR4 ή CCR5, καταλήγει στη διείσδυση του ιοσωµατίου 
στο κυτταρόπλασµα ταυτόχρονα µε την απώλεια του ιϊκού περιβλήµατος [βήµα 2].  
   Σε ενεργοποιηµένα και πολλαπλασιαζόµενα Τ λεµφοκύτταρα, ακολουθεί ανάστροφη 
µεταγραφή του ιϊκού RNA γονιδιώµατος (που ακόµα περιέχεται µέσα σε σύµπλεγµα 
από µη γλυκοζυλιωµένες πρωτεΐνες συνδεδεµένο µε την ιϊκή RT) σε γραµµικό dsDNA 
(προϊός) [βήµα 3]. Η διαδικασία αυτή περιλαµβάνει δύο άλµατα της ανάστροφης 
µεταγραφάσης από το 5΄ στο 3΄ άκρο του µορίου-υποστρώµατος, µε αποτέλεσµα το 
διπλασιασµό αλληλουχιών που εντοπίζονται στα δύο άκρα του ιϊκού RNA. Οι 
αλληλουχίες αυτές εµφανίζονται ενωµένες η µία πίσω από την άλλη και στα δύο άκρα 
του ιϊκού DNA, σχηµατίζοντας τις LTRs. Η ανάστροφη µεταγραφή αρχίζει στο 
κυτταρόπλασµα, αλλά το µεγαλύτερο µέρος της σύνθεσης προϊϊκού DNA γίνεται µέσα 
στο πυρηνικό διαµέρισµα. Λόγω της ανακρίβειας της RT, η οποία δεν διαθέτει 
διορθωτική δράση 3΄-5΄ εξωνουκλεάσης, υπολογίζεται ότι σε κάθε καινούριο 
αντίγραφο HIV ενσωµατώνονται µέχρι και 10 λανθασµένες βάσεις.  
   Tο προϊϊκό DNA µεταφέρεται στον πυρήνα, όπου το γραµµικό αντίγραφο του ιϊκού 
γονιδιώµατος ενσωµατώνεται στο χρωµοσωµικό DNA του ξενιστή µε τη δράση της 
ιϊκής ιντεγκράσης (ΙΝ), η οποία αναγνωρίζει στα άκρα του προϊού τα καλούµενα 
σηµεία att  [βήµα 4]. 
Σε ηρεµούντα κύτταρα, όµως, τα γεγονότα αυτά εξελίσσονται ανεπαρκώς ή καθόλου. 
Ασυνήθιστο χαρακτηριστικό της HIV λοίµωξης αποτελεί η άθροιση στο µολυσµένο 
κύτταρο µεγάλου ποσού µη ενσωµατωµένου ιϊκού DNA.  
   Με την ενσωµάτωση ο προϊός αποκτά τη γενετική σταθερότητα ενός κυτταρικού 
γονιδίου και η µεταγραφική του δραστηριότητα ρυθµίζεται αφενός από κυτταρικούς 
παράγοντες µεταγραφής, είτε διαρκώς εκφραζόµενους (π.χ. Sp1 και παράγοντες που 
συνδέονται µε την ακολουθία TATA), είτε επαγώγιµους µετά από ενεργοποίηση 
(οικογένεια NF-κB) και αφετέρου από την ιϊκή Tat πρωτεΐνη [βήµα 5]. Ο έλεγχος της 
µεταγραφής εξαρτάται κυρίως από τις µη κωδικοποιούσες αλληλουχίες LTRs.    
   Μετά τη σύνθεση πλήρους µήκους ιϊκού RNA παράγεται µία περίπλοκη σειρά ιϊκών 
mRNAs µε εναλλακτικούς τρόπους µατίσµατος. Η σχετική έκφραση των διαφορετικών 
ειδών ιϊκού mRNA ελέγχεται από την πρωτεΐνη Rev: όταν το διαθέσιµο ποσό της Rev 
σε ένα µολυσµένο κύτταρο είναι περιορισµένο (αρχικά στάδια της µόλυνσης ή χαµηλά 
επίπεδα µεταγραφής, γενικά) µόνο τα πολλαπλά µατισµένα mRNA µετάγραφα, που 
κωδικοποιούν για τις ρυθµιστικές πρωτεΐνες, είναι διαθέσιµα στο κυτταρόπλασµα για 
µετάφραση [βήµα 6].  
   Όταν συγκεντρωθεί επαρκές ποσό Rev, εµφανίζονται στο κυτταρόπλασµα τα µονά 
µατισµένα (δοµικές και ενζυµικές πρωτεΐνες) και µη µατισµένα (ιϊκό RNA γονιδίωµα) 
mRNAs και µπορεί να προχωρήσει η σύνθεση των δοµικών πρωτεϊνών του ιού [βήµα 
7]. Η µετάφραση των ιϊκών µηνυµάτων γίνεται πάνω στα κυτταρικά ριβοσώµατα. 
   Τα προϊόντα της µετάφρασης, µαζί µε τα πλήρη RNA γονιδιώµατα, 
συγκεντρώνονται στην περιφέρεια του κυττάρου (όπου γίνεται η συναρµολόγηση των 
ιοσωµατίων) [βήµα 8] και προσαρτούν τις ιϊκές πρωτεΐνες του περιβλήµατος κατά την 
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εκβλάστηση από την κυτταρική µεµβράνη. Φαίνεται ότι η Gag πρωτεΐνη, µόνη, 
συντονίζει το πακετάρισµα όλων των υπόλοιπων συστατικών του ιοσωµατίου και είναι 
υπεύθυνη για τη διαδικασία απελευθέρωσης του ιού από το κύτταρο. Περιέχει τρεις 
µικρές περιοχές (Μ: membrane binding µέσα στη ΜΑ αλληλουχία, Ι: interaction στην 
NC περιοχή, L: late µέσα στην p6) που συνεργάζονται για το σκοπό αυτό. Η Gag 
συντονίζει το πακετάρισµα των Env γλυκοπρωτεϊνών µέσω αλληλεπίδρασης µε την 
αλληλουχία ΜΑ, κατά την απελευθέρωση του ιοσωµατίου. Τα προϊόντα του γονιδίου 
pol πακετάρονται µέσω αλληλεπίδρασης του Gag τµήµατος της Gag-Pol πρόδροµης 
πρωτεΐνης µε µόρια Gag. Το ιϊκό RNA γονιδίωµα πακετάρεται αλληλεπιδρώντας µε την 
NC αλληλουχία, ενώ η Vpr πρωτεΐνη και η κυκλοφιλίνη µε τις p6 και CA αλληλουχίες, 
αντίστοιχα. 
   Η απελευθέρωση συνοδεύεται ή ακολουθείται γρήγορα από πρωτεολυτική 
κατεργασία των ιϊκών Gag και Gag-Pol πολυπρωτεϊνών από την ιϊκή πρωτεάση, µε 
τελικό αποτέλεσµα την παραγωγή ώριµων µολυσµατικών ιοσωµατίων [βήµα 9]. Η 
πρόσληψη των πρωτεϊνών του περιβλήµατος από τον ιό φαίνεται να είναι επιλεκτική 
διαδικασία, γιατί οι περισσότερες επιφανειακές πρωτεΐνες του κυττάρου-ξενιστή (µε 
αξιοσηµείωτη εξαίρεση τις HLA-DR και β2-µικροσφαιρίνη) εξαιρούνται από το 
ιοσωµάτιο. Σηµαντικό ρόλο στην προσάρτηση έχει το ακραίο κυτταροπλασµατικό 
τµήµα της Env πρωτεΐνης.       
 

 
 

Σχήµα 8: Ο κύκλος πολλαπλασιασµού του HIV. (The AIDS knowledge base, 3rd 
edition, 1999) 
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55..  ΥΥπποοδδοοχχεείίςς  κκααιι  σσυυννυυπποοδδοοχχεείίςς  
Υποδοχέας CD4  
   Από το 1984 είναι γνωστή η κυτταρική προτίµηση (τροπισµός) των HIVs και SIVs 
σε κύτταρα που εκφράζουν τον υποδοχέα CD4, που βασίζεται κύρια στην υψηλής 
συγγένειας σύνδεση της γλυκοπρωτεΐνης SU (gp120) του ιϊκού περιβλήµατος µε την 
D1 περιοχή του µορίου CD4 [86,87,187-191].     
Το CD4 εκφράζεται κύρια σε έναν υποπληθυσµό των Τ λεµφοκυττάρων (CD4+) και 
ορισµένα µακροφάγα, αλλά και σε ποικιλία αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων και 
κυττάρων του δικτυοενδοθηλιακού συστήµατος (µονοκύτταρα του αίµατος, 
µακροφάγα των ιστών, δενδριτικά κύτταρα των λεµφοζιδίων των λεµφαδένων, 
κύτταρα Langerhans στο δέρµα, µικρογλοιακά και πολυπύρηνα γιγαντοκύτταρα του 
κεντρικού νευρικού συστήµατος).  
Κατέχει κεντρική θέση στη γένεση ανοσολογικών απαντήσεων γιατί αποτελεί το 
φυσικό συνδέτη των µορίων του µείζονος συµπλέγµατος ιστοσυµβατότητας (MHC) 
τάξης II. 
   Ο πολλαπλασιασµός του ιού ακολουθείται από εξαφάνιση ή µεγάλη ελάττωση 
έκφρασης του επιφανειακού CD4, που διαµεσολαβείται από αρκετές ιϊκές πρωτεΐνες 
(gp120, gp160, Vpu, Nef) σε διάφορα στάδια του κύκλου ζωής του ιού. Αυτό 
δυνητικά καθιστά τα κύτταρα ανθεκτικά σε επόµενη µόλυνση από HIV ή άλλους ιούς 
που χρησιµοποιούν το CD4 σαν πύλη εισόδου.  
 
   Άλλοι πιθανοί µηχανισµοί σύνδεσης του ιού µε κύτταρα περιλαµβάνουν τη σύνδεση 
ιοσωµατίων καλυµµένων από αντισώµατα µε τους Fc και C3 υποδοχείς των 
µακροφάγων και την υψηλής συγγένειας σύνδεση της gp120 µε ένα γλυκολιπίδιο, το 
γαλακτοσυλ-κεραµίδιο, στην επιφάνεια κυτταρικών σειρών νευρογλοίας και 
νευροβλαστώµατος και σε CD4-αρνητικά κύτταρα εντερικού επιθηλίου [192, 193].   
 

Υποδοχείς χηµειοκινών 
   Το 1996 ανακαλύφθηκε ότι οι απαραίτητοι συµπαράγοντες ή «υποδοχείς σύντηξης» 
για την είσοδο των HIV-1, HIV-2 και SIV σε κύτταρα που εκφράζουν CD4 είναι πέντε, 
τουλάχιστον, µέλη της οικογένειας των υποδοχέων των χηµειοκινών [91,92,194-196].  
Οι χηµειοκίνες αποτελούν ξεχωριστή οµάδα κυτταροκινών που αναγνωρίστηκε το 
1992. Έχουν ισχυρή χηµειοτακτική δράση πάνω σε επιλεγµένους λευκοκυτταρικούς 
πληθυσµούς και διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στην προσέλκυση λευκοκυττάρων 
κατά τη διάρκεια ανοσολογικών, φλεγµονωδών και αλλεργικών αντιδράσεων, αλλά και 
στην ενεργοποίηση και διαφοροποίηση των Τ λεµφοκυττάρων και στην αγγειογένεση. 
∆ιακρίνονται δύο υποοικογένειες: α ή CXC που κυρίως έλκουν ουδετερόφιλα (IL-8, 
SDF-1) και β ή CC που ασκούν τη δράση τους στα µονοκύτταρα (RANTES, MIP-1α, 
MIP-1β).  
   Μετά τη σύνδεση του ιού µε το CD4 πάνω στο κύτταρο στόχο, οι υποδοχείς των 
χηµειοκινών αλληλεπιδρούν µε την πρωτεΐνη Env και προκαλούν αλλαγές της 
στερεοδοµής της που πιστεύεται ότι είναι απαραίτητες για τη σύντηξη των µεµβρανών 
του κυττάρου και του ιού [197-199] (σχήµα 9).  
   Εκτός των CCR5 και CXCR4, αρκετοί ακόµα υποδοχείς χηµειοκινών και υποδοχείς 
για τους οποίους δεν έχει ακόµα ανακαλυφθεί η ουσία σύνδεσης (orphan receptors) 
[κύρια οι CCR3, CCR2b, STRL33/Bonzo/TYMSTR] χρησιµεύουν σαν συνυποδοχείς για 
κάποια πρωτογενή στελέχη HIV-1 [200-204].  
 

Τροπισµός HIVs 
   Είναι γνωστό ότι τα στελέχη HIV εµφανίζουν τροπισµό είτε προς τα µακροφάγα [Μ-
τρόπα ή NSI: non-syncytium inducing στελέχη] είτε προς τα Τ κύτταρα [Τ-τρόπα ή SI: 
syncytium inducing στελέχη] [205-209].  
Η εκλεκτικότητα αυτή αντανακλά την κυτταρική κατανοµή της έκφρασης 
συνυποδοχέων: οι Μ-τρόποι ιοί χρησιµοποιούν τον CCR5 (και, σπανιότερα, τον CCR3) 
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υποδοχέα των β-χηµειοκινών, που εκφράζεται τόσο στα µονοκύτταρα όσο και στα Τ 
κύτταρα, ενώ οι Τ-τρόποι τον CXCR4 (fusin ή LESTR) υποδοχέα των α-χηµειοκινών, 
που εκφράζεται στα Τ κύτταρα αλλά όχι στα µακροφάγα [210].  
   Είναι πιθανό ότι in vivo οι αλλαγές στον τροπισµό συµβαίνουν παράλληλα µε τις 
αλλαγές στους συνυποδοχείς που χρησιµοποιεί ένα ιϊκό στέλεχος, σαν συνέπεια 
µεταλλάξεων στην πρωτεΐνη Env [211]. Είναι ενδιαφέρον ότι η V3 αγκύλη της gp120 
περιέχει τους καθοριστές για τη χρήση είτε του CXCR4 ή του CCR5, παρέχοντας µία 
µοριακή εξήγηση για τον διαφορετικό τροπισµό, ο οποίος ελέγχεται από αυτή την 
περιοχή της ιϊκής γλυκοπρωτεΐνης. 
 

Αντοχή στη µόλυνση από HIV 
   Έχουν περιγραφεί µεταλλάξεις στα µόρια διαφόρων υποδοχέων των χηµειοκινών 
(ccr5-∆32, m303, CCR2b-64I, SDF1-3΄A) που παρέχουν αντοχή στη λοίµωξη από HIV 
ή σχετίζονται µε επιβραδυνόµενη πορεία της νόσου [212-215].     
 
 
 

 
 
Σχήµα 9: Η µοριακή βάση της εισόδου του HIV στο κύτταρο-στόχο. Παρουσιάζονται 
οι αλληλεπιδράσεις µε τον υποδοχέα CD4 και τον συνυποδοχέα CCR5. (Robbins 
Pathologic basis of disease, 6th edtion, 1999) 
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ΚΚΚΕΕΕΦΦΦΑΑΑΛΛΛΑΑΑΙΙΙΟΟΟ   ΓΓΓ:::      
ΗΗΗ   ΛΛΛΟΟΟΙΙΙΜΜΜΩΩΩΞΞΞΗΗΗ      
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ΚΚΚΕΕΕΦΦΦΑΑΑΛΛΛΑΑΑΙΙΙΟΟΟ   ΓΓΓ:::   ΗΗΗ   ΛΛΛΟΟΟΙΙΙΜΜΜΩΩΩΞΞΞΗΗΗ   ΑΑΑΠΠΠΟΟΟ   HHHIIIVVV    

 

11..  ΦΦυυσσιικκήή  ιισσττοορρίίαα  κκααιι  ααννοοσσοοππααθθοογγέέννεειιαα  
   Η πορεία της λοίµωξης από HIV (σχήµα 10) είναι καλύτερα κατανοητή σε πλαίσια 
αλληλεπίδρασης του ιού µε το ανοσολογικό σύστηµα. ∆ιακρίνονται τρεις φάσεις που 
αντανακλούν τη δυναµική των αντιδράσεων µεταξύ ιού και ξενιστή [216]: 
 
   1. Η πρώιµη οξεία φάση αντιπροσωπεύει την αρχική απάντηση ενός ανοσοϊκανού 
ενήλικου ατόµου στη µόλυνση από HIV. Χαρακτηρίζεται από υψηλά επίπεδα 
παραγωγής ιού, ιαιµία (107 ιοσωµάτια/ml πλάσµατος), απότοµη παροδική µείωση των 
CD4+ κυττάρων και ευρεία διασπορά του ιού στο λεµφικό ιστό (ανεξάρτητα από τον 
τρόπο ενοφθαλµισµού). Η φάση αυτή, όµως, εύκολα ελέγχεται µε την ανάπτυξη 
ειδικής αντιϊϊκής ανοσιακής απάντησης, που αποδεικνύεται από την οροµετατροπή και 
από την ανάπτυξη ειδικών για τον HIV CD8+ κυτταροτοξικών T κυττάρων (CTLs) 
[217,218].  
Το ιϊκό φορτίο στο τέλος της οξείας φάσης µειώνεται κατακόρυφα και µετά από 
περίοδο διακυµάνσεων (περίπου 6 µήνες) σταθεροποιείται σε ένα επίπεδο αναφοράς 
(set-point) που σε κάθε άτοµο παραµένει σχετικά σταθερό για αρκετά χρόνια. Αυτό το 
σταθερό επίπεδο ιαιµίας (steady-state) αποτελεί σηµαντικότατο προγνωστικό δείκτη 
του ρυθµού εξέλιξης της νόσου [219,220].  
 
   2. Η χρόνια φάση αντιπροσωπεύει ένα στάδιο σχετικού περιορισµού του ιού που 
συνδυάζεται µε κλινικά «λανθάνουσα» λοίµωξη και µπορεί να διαρκέσει για χρόνια. Το 
ανοσολογικό σύστηµα είναι σε µεγάλο βαθµό ακέραιο, αλλά υπάρχουν πολλές 
ενδείξεις ότι η παραγωγή ιού, κυρίως στο λεµφικό ιστό, είναι συνεχής και ταχεία. Οι 
αντισωµατικές και κυτταροτοξικές απαντήσεις έναντι του HIV είναι ισχυρές και 
διατηρούνται σε υψηλούς τίτλους για χρόνια, υποδεικνύοντας συχνό αντιγονικό 
ερεθισµό. Ο ιός αποµονώνεται και/ή ανιχνεύεται από τα κύτταρα του περιφερικού 
αίµατος στους περισσότερους ασθενείς. Συνήθως παρατηρείται προοδευτική µείωση 
των CD4+ T κυττάρων του περιφερικού αίµατος και σταδιακή αύξηση του ιϊκού 
φορτίου.  
   Η ασυµπτωµατική αυτή περίοδος είναι πολύ σύντοµη ή απουσιάζει σε βρέφη που 
µολύνονται κατά τον τοκετό. 
 
   Ο µηχανισµός µε τον οποίο επιτυγχάνεται αποτελεσµατική ιϊκή αναπαραγωγή παρά 
τη φαινοµενικά ισχυρή ανοσολογική απάντηση του ξενιστή, είναι ίσως η 
σηµαντικότερη αναπάντητη, µέχρι στιγµής, ερώτηση για την παθογένεια του HIV και 
των lenti-ιών γενικά. Αρκετές πιθανότητες έχουν προταθεί, χωρίς να αποκλείεται 
συνδυασµός τους: 
α. Ο ιός µεταλλάσσεται γρήγορα και είναι ανεκτικός στις µεταλλάξεις, ώστε διαφεύγει 
τόσο από τα εξουδετερωτικά αντισώµατα όσο και από τα κυτταροτοξικά Τ 
λεµφοκύτταρα. 
β. Τουλάχιστον ένα ποσοστό του ιού πολλαπλασιάζεται σε ανοσολογικά ευνοούµενα 
σηµεία. Τα µακροφάγα µπορεί να δρουν σαν «∆ούρειος ίππος», περιορίζοντας την 
έκφραση του ιού και ταυτόχρονα διασπείροντάς τον.  
γ. Ο ιός έχει ιδιαίτερα χαρακτηριστικά που τον κάνουν σχετικά αόρατο για το 
ανοσολογικό σύστηµα (µεγάλος αριθµός θέσεων γλυκοζυλίωσης και άλλα δοµικά 
χαρακτηριστικά των Env πρωτεϊνών) και τον βοηθούν να αποφεύγει µία 
κυτταροτοξική απάντηση. Πιθανά, η έλλειψη επαρκούς λειτουργίας των CD4+ 
βοηθητικών κυττάρων και ο περίπλοκος κύκλος πολλαπλασιασµού να συνεισφέρουν 
στο πρόβληµα.  
δ. Βλάβη στο ανοσολογικό σύστηµα νωρίς, µπορεί να αποκλείει µία πλήρως 
προστατευτική απάντηση.   
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   3. Το τελικό στάδιο χαρακτηρίζεται από κατάρρευση της άµυνας του ξενιστή, 
δραµατική αύξηση των επιπέδων του ιού στο πλάσµα και κλινική νόσο. Πολλοί 
ενδογενείς και εξωγενείς µηχανισµοί πιστεύεται ότι δίνουν το έναυσµα για την έναρξη 
του κύκλου πολλαπλασιασµού του HIV, όµως το βασικότερο ρόλο στη ρύθµιση της 
ιϊκής έκφρασης έχει το πολύπλοκο ανοσορρυθµιστικό δίκτυο των κυτταροκινών, στο 
οποίο ο ιός φαίνεται να έχει προσαρµοστεί έτσι ώστε να το χρησιµοποιεί για ίδιον 
όφελος.  
 
   Χωρίς θεραπευτική αγωγή οι περισσότεροι ασθενείς µε HIV λοίµωξη εµφανίζουν 
AIDS µετά από διάστηµα 7-10 χρόνων. Εξαιρέσεις της τυπικής πορείας αποτελούν οι 
καλούµενοι µη εξελισσόµενοι ασθενείς (long-term nonprogressors) [221,222], 
δηλαδή τα HIV+ άτοµα που παραµένουν ασυµπτωµατικά για 10 ή περισσότερα χρόνια 
µε σταθερό, σχεδόν φυσιολογικό αριθµό CD4+ κυττάρων και χαµηλά επίπεδα ιαιµίας 
στο πλάσµα και, από την αντίθετη πλευρά, οι καλούµενοι ταχέως εξελισσόµενοι 
(rapid progressors), στους οποίους η χρόνια φάση διαρκεί µόνο για 2-3 χρόνια µετά 
τη µόλυνση. 

 

22..  ΡΡόόλλοοςς  ττωωνν  λλεεµµφφοοεειιδδώώνν  οορργγάάννωωνν  
   Τα λεµφοκύτταρα και µακροφάγα των ιστών διαφέρουν από του περιφερικού 
αίµατος ως προς το επίπεδο ενεργοποίησης και διαφοροποίησης, το περιβάλλον των 
κυτταροκινών και την έκθεσή τους στον HIV. Η λεµφοκυτταρική δεξαµενή του 
σώµατος βρίσκεται (98%) στα λεµφικά όργανα: λεµφαδένες, σπλήνα και λεµφικό ιστό 
του γαστρεντερικού (GALT).  
   Η µείωση του αριθµού των CD4+ T κυττάρων στο περιφερικό αίµα κατά την οξεία 
φάση της HIV λοίµωξης ίσως είναι αποτέλεσµα της ανακατανοµής των κυττάρων στα 
λεµφικά όργανα, καθώς ο ξενιστής αναπτύσσει ανοσολογική απάντηση έναντι του ιού. 
 
   Αφού η λειτουργία των λεµφικών οργάνων είναι να φιλτράρουν και να παγιδεύουν 
παθογόνους µικροοργανισµούς και να τους παρουσιάζουν στα ανοσοϊκανά κύτταρα, η 
έντονη ιαιµία που ακολουθεί την πρωτοπαθή λοίµωξη οδηγεί υποθετικά σε ευρεία 
µόλυνση του λεµφικού ιστού από HIV. 
Ο ιός βρίσκεται στο λεµφικό ιστό, κυρίως, µε τη µορφή εξωκυττάριων ιοσωµατίων 
που έχουν παγιδευτεί µέσα στα βλαστικά κέντρα των λεµφαδένων. Τα ιοσωµάτια του 
HIV προσκολλώνται στις αποφυάδες των λεµφοζιδιακών δενδριτικών κυττάρων 
(FDCs) µε αποτέλεσµα την επιστράτευση και ενεργοποίηση κυττάρων και την 
υπερπλασία των βλαστικών κέντρων, που αποτελούν στοιχεία της φυσιολογικής 
ανοσολογικής απάντησης προς ένα προσβάλλον παθογόνο. Αυτή η διαδικασία 
ενεργοποίησης καθιστά τα τοπικά βρισκόµενα και τα προστρέχοντα κύτταρα επιρρεπή 
στη µόλυνση από HIV και δεκτικά για πολλαπλασιασµό του ιού [51]. 
 
   Οι λεµφαδένες στα ενδιάµεσα στάδια της νόσου (CD4+ T κύτταρα: 200-500 /µl) 
εµφανίζουν στοιχεία αποσύνθεσης και η αποτελεσµατικότητα των FDCs στην 
παγίδευση αντιγόνων ελαττώνεται. Σε πιο προχωρηµένη φάση (CD4+ T κύτταρα 
<200/µl), αυξάνει τόσο το ιϊκό φορτίο όσο και η έκφραση του HIV στα µονοκύτταρα 
του περιφερικού αίµατος. Η αλλαγή αυτή αντανακλά είτε αυξανόµενη ιϊκή 
αναπαραγωγή είτε αδυναµία του λεµφικού συστήµατος να περιορίσει το ποσό του ιού 
ή των µολυσµένων κυττάρων που φτάνουν στο περιφερικό αίµα [223]. 
 
   Στα τελικά στάδια της νόσου η αρχιτεκτονική του λεµφικού ιστού είναι ουσιαστικά 
τελείως κατεστραµµένη, µε ταυτόχρονη διάσπαση του FDC δικτύου και εξαφάνιση 
των FDCs. Ο προηγούµενα παγιδευµένος ιός µπορεί πια να εισέλθει στην κυκλοφορία 
και η αναλογία µολυσµένων κυττάρων στο περιφερικό αίµα και στα λεµφικά όργανα 
γίνεται σχεδόν ίση [224].  
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Σχήµα 10: σχηµατικό διάγραµµα της εξέλιξης της λοίµωξης HIV, από την αρχική 
µόλυνση µέχρι την ανάπτυξη κλινικής νόσου και θάνατο. Στη δεξιά πλευρά φαίνονται 
οι πληροφορίες που λαµβάνονται από την παρακολούθηση δεικτών στο αίµα των 
µολυσµένων ατόµων. Στην αριστερή πλευρά παρουσιάζεται συνοπτικά ο ρόλος των 
λεµφοειδών οργάνων στην εξέλιξη της νόσου. 

  
  



 

  
33..  ΑΑννοοσσοολλοογγιικκήή  ααππάάννττηησσηη  σσττοονν  HHIIVV  

 
ΧΧΧΥΥΥΜΜΜΙΙΙΚΚΚΗΗΗ    ΑΑΑΝΝΝΟΟΟΣΣΣΙΙΙΑΑΑ       

   Ενώ η κυτταρική ανοσία είναι κρίσιµη για τον έλεγχο και την εξάλειψη πολλών 
ιογενών λοιµώξεων, τα αντισώµατα (Abs) έχουν κεντρικό ρόλο στην πρόληψη της 
λοίµωξης. 
Ιοσωµάτια, µολυσµένα κύτταρα, ολιγοµερισµένες και µονοµερείς ιϊκές πρωτεΐνες, ιϊκά 
κατάλοιπα και όλα τα παραπάνω αντιγόνα σε σύµπλεγµα µε αντίσωµα, έχουν 
ενοχοποιηθεί σαν δυνητικά ανοσογόνα σε άτοµα µολυσµένα µε HIV. Επιπλέον, όλα 
αυτά τα συστατικά του ιού φαίνεται ότι δρουν σαν φυσικά αντιγόνα και διεγείρουν 
ανοσιακή απάντηση. 
 
Εξουδετερωτικά αντισώµατα 
   Τα αντισώµατα αυτά ορίζονται από την ικανότητά τους να εξουδετερώνουν τη 
µολυσµατικότητα ενός ιού. ∆ρουν εµποδίζοντας τη σύνδεση του ιού µε τον υποδοχέα 
του ή µπλοκάροντας κάποιο στάδιο µετά τη σύνδεση αυτή. Υπάρχουν πολλές ενδείξεις 
για σηµαντικό ρόλο των εξουδετερωτικών αντισωµάτων στον περιορισµό του 
πολλαπλασιασµού των lenti-ιών κατά το αρχικό, ασυµπτωµατικό στάδιο της λοίµωξης. 
 
   Ο πρώτος στόχος (επίτοπος) εξουδετερωτικών αντισωµάτων έναντι του HIV που 
ανακαλύφθηκε (και ο καλύτερα καθορισµένος), είναι η αγκύλη V3 της επιφανειακής 
γλυκοπρωτεΐνης gp120 [225]. Εξουδετερωτικά αντισώµατα έναντι της V3 συχνά 
αναγνωρίζουν γραµµικούς επιτόπους, αλλά κάποιοι επίτοποι µπορεί να είναι ασυνεχείς 
ή τρισδιάστατοι [226]. Εξαιτίας της µεγάλης µεταβλητότητας στην αλληλουχία της V3, 
τα αντισώµατα εναντίον της είναι συνήθως ειδικά του τύπου ή του στελέχους [227]. 
 
   Μία άλλη κατηγορία εξουδετερωτικών αντισωµάτων εµποδίζουν τη σύνδεση της 
gp120 µε το CD4, αντιδρώντας µε διάφορους ανεξάρτητους ή αλληλοκαλυπτόµενους 
επιτόπους πάνω στη gp120. Αντισώµατα που αναγνωρίζουν καθοριστές στη σταθερή 
περιοχή 4 (C4) ανήκουν στην κατηγορία αυτή. Η µεγάλη πλειοψηφία τους δεν 
αναγνωρίζει γραµµικούς επιτόπους αλλά αντιδρά µε περίπλοκους, ασυνεχείς ή 
τρισδιάστατους στόχους. Τα αντισώµατα που µπλοκάρουν το CD4 έχουν συνήθως 
ευρύτερο φάσµα από τα αντι-V3 αντισώµατα [228].  
Έχουν επίσης αναγνωριστεί εξουδετερωτικά αντισώµατα που αντιδρούν µε επίτοπους 
οι οποίοι αποκαλύπτονται καλύτερα µετά τη σύνδεση της gp120 µε το CD4 [229]. 
 
   Περιγράφονται και άλλοι τύποι εξουδετερωτικών αντισωµάτων, όπως έναντι 
επιτόπων στις περιοχές V1,V2,V5,C2 και gp41 του HIV-1 και V1-V2,V4 και gp41 του 
HIV-2 [230].  
 
   Η µελέτη εξουδετερωτικών αντισωµάτων του HIV συναντά αρκετά προβλήµατα και 
έχει προκαλέσει πολλές διαφωνίες. Τα πρωτογενή στελέχη του ιού είναι πολύ 
ανθεκτικότερα στην αδρανοποίηση από τα εργαστηριακά στελέχη που συνήθως 
χρησιµοποιούνται στις δοκιµασίες εξουδετέρωσης, γιατί στα δεύτερα οι περισσότεροι 
επίτοποι είναι πιο προσπελάσιµοι για τα αντισώµατα [231,232]. 
   Αντισώµατα ικανά να εξουδετερώσουν πρωτογενή στελέχη HIV εµφανίζονται 2-6 
µήνες µετά τη µόλυνση, µετά την ανάπτυξη ειδικών για τον ιό κυτταρολυτικών Τ 
λεµφοκυττάρων και δεσµευτικών αντισωµάτων [233,234]. 
 
Άλλοι τύποι αντισωµατικής απάντησης  
   Αντισώµατα που µπορούν να προκαλέσουν λύση µολυσµένων κυττάρων και 
ιοσωµατίων µε µηχανισµό κυτταροτοξικότητας εξαρτώµενης από αντίσωµα (ADC) µε 
καθήλωση του συµπληρώµατος, έχουν επίσης ανιχνευθεί στις λοιµώξεις από lenti-ιούς.  
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   Κύτταρα µολυσµένα εκφράζουν ιϊκά αντιγόνα που επάγουν παραγωγή αντισωµάτων 
και αποτελούν στόχο τους µε µηχανισµό κυτταροµεσολαβούµενης 
κυτταροτοξικότητας εξαρτώµενης από αντίσωµα (ADCC). Αναγνωρίζονται και 
θανατώνονται από ανοσοδραστικά κύτταρα, συνήθως φυσικά κυτταροκτόνα κύτταρα 
(ΝΚ) ή µονοκύτταρα/µακροφάγα που φέρουν Fc υποδοχείς. 
 
   Παρεµβαίνοντα αντισώµατα µπορούν να συνδεθούν µε ιοσωµάτια ή µολυσµένα 
κύτταρα και έτσι να αναστείλουν τη δράση εξουδετερωτικών αντισωµάτων. 
   Κυκλοφορούντα ανοσοσυµπλέγµατα που περιέχουν πρωτεΐνες του HIV και 
ιοσωµάτια καλυµµένα από αντίσωµα µπορούν να ενισχύσουν τη λοίµωξη και η 
ενίσχυση διαµεσολαβείται από συµπλήρωµα ή Fc υποδοχείς. Το συµπλήρωµα ή ο Fc 
υποδοχέας µπορεί απλά να φέρουν συµπλέγµατα ιού-αντισώµατος κοντά στο µόριο 
CD4 για σύνδεση και είσοδο στο κύτταρο στόχο [235].  
   Επιπλέον, τα ανοσοσυµπλέγµατα µπορεί να καταστείλουν κάποιες ανοσολογικές 
απαντήσεις και/ή να «επαναπροσανατολίσουν» την ανοσιακή απάντηση προς 
διαφορετικές και/ή λιγότερο ανοσογόνες περιοχές του ιού.  
 
   Πρόσφατα περιγράφηκε η παρουσία ειδικών για τον HIV IgA, αλλά όχι IgG, 
αντισωµάτων στον ορό, τα ούρα και τα κολπικά επιχρίσµατα οροαρνητικών ατόµων 
που είχαν επανειληµµένα εκτεθεί σεξουαλικά στον ιό, σε συνδυασµό µε συστηµατική 
κυτταροµεσολαβούµενη ανοσία [236,237]. Τα ευρήµατα αυτά δείχνουν την πιθανή 
σηµασία της ανάπτυξης τοπικής αντισωµατικής απάντησης στους βλεννογόνους µετά 
από ενοφθαλµισµό/εµβολιασµό.   
  

ΚΚΚΥΥΥΤΤΤΤΤΤΑΑΑΡΡΡΙΙΙΚΚΚΗΗΗ    ΑΑΑΝΝΝΟΟΟΣΣΣΙΙΙΑΑΑ    
   Οι ειδικές για ένα αντιγόνο κυτταρικές ανοσιακές απαντήσεις περιλαµβάνουν τις 
λειτουργίες των Τ λεµφοκυττάρων που 1) προκαλούν λύση των κυττάρων-στόχων 
που εκφράζουν ξένο αντιγόνο και 2) παρέχουν βοήθεια στα Β και στα ανοσοδραστικά 
T κύτταρα.  
   Ενεργοποιηµένα, ειδικά για τον HIV, κυτταρολυτικά Τ λεµφοκύτταρα (CTLs) 
εµφανίζονται σε αρκετά µολυσµένα άτοµα και µάλιστα η ένταση της απάντησης 
επιτρέπει την ανίχνευσή τους στο περιφερικό αίµα χωρίς in vitro διέγερση. Αν και 
ορισµένα CTLs έχουν φαινότυπο CD4+, η µεγάλη πλειοψηφία τους είναι CD4-CD8+. 
Σε ορισµένες µελέτες τα ειδικά για τον ιό CTLs αποτελούν µέχρι και το 2% του 
συνόλου των CD8+ T κυττάρων [238].   
   Η CD8+ CTL δραστηριότητα µπορεί να στρέφεται έναντι οποιουδήποτε πρωτεϊνικού 
προϊόντος που κωδικοποιείται από τον HIV. CD8+ CTLs µε MHC περιορισµό 
βρίσκονται σε µεγάλους αριθµούς στο ασυµπτωµατικό στάδιο της HIV λοίµωξης αλλά 
µειώνονται καθώς προχωρεί η νόσος. Επειδή η λειτουργία των CTLs εξαρτάται µερικά 
από τη βοήθεια που προσφέρουν τα CD4+ T κύτταρα (κυτταροκίνες, αυξητικοί 
παράγοντες κ.λ.π.), η µείωση της CTL δραστηριότητας µπορεί να σχετίζεται µε την 
ελάττωση του αριθµού και της λειτουργικότητας των CD4+ λεµφοκυττάρων 
[239,240].  
 
   ∆εν είναι γνωστό γιατί τα CTLs αποτυγχάνουν να ελέγξουν τη λοίµωξη από HIV. 
Πρόσφατα δεδοµένα υποδεικνύουν ότι αλλαγές στην αλληλουχία επιτρέπουν στον ιό 
να ξεφεύγει από την απάντηση των CTLs [241]. Μερικές φορές, CTL επίτοποι 
παραµένουν στο ιϊκό γονιδίωµα παρά την παρουσία CTLs που στρέφονται εναντίον 
τους, πράγµα που σηµαίνει ότι η κυτταρολυτική αντίδραση ίσως απλά να είναι 
ανεπαρκής ακόµα και αν δεν υπάρχει «απόδραση» από αυτήν [242].  
Εκτός από την εµφάνιση µεταλλάξεων, η καταστολή των µορίων MHC τάξης I από τις 
ιϊκές πρωτεΐνες Tat, Vpu, Nef και η ενίσχυση της έκφρασης του συνδέτη του Fas 
(FasL) από την πρωτεΐνη Nef, προτάθηκαν σαν µηχανισµοί που βοηθούν τον HIV να 
αποφεύγει ειδικές για αυτόν CTL απαντήσεις [243,244].  
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Πρόσφατες µελέτες υποδεικνύουν πιθανή σχέση µεταξύ ποιότητας και έκτασης της 
CTL απάντησης σε µολυσµένα άτοµα και ρυθµού εξέλιξης της νόσου: υψηλότερα 
επίπεδα και  ευρύτερο φάσµα CTL απάντησης συσχετίζονται µε χαµηλότερο ιϊκό 
φορτίο και µεγαλύτερης διάρκειας λανθάνουσα περίοδο [221,245,246].  
   Ορισµένα ενεργοποιηµένα CD8+ κύτταρα καταστέλλουν την αναπαραγωγή του HIV 
µε µηχανισµό διαφορετικό από την κυτταρόλυση. Η δράση αυτή διαµεσολαβείται, 
µερικά, από κάποιο διαλυτό παράγοντα ή κυτταροκίνη [χηµειοκίνες MIP-1α, MIP-1β 
και RANTES, IL-16, κυτταρικός αντι-ιϊκός παράγοντας CAF (cellular antiviral factor)] 
που απελευθερώνεται από τα CD8+ κύτταρα και δεν έχει MHC περιορισµό [247-249]. 
   Εκτός από την κυτταρολυτική δράση τους, τα CD8+ T κύτταρα φαίνεται ότι ασκούν 
αντι-ιϊκή δραστηριότητα και µε κατασταλτικό µηχανισµό. Αυξηµένη CD8+ T αντι-HIV 
δράση ανιχνεύεται σε µη εξελισσόµενους ασθενείς και συσχετίζεται χρονικά µε 
περιορισµό της ιαιµίας κατά την πρωτοπαθή λοίµωξη [250,251]. 
 
   Τα CD4+ T κύτταρα έχουν σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της παραγωγής 
αντισωµάτων, στην επαγωγή και διατήρηση των CTL απαντήσεων και στην 
ενεργοποίηση των µακροφάγων και ΝΚ κυττάρων. Περιγράφονται αρκετά ζωηρές 
ειδικές CD4+ T κυτταρικές απαντήσεις έναντι του ιού σε µη εξελισσόµενους ασθενείς 
και σε άτοµα που έλαβαν ισχυρή αντιρετροϊϊκή θεραπεία νωρίς, κατά τη διάρκεια της 
πρωτοπαθούς λοίµωξης [252]. 
 

44..  ΕΕππιιδδηηµµιιοολλοογγίίαα  
   Η νόσος έχει αναφερθεί σε περισσότερες από 193 χώρες παγκόσµια και η δεξαµενή 
των µολυσµένων ατόµων, ειδικά στην Αφρική και την Ασία είναι µεγάλη και διαρκώς 
επεκτείνεται. 
 
Επιδηµιολογικές µελέτες αναγνώρισαν πέντε κατηγορίες ενηλίκων σε κίνδυνο για 
µόλυνση από HIV: 

♦ Οι οµοφυλόφιλοι ή αµφιφυλόφιλοι άνδρες αποτελούν τη µεγαλύτερη οµάδα, µε 
διαφορά, αντιστοιχώντας στο 57% των περιπτώσεων που έχουν δηλωθεί. Στο 
ποσοστό αυτό περιλαµβάνεται και ένα 6% που ήταν παράλληλα και χρήστες 
ενδοφλέβιων ναρκωτικών.  

♦ Οι χρήστες ενδοφλέβιων ναρκωτικών (IVDUs), χωρίς προηγούµενο ιστορικό 
οµοφυλοφιλίας, αποτελούν τη δεύτερη µεγάλη οµάδα, αντιπροσωπεύοντας το 25% 
των ασθενών. Είναι η πλειοψηφία των περιπτώσεων µεταξύ των ετεροφυλόφιλων. 

♦ Οι αιµορροφιλικοί, ιδιαίτερα εκείνοι που έλαβαν µεγάλες ποσότητες συµπυκνωµένου 
παράγοντα VΙΙΙ πριν το 1985, φτάνουν το 0,8% των περιπτώσεων. 

♦ Οι δέκτες µετάγγισης ολικού αίµατος και παραγώγων που δεν είναι αιµορροφιλικοί 
αποτελούν το 1,2% των περιπτώσεων AIDS. Να σηµειωθεί ότι και όργανα που 
ελήφθησαν από HIV-µολυσµένους δότες µπορούν να µεταδώσουν τη νόσο. 

♦ Οι ετεροσεξουαλικοί σύντροφοι ατόµων που ανήκουν στις προαναφερθείσες οµάδες 
(κυρίως των IVDUs) συνιστούν το 10% των ασθενών. 

♦ Σε ποσοστό περίπου 6% των περιπτώσεων δεν είναι δυνατόν να καθοριστούν οι 
παράγοντες κινδύνου.      
 
   Η επιδηµιολογία του AIDS είναι τελείως διαφορετική σε παιδιά κάτω των 13 ετών 
και σχεδόν 2% του συνόλου των περιπτώσεων AIDS αφορούν τον παιδιατρικό 
πληθυσµό. Στην κατηγορία αυτή πάνω από το 90% των κρουσµάτων οφείλονται σε 
µετάδοση του ιού από τη µολυσµένη µητέρα στο παιδί και το υπόλοιπο 10% 
αποτελούν αιµορροφιλικά παιδιά που έλαβαν µεταγγίσεις µολυσµένου αίµατος και 
παραγώγων πριν το 1985. 
   Είναι προφανές από τα παραπάνω ότι οι τρεις κυριότερες οδοί µετάδοσης του HIV 
είναι µε σεξουαλική επαφή, παρεντερικό ενοφθαλµισµό και κάθετα από τη µολυσµένη 
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µητέρα στο νεογνό. Αυξηµένη µεταδοτικότητα µπορεί να οφείλεται σε αυξηµένο ιϊκό 
φορτίο του µολυσµένου ατόµου ή αυξηµένη µολυσµατικότητα του µεταδιδόµενου 
στελέχους ή και στα δύο [253,254]. 
 1.  Η σεξουαλική µετάδοση είναι αποδεδειγµένα ο κυρίαρχος τρόπος µόλυνσης 
παγκόσµια, υπεύθυνος για το 75% περίπου όλων των περιπτώσεων HIV λοίµωξης 
[255]. Στο δυτικό κόσµο η σεξουαλική µετάδοση αφορά κύρια οµοφυλόφιλους άνδρες 
που αποτελούν και τη µεγάλη πλειοψηφία των ασθενών. Ο ιός µεταδίδεται µε το 
σπέρµα, τόσο µέσα στα λεµφοκύτταρα όσο και σαν ελεύθερα ιοσωµάτια. 
Η µετάδοση µε ετεροσεξουαλική επαφή είναι σε παγκόσµιο επίπεδο ο συχνότερος 
τρόπος εξάπλωσης του HIV, κυρίαρχος τρόπος µόλυνσης στην Ασία και την Αφρική 
και ραγδαία αυξανόµενος και στο δυτικό κόσµο. Aφορά κυρίως σεξουαλικές 
συντρόφους ναρκοµανών. Υπάρχουν αρκετές ενδείξεις που υποστηρίζουν τη 
µετάδοση του HIV από γυναίκα σε άνδρα [256] και ο κίνδυνος διαφέρει ανάλογα µε το 
ιϊκό στέλεχος. Η σεξουαλική µετάδοση του ιού µε οποιονδήποτε τρόπο υποβοηθείται 
από την συνύπαρξη άλλων σεξουαλικά µεταδιδόµενων νοσηµάτων, ειδικά εκείνων που 
προκαλούν εξελκώσεις στη γεννητική περιοχή.  
2.   Η παρεντερική µετάδοση αφορά τρεις κατηγορίες ατόµων: τους χρήστες 
ενδοφλέβιων ναρκωτικών, τους αιµορροφιλικούς που αντιµετωπίστηκαν µε 
συµπυκνωµένο παράγοντα VIII και τους τυχαίους λήπτες µετάγγισης.  
Οι IVDUs κατέχουν κεντρική θέση στην επιδηµία του AIDS γιατί αποτελούν το 
συνδετικό κρίκο στη µετάδοση της νόσου σε άλλους πληθυσµούς µε σεξουαλική 
επαφή.  
Η µετάδοση του HIV µε µετάγγιση αίµατος και παραγώγων έχει πρακτικά εξαλειφθεί 
σαν αποτέλεσµα του µαζικού ελέγχου του προσφερόµενου αίµατος και πλάσµατος για 
αντισώµατα έναντι του ιού, της κατεργασίας των συµπυκνωµάτων παραγόντων πήξης 
µε θέρµανση και οργανικούς διαλύτες/απορρυπαντικά και του ελέγχου των αιµοδοτών 
µε βάση το ιστορικό τους. Ο πολύ µικρός υπολειµµατικός κίνδυνος που υπάρχει 
αφορά πρόσφατα µολυσµένους οροαρνητικούς αιµοδότες [257] και µάλλον θα µειωθεί 
ακόµα περισσότερο στο µέλλον µε χρήση µοριακών τεχνικών σε ρουτίνα. 
3.   Οι µολυσµένες µε HIV µητέρες µπορούν να µεταδώσουν τον ιό στο παιδί τους 
µε τρεις οδούς: 1) διαπλακουντιακή µόλυνση ενδοµήτρια 2) κατά τον τοκετό 3) µετά 
τον τοκετό µε το θηλασµό. Τα αναφερόµενα ποσοστά µετάδοσης κυµαίνονται από 
7%-49% σε διαφορετικές περιοχές του κόσµου. Για το δυτικό κόσµο το ποσοστό 
περιγεννητικής µετάδοσης είναι περίπου 25%. Αυξηµένος κίνδυνος µετάδοσης 
σχετίζεται µε υψηλό ιϊκό φορτίο της µητέρας, χαµηλό αριθµό CD4+ Τ κυττάρων και 
χοριοαµνιονίτιδα [258-262]. Περισσότερες από 90% των παιδιατρικών µολύνσεων 
συµβαίνουν στις αναπτυσσόµενες χώρες.  
 
   Πολυετείς µελέτες δείχνουν ότι η HIV λοίµωξη δεν µεταδίδεται µε απλή κοινωνική 
επαφή στην οικογένεια, τον εργασιακό χώρο και το σχολείο. ∆εν υπάρχουν πειστικά 
στοιχεία για µετάδοση από δήγµατα εντόµων. Σχετικά µε τη µετάδοση της νόσου σε 
ασχολούµενους µε επαγγέλµατα υγείας, υπάρχει διακριτός αλλά πολύ µικρός κίνδυνος. 
Μετά από τρύπηµα µε βελόνη ή έκθεση µη ακέραιου δέρµατος σε µολυσµένο µε τον 
ιό αίµα, ο κίνδυνος οροµετατροπής υπολογίζεται σε 0,3% περίπου [263], σε αντίθεση 
µε την ηπατίτιδα Β που το 30% των ατόµων που εκτίθενται στον ιό από ατύχηµα 
µολύνονται [264]. Η µετάδοση του AIDS από µολυσµένο λειτουργό υγείας σε ασθενή 
είναι πολύ σπάνια και µέχρι σήµερα µόνο µία περίπτωση ίσως εξηγείται µε τον τρόπο 
αυτό: από οδοντίατρο σε ασθενή του. 
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ΚΚΚΕΕΕΦΦΦΑΑΑΛΛΛΑΑΑΙΙΙΟΟΟ   ∆∆∆:::   
ΕΕΕΡΡΡΓΓΓΑΑΑΣΣΣΤΤΤΗΗΗΡΡΡΙΙΙΑΑΑΚΚΚΗΗΗ   

∆∆∆ΙΙΙΑΑΑΓΓΓΝΝΝΩΩΩΣΣΣΗΗΗ   
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ΚΚΚΕΕΕΦΦΦΑΑΑΛΛΛΑΑΑΙΙΙΟΟΟ   ∆∆∆:::   ΕΕΕΡΡΡΓΓΓΑΑΑΣΣΣΤΤΤΗΗΗΡΡΡΙΙΙΑΑΑΚΚΚΗΗΗ   ∆∆∆ΙΙΙΑΑΑΓΓΓΝΝΝΩΩΩΣΣΣΗΗΗ   ΤΤΤΗΗΗΣΣΣ   
ΛΛΛΟΟΟΙΙΙΜΜΜΩΩΩΞΞΞΗΗΗΣΣΣ   HHHIIIVVV   

   
   Σωρεία εργαστηριακών µεθόδων είναι σήµερα διαθέσιµες για το µαζικό έλεγχο του 
αίµατος για HIV, τη διάγνωση και επιβεβαίωση της λοίµωξης και την παρακολούθηση 
τόσο της εξέλιξης της νόσου όσο και της θεραπευτικής αντιµετώπισής της.  
Οι µέθοδοι αυτές χωρίζονται σε εκείνες που: 1) ανιχνεύουν αντίσωµα 2) ανιχνεύουν 
αντιγόνο 3) επιτυγχάνουν αποµόνωση του ιού µε καλλιέργεια 4) ανιχνεύουν ιϊκό 
γενετικό υλικό και 5) εκτιµούν την ανοσολογική λειτουργία. 
 
Μετά τη µόλυνση από HIV, η αλληλουχία των δεικτών για ανίχνευση της λοίµωξης, 
κατά χρονολογική σειρά εµφάνισης στον ορό, είναι: ιϊκό RNA, p24 αντιγόνο και αντι-
HIV αντισώµατα (σχήµα 11). 
   Μέσα σε δύο εβδοµάδες από τη µόλυνση η ιαιµία αυξάνει εκθετικά και στη συνέχεια 
υποχωρεί µέχρι ένα σταθερό επίπεδο καθώς η ανοσολογική απάντηση ελέγχει τον ιϊκό 
πολλαπλασιασµό. Το χρονικό αυτό διάστηµα, η ορολογική «περίοδος παραθύρου», 
χαρακτηρίζεται από οροαρνητικότητα, περιστασιακά ανιχνεύσιµη αντιγοναιµία, ιαιµία 
(µετρήσιµη µε RNA) και µεταβλητά επίπεδα CD4+ λεµφοκυττάρων. Η ανίχνευση 
ειδικών έναντι του HIV αντισωµάτων σηµατοδοτεί το τέλος του «παραθύρου» και 
χαρακτηρίζει το άτοµο σαν οροθετικό. Καθώς η λοίµωξη προχωρεί προς πλήρες AIDS, 
το αντι-p24 αντίσωµα µειώνεται και το p24 αντιγόνο επανεµφανίζεται [265]. 
Με τα αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν αρχικά για την ορολογική διάγνωση της 
λοίµωξης HIV, ανίχνευση αντισωµάτων ήταν εφικτή [στα περισσότερα άτοµα] 6-12 
εβδοµάδες µετά τη µόλυνση. Με τις νεότερες γενιές αντιδραστηρίων το διάστηµα 
αυτό έχει µειωθεί σε 3-4 εβδοµάδες [257,266]. Η ανίχνευση ειδικών αντι-HIV IgM 
αντισωµάτων δεν βοήθησε ιδιαίτερα στην πρώιµη διάγνωση, γιατί IgM απαντήσεις δεν 
αναπτύσσονται σταθερά στα πρώτα στάδια της HIV λοίµωξης [267].  
Η «περίοδος παραθύρου» µειώνεται κατά αρκετές ηµέρες µε τεχνικές ανίχνευσης 
αντιγόνου και ακόµα περισσότερο µε µεθόδους ανίχνευσης νουκλεϊκών οξέων. Η 
διάρκειά της, στην πλειοψηφία των περιπτώσεων, είναι σήµερα 2 εβδοµάδες ή και 
λιγότερο αν υπάρχει η δυνατότητα εφαρµογής όλων των διαθέσιµων τεχνικών 
ελέγχου.  
 

 
 

Σχήµα 11: Φυσική ιστορία της λοίµωξης HIV και δείκτες ανίχνευσής της. (Cecil 
Textbook of Medicine, 19th edition, 1992) 
 

 

11..  ΑΑννίίχχννεευυσσηη  ααννττιισσωωµµάάττωωνν  
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   Οι µέθοδοι ανίχνευσης αντισωµάτων µπορούν να διακριθούν σε  
α) δοκιµασίες µαζικού ή πρωτογενούς ελέγχου (screening), για εντοπισµό όλων 
των µολυσµένων ατόµων και  
β) επιβεβαιωτικές δοκιµασίες, για ταυτοποίηση µόνο των ατόµων που είναι 
µολυσµένα και έχουν θετικό αποτέλεσµα στον πρωτογενή έλεγχο. Οι πρώτες έχουν 
µεγάλη ευαισθησία και συνεπώς δίνουν λίγα ψευδώς αρνητικά αποτελέσµατα, ενώ οι 
δεύτερες χαρακτηρίζονται από υψηλή ειδικότητα και λίγα ψευδώς θετικά 
αποτελέσµατα. 
 
   Η ορολογική διάγνωση προϋποθέτει την αναγνώριση των χρησιµοποιούµενων 
αντιγόνων από τα αντισώµατα του ατόµου και τον επαρκή, χρονικά και ανοσολογικά, 
ανοσιακό ερεθισµό του ασθενούς. Ο ακριβής χρόνος ειδικής αντισωµατικής απάντησης 
στη µόλυνση από HIV εξαρτάται από παράγοντες που περιλαµβάνουν ιδιαιτερότητες 
τόσο του ξενιστή όσο και του ιϊκού στελέχους.  
   Ανεξάρτητα από την επιλεγείσα µέθοδο πρωτογενούς ελέγχου, δείγµα που δίνει 
θετικό αποτέλεσµα επανελέγχεται εις διπλούν και ακολουθεί επανεξέταση µε λήψη 
νέου δείγµατος. Αν το δείγµα είναι κατ’ επανάληψη θετικό ακολουθεί έλεγχος µε 
επιβεβαιωτική µέθοδο. 
   Μετά την περιγραφή του HIV-2 το 1985, τα περισσότερα αντιδραστήρια επιτρέπουν 
τον προσδιορισµό αντισωµάτων έναντι και των δύο τύπων HIV µεµονωµένα ή 
ταυτόχρονα.  
 
Μέθοδοι πρωτογενούς ελέγχου  
   H ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) είναι ανοσοενζυµική τεχνική που 
χρησιµοποιείται για τον προσδιορισµό αντιγόνου ή αντισώµατος, σε ετερογενή φάση. 
Αποτελεί τη µέθοδο επιλογής για τη συνολική ανίχνευση αντισωµάτων κατά τον 
πρωτογενή µαζικό έλεγχο, λόγω της εγγενούς υψηλής ευαισθησίας, σχετικά απλής 
µεθοδολογίας και καταλληλότητας για έλεγχο µεγάλου αριθµού δειγµάτων.  
 
Αρχικά χρησιµοποιήθηκαν σαν πηγή αντιγόνου πρωτεΐνες αδρανοποιηµένου ιού, που 
είχε αναπτυχθεί σε κυτταρικές σειρές και ανιχνεύονταν µόνο IgG αντισώµατα. Σήµερα 
τα αντιγόνα προέρχονται είτε από κυτταρολύµατα µολυσµένων µε HIV 
κυτταροκαλλιεργειών είτε από πεπτίδια, που ή παρασκευάζονται συνθετικά ή 
λαµβάνονται από ανασυνδυασµένο DNA του ιού εκφρασµένο σε προκαρυωτικούς 
φορείς. Επιπλέον, µε τα αντιδραστήρια 2ης και 3ης γενιάς είναι δυνατή η ταυτόχρονη 
ανίχνευση IgG και IgM αντισωµάτων έναντι των HIV-1 και HIV-2.  
 
   Η δηµοφιλέστερη ELISA χρησιµοποιεί µη ανταγωνιστική έµµεση µέθοδο στην 
οποία αντιγόνα του HIV βρίσκονται επιστρωµένα σε βοθρίο µικροπλάκας 96 θέσεων ή 
προσκολληµένα σε πλαστικό σφαιρίδιο το οποίο τοποθετείται σε  βοθρίο. Η δοκιµασία 
ξεκινά µε την προσθήκη εξεταστέων ορών στα βοθρία και επώαση για καθορισµένο 
χρόνο, επαρκή για να συνδεθούν οποιαδήποτε ειδικά έναντι του HIV αντισώµατα 
υπάρχουν στο δείγµα, ισχυρά και ειδικά, µε τα καθηλωµένα αντιγόνα. Μετά από 
πλύση για την αποµάκρυνση µη δεσµευµένων συστατικών του εξεταστέου ορού, 
προστίθεται αντιανθρώπινη ανοσοσφαιρίνη συζευγµένη µε ένζυµο. Μετά από δεύτερη 
επώαση κατά την οποία το ενζυµικό σύζευγµα προσδένεται σε οποιοδήποτε αντι-HIV 
αντίσωµα είναι συνδεδεµένο µε τα αντιγόνα του βοθρίου, η µη συνδεδεµένη 
αντιανθρώπινη ανοσοσφαιρίνη αποµακρύνεται µε πλύση και προστίθεται κατάλληλο 
για το ένζυµο υπόστρωµα. Το υπόστρωµα αυτό (συνήθως άχρωµο) διασπάται σε ένα 
προϊόν µε χρώµα, µε ρυθµό που εξαρτάται από την ποσότητα του ενζύµου που έχει 
συνδεθεί στο βοθρίο. Η αντίδραση σταµατά µε την προσθήκη διαλύµατος οξέος ή 
βάσης.  
Η ποσότητα του ενζύµου είναι ανάλογη µε την ποσότητα του αντισώµατος που 
υπάρχει στο δείγµα και, συνεπώς, ο ρυθµός ανάπτυξης χρώµατος στο βοθρίο (που 
µετριέται φασµατοφωτοµετρικά σαν οπτική πυκνότητα [OD] του δείγµατος), γίνεται 
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έµµεσο µέτρο της συγκέντρωσης αντισωµάτων στο δείγµα. Μαθηµατικός υπολογισµός 
παρέχει την τιµή-ουδό ή κατώφλι (cutoff:CO) προς την οποία συγκρίνεται η OD του 
δείγµατος για να καθοριστεί η αντισωµατική κατάσταση του δείγµατος. ∆είγµατα µε 
τιµές OD/CO µεγαλύτερες του 1.0 (σε µη ανταγωνιστική ELISA) θεωρούνται θετικά. 
Αρκετές έµµεσες ELISA χρησιµοποιούν πολυσθενή συζεύγµατα αντι-IgG και -IgM ώστε 
να αυξάνει η ευαισθησία για την ανίχνευση της µόλυνσης κατά την οροµετατροπή.    
 
   Η ανταγωνιστική δοκιµασία ELISA µπορεί να γίνει µε δύο τρόπους: 1. το 
σηµασµένο αντίσωµα και το δείγµα τοποθετούνται συγχρόνως αν υπάρχουν 
αντισώµατα έναντι διαφορετικών επιτόπων του αντιγόνου ή 2. το δείγµα τοποθετείται 
πρώτο και µετά τις πλύσεις προστίθεται το σηµασµένο αντίσωµα. Το ειδικό έναντι του 
HIV αντίσωµα του δείγµατος ανταγωνίζεται µε αντι-HIV αντίσωµα σηµασµένο µε 
ένζυµο για αντιγονικές θέσεις πάνω στη στερεή φάση. Με τη µέθοδο αυτή η ανάπτυξη 
χρώµατος είναι αντίστροφα ανάλογη µε τη συγκέντρωση αντισωµάτων στο υπό 
εξέταση δείγµα. 
 
   Με τη µη ανταγωνιστική διπλού αντισώµατος ELISA (µέθοδος «sandwich»), 
ένα ένζυµο (αλκαλική φωσφατάση ή υπεροξειδάση) συζευγµένο µε αντιγόνο του HIV 
(παρόµοιο µε το καθηλωµένο αντιγόνο της στερεής φάσης) επωάζεται µε το 
εξεταστέο δείγµα: το αντίσωµα του δείγµατος βρίσκεται µεταξύ δύο µορίων 
αντιγόνου, ενός καθηλωµένου στη στερεή φάση και ενός συζευγµένου µε το ένζυµο. 
Η προσθήκη υποστρώµατος οδηγεί στην ανάπτυξη χρώµατος µε ένταση ανάλογη της 
συγκέντρωσης του αντισώµατος. Η συγκεκριµένη παραλλαγή είναι η πλέον ευαίσθητη 
µέθοδος πρωτογενούς ελέγχου γιατί παρέχει τη δυνατότητα ανίχνευσης όλων των 
ισοτύπων αντισωµάτων (και των IgM). Μειονέκτηµά της είναι ο σχετικά µεγάλος όγκος 
δείγµατος που απαιτείται (150 µl), γιατί δυσκολεύει την επανάληψη της εξέτασης και 
τον έλεγχο νεογνών.  
Οι παραλλαγές «sandwich» και ανταγωνιστικής ELISA, σε συνδυασµό µε τα 
κεκαθαρµένα αντιγόνα που παρασκευάζονται µε γενετική µηχανική, φτάνουν ποσοστά 
ευαισθησίας και ειδικότητας µεγαλύτερα του 99,2 %. 
 
   Ψευδώς αρνητικά αποτελέσµατα ELISA συνήθως αφορούν τις πρώτες 1-2 
εβδοµάδες µετά τη µόλυνση από HIV ή εµφανίζονται σε τελικά στάδια της νόσου όταν 
η παραγωγή αντισωµάτων είναι χαµηλή [268]. 
   Ψευδώς θετικά αποτελέσµατα έχουν συσχετιστεί µε αυτοάνοσες νόσους 
(παρουσία αντισωµάτων αντιπυρηνικών, αντιµιτοχονδριακών, έναντι λείων µυικών 
ινών ή τοιχωµατικών κυττάρων, έναντι Τ κυττάρων), νεφρική ανεπάρκεια, κυστική 
ίνωση, ηπατικές νόσους, αιµοκάθαρση και εµβολιασµό για ηπατίτιδα Β, λύσσα ή 
γρίππη [269-275]. Αντισώµατα που προκαλούν διασταυρούµενες αντιδράσεις, όπως 
αντι-HLA τάξης ΙΙ, οδηγούν σε ψευδώς θετικές τιµές ELISA συνήθως σε πολύτοκες 
γυναίκες και πολυµεταγγιζόµενα άτοµα [276-278]. Ανίχνευση αντι-HIV αντισωµάτων 
παρατηρείται παροδικά και σε άτοµα που έχουν εθελοντικά συµµετάσχει σε 
προγράµµατα αξιολόγησης εµβολίων κατά του HIV, χωρίς αυτά να είναι µολυσµένα 
[279]. Πάντως, το φαινόµενο είναι σπάνιο και τα ψευδώς θετικά δείγµατα συνήθως 
αναγνωρίζονται µε περαιτέρω έλεγχο. 
 
   Αν και τα αποτελέσµατα της ELISA αξιολογούνται σε γενικές γραµµές ποιοτικά, είτε 
σαν θετικά (πάνω από το κατώφλι που ορίζει η µέθοδος) είτε σαν αρνητικά, η 
ποσοτική εκτίµηση της αντιδραστικότητας σε ELISA επηρεάζει την προγνωστική αξία 
των αποτελεσµάτων: υψηλότερες τιµές έχουν µεγαλύτερη θετική προγνωστική αξία. 
Σχεδόν όλα τα ψευδώς θετικά αποτελέσµατα έχουν χαµηλού επιπέδου 
αντιδραστικότητα [280].  
 
   Οι λεγόµενες «ταχείες» µέθοδοι ανίχνευσης αντι-HIV αντισωµάτων 
αναπτύχθηκαν στα τέλη της δεκαετίας του 1980 και µπορούν να ολοκληρωθούν σε 
λιγότερο από 30 λεπτά. Περιλαµβάνουν ποικίλους συνδυασµούς αντιγόνων των HIV-1 
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και HIV-2, συζευγµένων µε διαφορετικά υλικά µεταφοράς (solid-phase capture 
immunoassays, dot immunoblot assays, συγκόλληση µε latex). Η εφαρµογή τους 
ενδείκνυται κυρίως στις αναπτυσσόµενες χώρες που δεν διαθέτουν υλικοτεχνικό 
εξοπλισµό, αλλά και σε τµήµατα επειγόντων περιστατικών, ιατρεία, µικρές αιµοδοσίες 
και σε ανάγκη επείγοντος ελέγχου για HIV (όπου συνιστάται η άµεση, εντός δύο 
ωρών, χορήγηση θεραπευτικής αγωγής µετά από έκθεση στον ιό) [281-285].     
Αναφέρονται ποσοστά ευαισθησίας και ειδικότητας εφάµιλλα µε της ELISA και του 
Western blot, µε ταυτόχρονη σηµαντικότατη µείωση του συνολικού κόστους (της 
τάξης του 82%). Η χρήση τους συνιστάται όταν το όφελος ταχείας απάντησης 
υπερσκελίζει τον (µικρό) δυνητικό κίνδυνο ψευδώς θετικού αποτελέσµατος. 
Οι περισσότερες από αυτές τις ταχείες δοκιµασίες έχουν ενσωµατωµένο µάρτυρα 
(αντιανθρώπινη ανοσοσφαιρίνη που παράγει χωριστή ένδειξη) που δείχνει αν 
εκτελέστηκαν σωστά. Επιπλέον, λόγω της πρόσφατης αναγνώρισης της οµάδας Ο του 
HIV-1, έχει κατασκευαστεί ταχεία µέθοδος τριών κηλίδων που παρέχει τη δυνατότητα 
διαφοροδιάγνωσης µεταξύ HIV-1 οµάδας M, HIV-1 οµάδας O και HIV-2. 
 
   Οι «απλές» µέθοδοι για έλεγχο HIV απαιτούν περισσότερο από 30 λεπτά για την 
εκτέλεσή τους, αλλά η διαδικασία εκτελείται εύκολα χωρίς µηχανικό εξοπλισµό. Στην 
κατηγορία υπάγονται µέθοδοι συγκόλλησης, όπου σωµατίδια καλυµµένα µε αντιγόνο 
(ερυθρά αιµοσφαίρια ή σωµατίδια latex ή σωµατίδια ζελατίνης) αντιδρούν µε 
αντισώµατα του ορού και σχηµατίζονται ορατά σύµπλοκα [286, 287]. Με τη µέθοδο 
αυτή αναφέρονται πολύ χαµηλά ποσοστά ψευδώς θετικών αντιδράσεων σε 
οροαρνητικούς αιµοδότες (0.1% vs. 0.2% µε κοινή ELISA), ενώ τα ψευδώς αρνητικά 
αποτελέσµατα κυµαίνονται γύρω στο 1%. 
Η χρησιµότητα της δοκιµασίας για µαζικό έλεγχο πληθυσµών χαµηλού κινδύνου 
παραµένει αβέβαιη. 
 
   Το 1994 το FDA ενέκρινε τη χρήση της πρώτης δοκιµασίας ανίχνευσης 
αντισωµάτων έναντι του HIV σε σίελο. Τα ποσοστά ευαισθησίας και ειδικότητας που 
αναφέρονται είναι µεγαλύτερα του 99.4% [288]. 
 
   Υπάρχουν ακόµα αντιδραστήρια για ανίχνευση αντι-HIV αντισωµάτων στα ούρα 
(ELISA και Western blot). Για την ELISA τα ποσοστά ευαισθησίας και ειδικότητας που 
αναφέρονται είναι 99% και 94%, αντίστοιχα. Για το W. Blot οι αρχικές µελέτες 
δείχνουν υψηλά ποσοστά ευαισθησίας [289,290]. 
 
Επιβεβαιωτικές µέθοδοι  
   Οι περισσότεροι αλγόριθµοι ελέγχου απαιτούν τη χρήση ειδικών δοκιµασιών, όπως 
Western blot, έµµεσος ανοσοφθορισµός (IFA) ή ραδιοανοσοκαθίζηση (RIPA), για την 
επιβεβαίωση θετικών κατά τον πρωτογενή έλεγχο αποτελεσµάτων. Πρωταρχικός 
στόχος των εξαιρετικής ειδικότητας επιβεβαιωτικών δοκιµασιών είναι να εξασφαλιστεί 
ότι δεν θα χαρακτηριστούν λανθασµένα σαν φορείς HIV, µη µολυσµένα από τον ιό 
άτοµα που δίνουν θετικό αποτέλεσµα στον πρωτογενή έλεγχο.        
   Το Western blot (WB) είναι µέθοδος ανοσοαποτύπωσης που εφαρµόζεται για τον 
ποιοτικό προσδιορισµό πρωτεϊνών [291,292]. Η τεχνική επιτρέπει την ταυτοποίηση 
των πρωτεϊνών ενός µίγµατος µετά από ηλεκτροφορητικό διαχωρισµό τους σε 
πήκτωµα και τη µεταφορά τους σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης, η οποία στη συνέχεια 
επωάζεται µε ειδικά έναντι των αντιγόνων αντισώµατα και, τέλος, µε κατάλληλα 
σηµασµένη αντι-ανοσοσφαιρίνη.  
Είναι η ευρύτερα αποδεκτή επιβεβαιωτική δοκιµασία για την ανίχνευση αντισωµάτων 
έναντι των ρετροϊών. Συνοπτικά η µέθοδος περιλαµβάνει τρεις φάσεις: 

1. Γίνεται ηλεκτροφορητικός διαχωρισµός µίγµατος κεκαθαρµένων αντιγόνων του 
HIV σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης παρουσία θειϊκού δωδεκυλικού νατρίου (SDS-
PAGE: sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel). Στην ιδιότητα της 
πολυακρυλαµίδης σαν µοριακού διαχωριστικού µέσου προστίθεται η διπλή δράση του 
SDS στις πρωτεΐνες: προκαλεί αποδιάταξη και τους προσδίδει αρνητικό φορτίο, µε 
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αποτέλεσµα τα µόρια να µετακινούνται µε ταχύτητα αντίστροφα ανάλογη του 
µοριακού τους βάρους.  

2. Ακολουθεί µεταφορά των πρωτεϊνών από το πήκτωµα σε µεµβράνη 
νιτροκυτταρίνης µε την εφαρµογή ηλεκτρικού πεδίου. Κάθε φύλλο νιτροκυτταρίνης 
φέρει σε όλο του το πλάτος τις ίδιες πρωτεϊνικές ζώνες και κόβεται σε λεπτές επιµήκεις 
ταινίες, καθεµία από τις οποίες αποτελεί το ακριβές αποτύπωµα των ιϊκών πρωτεϊνών 
όπως έχουν διαχωριστεί στο πήκτωµα.  
   3. Εκτελείται ανοσολογική αντίδραση - ταυτοποίηση πάνω στη νιτροκυτταρίνη. 
Κάθε ταινία επωάζεται µε αραίωση 1:50 ή 1:100 εξεταστέου δείγµατος (ή µάρτυρα), 
οπότε αν υπάρχουν αντι-HIV αντισώµατα, αυτά προσδένονται ισχυρά και ειδικά στις 
θέσεις που βρίσκονται τα αντίστοιχα αντιγόνα. Μετά από πλύσεις το σύµπλεγµα 
αντιγόνου-αντισώµατος αναγνωρίζεται από κατάλληλα σηµασµένη αντι-ανθρώπινη 
σφαιρίνη: στο σηµείο αυτό η διαδικασία είναι παρεµφερής µε οποιαδήποτε άλλη 
έµµεση ανοσοµέθοδο. Ο ιχνηθέτης είναι συνήθως ένζυµο (υπεροξειδάση ή αλκαλική 
φωσφατάση), αλλά και ραδιοϊσότοπο ή χρυσός, που θα αντιδράσει µε ειδικό άχρωµο 
υπόστρωµα ώστε να παραχθούν αδιάλυτες έγχρωµες ζώνες πάνω στην ταινία στα 
σηµεία που υπάρχουν ανοσοσυµπλέγµατα. Σύγκριση των ταινιών µε την αντίστοιχη 
ενός θετικού µάρτυρα παρέχει ταυτοποίηση των αντισωµάτων που υπάρχουν σε κάθε 
δείγµα.  
   Το Western blot δεν απαιτεί ιδιαίτερα υψηλής συγγένειας αντισώµατα λόγω της 
µεγάλης τοπικής συγκέντρωσης αντιγόνου στη νιτροκυτταρίνη. Η ευαισθησία της 
µεθόδου προσδιορίζεται από το σύστηµα ανίχνευσης: µε ιχνηθέτη υπεροξειδάση 500 
pg, µε αλκαλική φωσφατάση 100-5 pg, µε χρυσό 100-10 pg. Εκτός από τη συγγένεια 
των αντισωµάτων πρέπει να λαµβάνεται υπόψη και η φύση των επιτόπων που 
αναγνωρίζονται από αυτά: ανιχνεύονται κυρίως γραµµικοί επίτοποι, λόγω της µερικής 
µετουσίωσης του αντιγόνου κατά την ηλεκτροφόρηση και µεταφορά.  
 
   Η αντίδραση µε θετικό για HIV δείγµα παρέχει σχέδιο (pattern) από ζώνες πάνω 
στην ταινία που είναι χαρακτηριστικό του ιού. Πολλές από τις ζώνες αυτές έχουν 
ταυτοποιηθεί σαν ειδικά προϊόντα γονιδίων του HIV. Τα αντιγόνα του HIV-1 
διαχωρίζονται ως εξής, ξεκινώντας από το σηµείο εκκίνησης: gp160, gp120, p66, p55, 
p51, gp41, p31, p24, p17 και p15, όπου οι αριθµοί (x1000) υποδεικνύουν το µοριακό 
βάρος των αντίστοιχων πρωτεϊνών.  
Μη ιϊκές πρωτεΐνες που προέρχονται από τα κύτταρα που καλλιεργήθηκε ο ιός µπορεί 
επίσης να βρίσκονται πάνω στη νιτροκυτταρίνη και να σχηµατίζουν ζώνες σε διάφορα 
σηµεία, κυρίως όµως στην περιοχή µεσαίων µοριακών βαρών (40000-60000), 
παρέχοντας µη ειδικές αντιδράσεις και δηµιουργώντας έτσι προβλήµατα στην 
αξιολόγηση.  
Ανάλογα µε τα συγκεκριµένα αντισώµατα που υπάρχουν στο υπό εξέταση δείγµα, η 
αντίδραση µε τα διαχωρισµένα αντιγονικά συστατικά παρέχει ένα διάγραµµα ζωνών, ο 
τύπος του οποίου (συνδυασµός και ένταση των ζωνών) καθορίζει αν το εξεταζόµενο 
άτοµο θεωρείται θετικό για αντι-HIV αντισώµατα.  
 
   Η αξιολόγηση των αποτελεσµάτων του Western blot υπόκειται σε ορισµένα 
κριτήρια, που εξελίσσονται µε την πάροδο του χρόνου καθώς συσχετίζονται 
ορολογικά, επιδηµιολογικά και κλινικά δεδοµένα και το αποτέλεσµα χαρακτηρίζεται 
σαν θετικό, αρνητικό ή αδιευκρίνιστο. Οι περισσότεροι οργανισµοί ακολουθούν 
σήµερα τις οδηγίες του CDC, που απαιτούν την παρουσία αντισωµάτων έναντι 
τουλάχιστον δύο από τις ακόλουθες δοµικές πρωτεΐνες του ιού: p24, gp41, gp120/160 
για χαρακτηρισµό ενός δείγµατος σαν θετικού [293]. Τα αναθεωρηµένα αυτά κριτήρια 
διαφέρουν από παλαιότερες συστάσεις [294] στο ότι δεν απαιτείται η αντίδραση σε 
προϊόν τρίτου γονιδίου (δηλαδή p31 ή p65 πρωτεΐνες pol), ενώ αρκεί µόνη η 
αντίδραση σε πολλαπλά αντιγόνα env, για να χαρακτηριστεί ένα δείγµα σαν θετικό. 
Έχουν ήδη εκφραστεί κάποιες επιφυλάξεις σε σχέση µε τα ισχύοντα κριτήρια 
αξιολόγησης που περιγράφησαν παραπάνω, καθώς φαίνεται ότι άτοµα χωρίς ιστορικό 



 11

κινδύνου για HIV λοίµωξη µπορεί να χαρακτηριστούν, εσφαλµένα, σαν οροθετικά 
[295-297]. 
   Είναι οµόφωνα αποδεκτό ότι αρνητικό αποτέλεσµα σηµαίνει απουσία οποιασδήποτε 
ζώνης. ∆ύο οµάδες, όµως, µεταξύ των οποίων η Παγκόσµια Οργάνωση Υγείας (ΠΟΥ), 
δέχονται σαν αρνητικό αποτέλεσµα και την παρουσία ασθενούς p17 ζώνης [298].   
   Αδιευκρίνιστα χαρακτηρίζονται τα δείγµατα που ενώ εµφανίζουν αντίδραση µε ένα 
ή περισσότερα αντιγόνα, δεν πληρούν τα κριτήρια θετικού (ή αρνητικού) 
αποτελέσµατος.  
 
   Το Western blot έχει αναφερόµενη ειδικότητα 97.8% [299]. Σφάλµατα στην 
αξιολόγησή του συµβαίνουν από λανθασµένη σήµανση δείγµατος, επιµόλυνση 
αρνητικού δείγµατος από παρακείµενο θετικό, αντιλευκοκυτταρικά αντισώµατα που 
αντιδρούν µε πρωτεΐνες της κυτταρικής σειράς στην οποία αναπτύχθηκε ο ιός ή κακή 
αξιολόγηση των ζωνών [300-303]. Το ποσοστό αδιευκρίνιστων αποτελεσµάτων 
ποικίλλει ανάλογα µε το αντιδραστήριο που χρησιµοποιείται, την επίπτωση της HIV 
λοίµωξης στον πληθυσµό που ελέγχεται και τα κριτήρια αξιολόγησης [302]. Το W. Blot 
είναι ελάχιστα χρήσιµο για µαζικό έλεγχο λόγω των συχνών (>2%) ψευδώς θετικών 
αποτελεσµάτων. 
   Ποσοστό 4-20% των ορών που είναι κατ’ επανάληψη θετικοί µε ELISA εµφανίζουν 
αδιευκρίνιστα αποτελέσµατα στο W. Blot. Τα αίτια περιλαµβάνουν έλεγχο κατά τη 
διάρκεια του ορολογικού «παραθύρου», διασταυρούµενη αντίδραση οφειλόµενη σε 
λοίµωξη από HIV-2 [304,305], απώλεια των αντισωµάτων έναντι του πυρήνα σε 
προχωρηµένο στάδιο της λοίµωξης, µόλυνση από µεταλλαγµένα στελέχη και µη 
ειδικές αντιδράσεις (σε λέµφωµα, πολλαπλή σκλήρυνση, ενδοφλέβια χρήση 
ναρκωτικών [306], ηπατική νόσο [307], υπεργαµµασφαιριναιµία, ή αυτοάνοσες 
διαταραχές [308,309]). Φαίνεται ότι υπάρχουν και υγιή άτοµα µε αντισώµατα που 
δίνουν διασταυρούµενες αντιδράσεις µε ειδικά του HIV-1 πεπτίδια ή ανασυνδυασµένα 
αντιγόνα: παραµένει άγνωστο αν αυτή η αντίδραση οφείλεται στην έκθεση σε 
παρεµφερείς ιϊκές πρωτεΐνες [310-312].      
Συνήθως στα αδιευκρίνιστα W. blots ανιχνεύονται αντισώµατα έναντι των gag 
πρωτεϊνών (ασθενείς ζώνες στις p17, p24, p55), χωρίς να αποκλείονται, λιγότερο 
συχνά, άλλες εικόνες. Ορισµένα από τα άτοµα αυτά εµφανίζουν αργότερα 
οροµετατροπή, ενώ άλλα διατηρούν σταθερό το αδιευκρίνιστο µοτίβο για µεγάλα 
χρονικά διαστήµατα (χρόνια), χωρίς ποτέ να εµφανίσουν οροµετατροπή (άρα µάλλον 
δεν είναι µολυσµένα, χωρίς να υπάρχει απόλυτη απάντηση για το φαινόµενο αυτό). Οι 
περισσότεροι ειδικοί συνιστούν τον επανέλεγχο των ατόµων µε αδιευκρίνιστα 
αποτελέσµατα µετά παρέλευση 1-6 µηνών και, όπου είναι δυνατόν, την ταυτόχρονη 
εξέταση του αρχικού δείγµατος παράλληλα µε το δεύτερο, ώστε να είναι δυνατή η 
άµεση σύγκρισή τους. Αν µετά πάροδο 6 µηνών το άτοµο αρνητικοποιηθεί ή δεν 
υπάρχει εξέλιξη της εικόνας, η λοίµωξη από HIV ουσιαστικά αποκλείεται [299, 313]. 
Πρέπει να σηµειωθεί ότι άτοµα που έχουν εµβολιαστεί για HIV (π.χ. µε την 
υποµονάδα gp160) µπορεί να θεωρηθούν, λανθασµένα, σαν θετικά λόγω αντίδρασης 
µε πρωτεΐνες του περιβλήµατος. 
Επικουρικές τεχνικές, όπως η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης και η καλλιέργεια 
του ιού, προσφέρουν πολύτιµη βοήθεια στη διαλεύκανση αδιευκρίνιστων 
αποτελεσµάτων. 
 
   Έχουν αναπτυχθεί παραλλαγές γνωστές σαν «ενισχυµένα» ή «τροποποιηµένα» 
Western blots, που στις ταινίες της νιτροκυτταρίνης περιλαµβάνουν εκτός από 
κυτταρόλυµα του HIV-1 και τεχνητά καθηλωµένα συνθετικά πεπτίδια του HIV-2 (gp36 
ή gp41). Έτσι, παρέχουν τη δυνατότητα διάκρισης µεταξύ των δύο τύπων του ιού. Τα 
κριτήρια θετικότητας καθορίζονται από τον κατασκευαστή.  
 
   Η RIPA ταυτοποιεί, όπως και το Western blot, τα αντισώµατα έναντι των διαφόρων 
πρωτεϊνών του HIV. Επιτρέπει καλύτερη ανάλυση των µεγάλου µοριακού βάρους 
πρωτεϊνών του περιβλήµατος από το W. blot και υπερέχει αυτού σε ευαισθησία και 
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ειδικότητα [314], αλλά µάλλον µειονεκτεί στην ανίχνευση πρώιµης αντισωµατικής 
απάντησης προς τις p24 και gp41. Η εφαρµογή της περιορίζεται σε εξειδικευµένα 
εργαστήρια γιατί απαιτεί χρήση ραδιοϊσοτόπων και διατήρηση µολυσµένων µε HIV 
κυτταρικών καλλιεργειών. Είναι χρήσιµη στην ανίχνευση χαµηλών τίτλων αντισώµατος 
και τη διαλεύκανση αδιευκρίνιστων Western blots.   
Μολυσµένες µε HIV λεµφοκυτταρικές σειρές καλλιεργούνται παρουσία 
ραδιοσηµασµένων αµινοξέων, τα οποία ενσωµατώνονται στις ιϊκές πρωτεΐνες κατά την 
αναπαραγωγή του ιού. Οµογενοποίηση των µολυσµένων κυττάρων παρουσία 
απορρυπαντικού παρέχει κυτταρόλυµα που επωάζεται µε τον υπό εξέταση ορό. Τα 
αντι-HIV αντισώµατα του ορού αντιδρούν µε τα ραδιοσηµασµένα αντιγόνα και 
σχηµατίζουν ανοσοσυµπλέγµατα που αποµακρύνονται µετά από επώαση µε σφαιρίδια 
σεφαρόζης επικαλυµµένα µε πρωτεΐνη Α, η οποία συνδέεται µε το Fc κλάσµα των 
ανοσοσφαιρινών. Τα σφαιρίδια διαχωρίζονται από το µίγµα µε φυγοκέντρηση και τα 
ραδιενεργά σύµπλοκα αντιγόνου-αντισώµατος εκλούονται από τα σφαιρίδια µε 
θέρµανση και διαλυτοποίηση σε απορρυπαντικό. Ακολουθεί ηλεκτροφόρηση των 
ανοσοκαθιζηµάτων σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης, που τα διαχωρίζει ανάλογα µε το 
µοριακό τους βάρος. Η έκθεση του πηκτώµατος σε φωτογραφικό φιλµ 
(αυτοραδιογραφία) παρέχει ζώνες παρόµοιες µε του Western blot και καθορίζει την 
ειδικότητα των αντισωµάτων έναντι των διαφόρων πρωτεϊνών του ιού.  
 
   Με τον ανοσοφθορισµό ανιχνεύονται αντιγόνα ή αντισώµατα σε βιολογικά υλικά, µε 
τη χρήση αντισωµάτων σηµασµένων µε φθορίζουσες χρωστικές. Με την τεχνική του 
έµµεσου ανοσοφθορισµού (IFA) µη σηµασµένο αντίσωµα τοποθετείται πάνω στο 
υπόστρωµα που βρίσκεται το αντιγόνο και σχηµατίζεται ανοσοσύµπλεγµα. 
Προστίθεται σηµασµένο αντίσωµα έναντι του πρώτου αντισώµατος (που τώρα δρα 
σαν αντιγόνο) και σχηµατίζεται φθορίζον σύµπλεγµα που γίνεται ορατό σε 
µικροσκόπιο φθορισµού.  
Κυτταρικές σειρές µολυσµένες µε HIV επιστρώνονται σε πλάκα µικροσκοπίου σαν 
µονοστιβάδα και επωάζονται µε ορό ασθενούς για καθορισµένο χρόνο. Αντισώµατα 
έναντι του HIV που περιέχονται στον ορό αντιδρούν µε τα αντιγόνα του ιού που 
εκφράζονται στην επιφάνεια των κυττάρων και, µετά από πλύσεις, ανιχνεύονται µε 
την προσθήκη αντιανθρώπινης ανοσοσφαιρίνης σηµασµένης µε ισοθειοκυανική 
φλουορεσκεΐνη (FITC), ένα φθοριόχρωµα που ενεργοποιείται µε υπεριώδη 
ακτινοβολία. Η αντίδραση γίνεται ορατή σε µικροσκόπιο φθορισµού και αξιολογούνται 
τόσο ο αριθµός των φθοριζόντων κυττάρων όσο και η ένταση και ο τύπος φθορισµού. 
Σαν αρνητικός µάρτυρας πρέπει να χρησιµοποιείται η ίδια µη µολυσµένη κυτταρική 
σειρά (για να µειωθεί η πιθανότητα µη ειδικού φθορισµού) και σαν θετικός µάρτυρας 
ορός από γνωστό οροθετικό άτοµο. 
Η µέθοδος µπορεί µερικές φορές να θέσει οριστική διάγνωση σε δείγµατα µε 
αδιευκρίνιστο Western blot και να ανιχνεύσει πρώιµη ορολογική αντίδραση έναντι του 
ιού (IgM αντισώµατα) κατά την οξεία φάση της λοίµωξης [315-317].  
Η ευαισθησία και η ειδικότητα του IFA θεωρούνται από τους περισσότερους ίσες ή και 
µεγαλύτερες από του Western blot. Βασικότερα µειονεκτήµατα είναι η απαίτηση 
ακριβού µικροσκοπίου και η υποκειµενικότητα στην εκτίµηση των αποτελεσµάτων. 
 
   Μία ακόµα εναλλακτική λύση στις επιβεβαιωτικές µεθόδους του κλασσικού W.B. και 
του IFA είναι η ανοσοαποτύπωση κηλίδας/γραµµής (dot/line blotting ή LIA), 
στην οποία ανασυνδυασµένα ή συνθετικά πεπτιδικά αντιγόνα ακινητοποιούνται πάνω 
σε ταινία νιτροκυτταρίνης. Η χρήση «τεχνητών» αντιγόνων µειώνει την παρουσία 
ουσιών προερχόµενων από την καλλιέργεια του ιού, που παρεµβαίνουν στην 
αξιολόγηση και µπορούν να δώσουν ψευδείς αντιδράσεις [318]. Η αξιοπιστία της LIA 
θεωρείται ίση µε του Western blot.  

 

Έλεγχος για HIV-2 
   Ο HIV-2 ενδηµεί κυρίως σε περιοχές της ∆. Αφρικής, αλλά η επίπτωση και η 
κατανοµή των κρουσµάτων που οφείλονται σε αυτόν επιβάλλουν τη χρήση µεθόδων 
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για την ανίχνευσή του. Τα αντιγόνα του HIV-2 είναι παρεµφερή µε του HIV-1 µε 
µικρές µόνο διαφορές στα µοριακά βάρη: οι Gag πρωτεΐνες του HIV-2 
χαρακτηρίζονται σαν p56, p26, p16, οι Pol p68, p34 και οι γλυκοπρωτεΐνες του 
περιβλήµατος gp36 (ή gp41), gp140, gp105.  
Όπως και για τον HIV-1, ο πρωτογενής έλεγχος για τον HIV-2 γίνεται µε ELISA 
(σφαιρίδια ή µικροπλάκα) ή ταχείες ή απλές δοκιµασίες.  
Οι επιβεβαιωτικές µέθοδοι για τον HIV-2 περιλαµβάνουν το Western blot και τη RIPA. 
Υπάρχουν επίσης ανοσοενζυµικές (ΕΙΑ) δοκιµασίες και µερικές ταχείες µέθοδοι οι 
οποίες χρησιµοποιούν χηµικά συνθετικά πεπτίδια, οµόλογα µοναδικής ανοσογόνου 
περιοχής της αντίστοιχης διαµεµβρανικής γλυκοπρωτεΐνης, που εµφανίζουν καλή 
συσχέτιση µε το W.B. και τη RIPA στην αναγνώριση και ταυτοποίηση αντισωµάτων 
έναντι των HIV-1 και HIV-2. Αυτές οι δοκιµασίες είναι ακόµα χρήσιµες στην 
αναγνώριση δειγµάτων που αντιδρούν και µε τους δύο ιούς. 
Για την επιβεβαίωση HIV-2 µόλυνσης, οι περισσότεροι οργανισµοί που έχουν θεσπίσει 
κριτήρια για τη αξιολόγηση του HIV-2 W.B. θεωρούν απαραίτητη για θετικότητα την 
αντίδραση µε τα αντιγόνα του περιβλήµατος. Η ΠΟΥ απαιτεί αντίδραση µε δύο 
τουλάχιστον αντιγόνα του περιβλήµατος του HIV-2, ενώ άλλοι οργανισµοί  απαιτούν 
αντίδραση µε την p26 (gag) και την gp34 ή την gp105 (env).  
 
   ∆ιαγνωστικά, οι λοιµώξεις από HIV-2 µπορεί να δηµιουργήσουν προβλήµατα. Συχνά 
παρατηρούνται διασταυρούµενες αντιδράσεις µε τον HIV-1 που συνηθέστερα 
οφείλονται σε αντι-gag ή αντι-pol αντισώµατα, λόγω της µεγαλύτερης οµολογίας των 
δύο ιών στις περιοχές αυτές [305]. Με HIV-1 ELISA, τα θετικά για HIV-2 δείγµατα 
µπορεί να εµφανίζουν υψηλές αρνητικές τιµές. Με Western blot µπορεί να δίνουν 
εικόνα αδιευκρίνιστη. Είναι λοιπόν απαραίτητο να αναγνωρίζονται τα ύποπτα δείγµατα 
και να ελέγχονται µε αντιδραστήρια κατάλληλα για τον HIV-2. Σήµερα είναι διαθέσιµα 
«µικτά» αντιδραστήρια για HIV-1/ HIV-2, πολύ µεγάλης ευαισθησίας, που 
χρησιµοποιούνται στον πρωτογενή έλεγχο για την ανίχνευση µόλυνσης και από τους 
δύο ιούς. Η διαφοροδιάγνωση, στη συνέχεια, µεταξύ HIV-1 και HIV-2 απαιτεί τη 
χρήση ELISA µεγάλης ειδικότητας (π.χ. βασιζόµενης σε συνθετικά πεπτίδια), Western 
blot, RIPA  ή PCR. 

 
 

Αν και περιγράφησαν αρκετές µέθοδοι για τον πρωτογενή έλεγχο και την επιβεβαίωση 
της µόλυνσης από HIV, τα περισσότερα Κέντρα Αναφοράς AIDS ακολουθούν έναν 
αλγόριθµο ελέγχου για την εργαστηριακή διάγνωση της µόλυνσης παρόµοιο µε αυτόν 
που ενδεικτικά παρουσιάζεται στο σχήµα 12.  
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   ΠΠΠρρρωωωτττοοογγγεεενννήήήςςς έέέλλλεεεγγγχχχοοοςςς   γγγιιιααα         HHHIIIVVV      
 

 
 

 ⇙        ⇘    

ELISA  Ταχεία δοκιµασία 

⇙    ⇘        ⇙         ⇘ 

Αρνητική       Θετική          Θετική          Αρνητική 
     ⇓ 

  

 Επανάληψη εις διπλούν στο ίδιο δείγµα  

      ⇙ ⇓        ⇘ 

         (-/-) (+/-) (+/+) 
 Επανάληψη Επιβεβαίωση 
 (πιθανό λάθος) (WB ή IFA) 

      ⇙ ⇓   ⇘ 

Θετικό Αδιευκρίνιστο       
Αρνητικό 

⇓ 
 ⇓ 

Λοίµωξη από HIV  Απουσία 
λοίµωξης 
από HIV 

 Ενηµέρωση ατόµου  
 

Αν είναι υψηλού κινδύνου ή έχει συµπτώµατα, συνιστάται µέτρηση αντιγόνου p24 
ή/και PCR ή/και καλλιέργεια ιού.  
∆ιαφορετικά, επανάληψη ELISA και WB σε 1 µήνα  µε τον ίδιο αλγόριθµο. 
 
 

 
 

 

 Αδιευκρίνιστο WB ξανά  

⇙          ⇘ 
 

Επανάληψη ELISA και WB 
µετά από 2-6 µήνες, µε τον ίδιο 
αλγόριθµο. 

Μέτρηση αντιγόνου p24 ή/και 
PCR ή/και καλλιέργεια ιού.        

Αν και πάλι αδιευκρίνιστο WB: 
πιθανότατα δεν πρόκειται για 
λοίµωξη HIV. 

Υψηλοί τίτλοι: οξεία λοίµωξη 
HIV.            
Αρνητικά: απουσία λοίµωξης 
HIV.              
Θετικά σε χαµηλό τίτλο: 
επανάληψη. 

 
 

 
Σχήµα 12: αλγόριθµος ελέγχου για την εργαστηριακή διάγνωση της λοίµωξης HIV. 
(WB: Western blot, IFA: έµµεσος ανοσοφθορισµός, PCR: αλυσιδωτή αντίδραση 
πολυµεράσης) 
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22..  ΑΑννίίχχννεευυσσηη  ααννττιιγγόόννοουυ  
   Με τη δοκιµασία του αντιγόνου p24 προσδιορίζεται άµεσα στο αίµα η πρωτεΐνη p24 
του καψιδίου (πυρήνα) του ιού, η οποία ανιχνεύεται πριν από την εµφάνιση 
αντισωµάτων έναντι του HIV κατά την οξεία φάση της λοίµωξης. Το p24 αντιγόνο 
εµφανίζεται νωρίς µετά τη µόλυνση λόγω του αρχικά εκρηκτικού ιϊκού 
πολλαπλασιασµού και συνδυάζεται µε υψηλά επίπεδα ιαιµίας [319]. Αν και παροδικό, 
µπορεί να εµφανιστεί περίπου δύο εβδοµάδες µετά τη µόλυνση και να διαρκέσει 3-5 
µήνες. Με την ανάπτυξη αντισωµάτων έναντι του HIV, το αντιγόνο παύει να είναι 
ανιχνεύσιµο, πιθανότατα λόγω σχηµατισµού συµπλεγµάτων αντιγόνου-αντισώµατος 
στο αίµα. Αρνητική δοκιµασία αντιγόνου δεν αποκλείει τη µόλυνση, αλλά όταν 
ανιχνευθεί, το p24 αντιγόνο έχει πολύ µεγάλη ειδικότητα για τη λοίµωξη. 
 
   Ο έλεγχος για αντιγόνο p24 είναι χρήσιµος σε:  
1. Ανίχνευση πρόσφατης µόλυνσης. Στις περισσότερες περιπτώσεις οξείας HIV 
λοίµωξης η διάγνωση είναι δυνατή πριν την οροµετατροπή, τόσο κλινικά όσο και 
εργαστηριακά και η δοκιµασία αντιγόνου προσφέρει σηµαντική βοήθεια [320].  
2. Έλεγχο αιµοδοτών. Στις αναπτυγµένες χώρες η µετάδοση του HIV µε µετάγγιση 
αίµατος συµβαίνει σχεδόν αποκλειστικά κατά την οξεία φάση της λοίµωξης, όταν ο 
δότης είναι οροαρνητικός. Στις ΗΠΑ η δοκιµασία p24 αντιγόνου εγκρίθηκε από το FDA 
για έλεγχο του αίµατος και των παραγώγων του, καθώς και των λευκοκυττάρων και 
του πλάσµατος που θα χρησιµοποιηθούν για µετάγγιση, από το 1995 [321]. Η 
δοκιµασία εκτελείται επιπλέον του ελέγχου αντισωµάτων.  
3. ∆ιάγνωση λοίµωξης σε νεογνά. Η αποµόνωση HIV ή/και οι µέθοδοι ανίχνευσης 
νουκλεϊκών οξέων του, επέτρεψαν µεγαλύτερη από 90% πρόβλεψη της µόλυνσης 
µετά τον πρώτο µήνα της ζωής και κατά 97% πρόβλεψη στην ηλικία των 3 µηνών 
[322,323]. Η ανίχνευση p24 αντιγόνου στα νεογνά είναι λιγότερο ευαίσθητη (50-
80%), αλλά επιτυγχάνει παρόµοια ευαισθησία από την ηλικία των 6 µηνών. Στη 
γέννηση, η συνδυασµένη χρήση p24 αντιγόνου, καλλιέργειας ιού και PCR επιτρέπει 
πρόβλεψη της µόλυνσης µόνο κατά 50%, αν και η ειδικότητα είναι 100% [324].                              
4. Παρακολούθηση πορείας νόσου και αντιρετροϊϊκής θεραπείας. Παλαιότερα, πριν 
γίνουν διαθέσιµες µέθοδοι µέτρησης ιϊκού φορτίου, η δοκιµασία αντιγόνου 
χρησιµοποιήθηκε ευρύτατα για την παρακολούθηση της πορείας της HIV λοίµωξης. 
Σήµερα, αν και πολλοί κλινικοί προτιµούν το ιϊκό φορτίο, το αντιγόνο εξακολουθεί να 
προσφέρει πληροφορίες µε πολύ χαµηλότερο κόστος και σε µικρότερο χρόνο. 
Επιµένουσα αντιγοναιµία έχει συσχετιστεί µε ταχύτερη εξέλιξη της νόσου [325]. 
Αυξανόµενη τιµή αντιγόνου σε ασθενείς µε ARC ή AIDS σχετίζεται µε αυξανόµενο ιϊκό 
φορτίο και µειούµενα αντι-p24 αντισώµατα.  
 
   Σηµαντικό περιορισµό αποτελεί η έλλειψη ευαισθησίας της µεθόδου στον έλεγχο 
αίµατος, τόσο επειδή χαµηλά επίπεδα αντιγόνου δύσκολα ανιχνεύονται, όσο και γιατί 
αντιγοναιµία εµφανίζεται µόνο παροδικά και σε διάφορα στάδια της νόσου [326,327]. 
∆εν είναι, επίσης, γνωστός ο βαθµός στον οποίο οι δοκιµασίες αντιγόνου µπορούν να 
ανιχνεύσουν p24 αντιγόνο από όλα τα στελέχη των HIV-1, HIV-2 και HIV-1 οµάδας O.  
 
   Το αντιγόνο p24 βρίσκεται στον ορό είτε σε ελεύθερη µορφή είτε δεσµευµένο από 
αντι-p24 αντισώµατα. Η ελεύθερη πρωτεΐνη του ιού (p24) συνήθως µετριέται µε µη 
ανταγωνιστική ELISA διπλού αντισώµατος. Η χρήση µονοκλωνικών αντι-p24 
αντισωµάτων έχει αυξήσει σηµαντικά την ευαισθησία της µεθόδου και ανιχνεύονται µε 
αξιοπιστία επίπεδα αντιγόνου 7-10 pg/ml. H ανίχνευση του συνδεδεµένου p24 απαιτεί 
διάσπαση του συµπλέγµατος p24 αντιγόνου - αντι-p24 αντισώµατος (κατεργασία µε 
γλυκίνη ή επώαση σε χαµηλό pH ή καθίζηση των ανοσοσυµπλεγµάτων µε 
πολυαιθυλενογλυκόλη) πριν την εκτέλεση της δοκιµασίας [328,329]. Η τροποποίηση 
αυτή, που επιτρέπει την ανίχνευση τόσο του ελεύθερου όσο και του συζευγµένου p24 
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αντιγόνου, υποστηρίζεται ότι αυξάνει την ευαισθησία της µεθόδου από 38% σε 59%, 
ιδιαίτερα στα ασυµπτωµατικά άτοµα [330].    
   Οι δοκιµασίες αντιγόνου p24 δίνουν µερικές φορές ψευδώς θετικές αντιδράσεις, που 
πιθανά οφείλονται σε διάφορες ουσίες και ανοσοσυµπλέγµατα. Τα δείγµατα που 
δίνουν θετικό αποτέλεσµα πρέπει να επιβεβαιώνονται µε πιο ειδική µέθοδο και για το 
σκοπό αυτό χρησιµοποιείται µία δοκιµασία εξουδετέρωσης που διατίθεται σαν 
συµπληρωµατική της κλασσικής µεθόδου. Το δείγµα που υποθετικά περιέχει αντιγόνο 
επωάζεται µε ανθρώπινο αντι-p24 αντίσωµα, οπότε αν υπάρχει αντιγόνο θα 
σχηµατίσει σύµπλοκο µε το εξουδετερωτικό αντίσωµα. Ακολουθεί η κλασσική 
δοκιµασία αντιγόνου στο προεπωασµένο και στο αρχικό δείγµα και συγκρίνονται οι 
οπτικές πυκνότητες των δύο. Για να θεωρηθεί δείγµα επιβεβαιωµένα θετικό για 
αντιγόνο, πρέπει η οπτική πυκνότητα µετά την εξουδετέρωση να µειωθεί τουλάχιστον 
κατά 50% συγκριτικά µε αυτήν του µη εξουδετερωµένου δείγµατος. Αν δεν συµβεί 
αυτός ο βαθµός αναστολής, το δείγµα χαρακτηρίζεται σαν αδιευκρίνιστο για αντιγόνο 
και χρειάζεται περαιτέρω διερεύνηση µε επανέλεγχο ή ανίχνευση RNA.  
 
   Η δοκιµασία αντιγόνου p24 είναι ιδιαίτερα χρήσιµη για την ανίχνευσή του σε 
υπερκείµενα  καλλιεργειών ενοφθαλµισµένων µε κύτταρα ατόµων που είναι ύποπτα 
για HIV λοίµωξη. Αποτελεί τη µέθοδο εκλογής για την ανίχνευση παρουσίας 
ελεύθερου αντιγόνου σε καλλιέργεια και είναι πιο ευαίσθητη από τη δοκιµασία 
ανάστροφης µεταγραφάσης [331].  
∆οκιµασία αντιγόνου µπορεί να εκτελεστεί και σε άλλα υγρά, εκτός από ορό και 
υπερκείµενα καλλιεργειών: π.χ. πολλοί ασθενείς µε HIV άνοια και εγκεφαλοπάθεια 
έχουν ανιχνεύσιµο αντιγόνο στο εγκεφαλονωτιαίο υγρό, πιθανά λόγω ενεργού ιϊκού  
πολλαπλασιασµού στον εγκεφαλικό ιστό.  
 
   Αξίζει να σηµειωθεί ότι τα επίπεδα p24 αντιγόνου δεν συσχετίζονται ικανοποιητικά 
µε το ιϊκό RNA στο πλάσµα, λόγω παρουσίας αντι-p24 αντισώµατος και µη 
σχετιζόµενης µε ιοσωµάτια p24 πρωτεΐνης [332]. 
 

33..  ΚΚααλλλλιιέέρργγεειιαα  κκααιι  ααπποοµµόόννωωσσηη  ιιοούύ  
   Η τεχνική αυτή αρχικά χρησιµοποιήθηκε για την καθιέρωση του HIV-1 σαν αιτίου 
του AIDS.  
1. Βιώσιµα µονοπύρηνα κύτταρα του περιφερικού αίµατος (PBMCs) ασθενών 
µολυσµένων από HIV λαµβάνονται µετά από φυγοκέντρηση ολικού αίµατος πάνω σε 
στιβάδα διαχωριστικού µέσου λεµφοκυττάρων: ο κυτταρικός πληθυσµός περιλαµβάνει 
µονοκύτταρα, CD4+ και CD8+ Τ λεµφοκύτταρα, Β λεµφοκύτταρα και κύτταρα 
φυσικούς φονείς (ΝΚ). Στο δείγµα των µονοπύρηνων τα CD4+ κύτταρα είναι αυτά 
που κύρια περιέχουν τον ιό. Τα µολυσµένα µονοπύρηνα διεγείρονται µε κάποιο 
πολυκλωνικό µιτογόνο των Τ κυττάρων (π.χ. φυτοαιµοσυγκολλητίνη: PHA) και στη 
συνέχεια συγκαλλιεργούνται µε διεγερµένα PBMCs φυσιολογικού ατόµου ή κάποια 
κυτταρική σειρά δεκτική στη µόλυνση από τον ιό. Στόχος της συγκαλλιέργειας είναι να 
επιτρέψει την ενίσχυση της µόλυνσης HIV in vitro, ώστε αυτή να ανιχνεύεται µε 
διαδοχικές µετρήσεις δραστηριότητας ανάστροφης µεταγραφάσης (RT) ή p24 
αντιγόνου στο υπερκείµενο. Ελέγχεται επίσης ο σχηµατισµός συγκυτίων (in vitro 
ένδειξη µόλυνσης HIV). Τέτοιου τύπου καλλιέργειες πρέπει να διατηρηθούν 
τουλάχιστον για 28 µέρες και τα υπερκείµενα να παρακολουθούνται κάθε δεύτερη 
ηµέρα για µεγιστοποίηση της ευαισθησίας ανίχνευσης του HIV.  
Μία συγκαλλιέργεια χαρακτηρίζεται σαν «θετική» όταν τουλάχιστον δύο διαδοχικές 
µετρήσεις ανιχνεύουν παρουσία RT ή p24 αντιγόνου σε αυξανόµενο τίτλο, πάνω από 
προκαθορισµένη τιµή-ουδό. Εκτίµηση του βαθµού θετικότητας (π.χ. διάρκεια σε µέρες 
µέχρι την ανίχνευση θετικότητας, εµφάνιση και διαβάθµιση σχηµατισµού συγκυτίων, 
µέγεθος θετικής απάντησης ανάλογα µε τα επίπεδα p24 αντιγόνου ή δραστηριότητας 
RT) είναι δυνατή και µπορεί να έχει κάποια αξία σαν αδρός δείκτης του συνολικού 
ιϊκού φορτίου του ασθενούς. 
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   Το ποσοστό των οροθετικών ατόµων που δίνουν θετική καλλιέργεια ποικίλλει 
ανάλογα µε τη βαρύτητα της νόσου και τη µεθοδολογία που χρησιµοποιείται για τη 
βελτιστοποίηση της ανίχνευσης θετικής καλλιέργειας. Η αποµόνωση του HIV µε 
συγκαλλιέργεια PBMCs αποβαίνει θετική σε 95-99% των προσβεβληµένων ασθενών 
προχωρηµένου σταδίου [287,333], το ποσοστό όµως αυτό είναι πολύ χαµηλό και 
ποικίλλει ευρέως σε άτοµα µε λιγότερο προχωρηµένη νόσο. Τροποποιήσεις της 
τεχνικής, όπως προσθήκη αντισωµάτων έναντι της ιντερφερόνης-α ή επιλογή 
διάφορων κυτταρικών σειρών για συγκαλλιέργεια, µπορεί να αυξήσουν το ποσοστό 
θετικότητας. Φαίνεται, πάντως, ότι θετικό αποτέλεσµα καλλιέργειας πιθανά έχει κάποια 
(αρνητική) προγνωστική αξία για την εξέλιξη της λοίµωξης.  
Πλεονέκτηµα της µεθόδου είναι η απόλυτη ειδικότητά της. ∆εν µπορεί όµως να 
χρησιµοποιηθεί σαν µέθοδος ρουτίνας γιατί είναι µεγάλης χρονικής διάρκειας, ενώ 
παράλληλα απαιτεί ειδικά διαµορφωµένους χώρους υψηλής ασφάλειας, κατάλληλο 
υλικοτεχνικό εξοπλισµό και καταρτισµένο προσωπικό. 
2. Πλάσµα ασθενούς φιλτράρεται για να αποµακρυνθούν κυτταρικά κατάλοιπα και στη 
συνέχεια συγκαλλιεργείται µε PHA-διεγερµένα µονοπύρηνα περιφερικού αίµατος 
φυσιολογικού δότη. Η καλλιέργεια παρακολουθείται για την εµφάνιση δραστηριότητας 
RT και p24 αντιγόνου για διάστηµα 28 τουλάχιστον ηµερών. 
 
   Η ποσοτική καλλιέργεια υπολογίζει το σχετικό ποσό ιού στο πλάσµα ή στα 
κύτταρα του περιφερικού αίµατος [334] και χρησιµοποιήθηκε για τη µέτρηση ιϊκού 
φορτίου πριν γίνουν διαθέσιµες οι τεχνικές ενίσχυσης νουκλεϊκών οξέων.  
1. Η ποσοτική καλλιέργεια πλάσµατος για HIV υπολογίζει το ποσό ελεύθερου 
µολυσµατικού ιού στο πλάσµα: διαδοχικές αραιώσεις πλάσµατος ασθενούς σε πλήρες 
θρεπτικό υλικό καλλιέργειας επωάζονται µε σταθερό αριθµό PHA-διεγερµένων PBMCs 
δότη σε µικροπλάκα ιστικής καλλιέργειας 96 θέσεων και το υπερκείµενο ελέγχεται για 
εµφάνιση µόλυνσης (παρουσία HIV p24 αντιγόνου) την 7η  και 14η ηµέρα [335, 336]. 
Τα αποτελέσµατα εκφράζονται σε TCID50 (50% της µολυσµατικής δόσης για ιστική 
καλλιέργεια) /ml πλάσµατος. Σαν τεχνική είναι επίπονη και όχι ιδιαίτερα ευαίσθητη και 
τα δείγµατα συνήθως ελέγχονται εις διπλούν ή εις τετραπλούν. Όταν συγκρίνεται το 
ποσό καλλιεργήσιµου ιού µε τα επίπεδα HIV RNA στο πλάσµα, παρατηρείται γενικά 
100-10000 φορές περισσότερο RNA από ιό [337,338].  
2. Η ποσοτική καλλιέργεια PBMCs υπολογίζει τον αριθµό των µολυσµένων κυττάρων 
στα λεµφοµονοκύτταρα του αίµατος [339]. ∆ιαδοχικές αραιώσεις των κυττάρων του 
ασθενούς συγκαλλιεργούνται σε µειούµενες συγκεντρώσεις µε σταθερό αριθµό PHA-
διεγερµένων κυττάρων δότη [340] και το υπερκείµενο ελέγχεται για παρουσία p24 
αντιγόνου. Το αποτέλεσµα εκφράζεται σε µολυσµατικές µονάδες ανά εκατοµµύριο 
µονοπύρηνων κυττάρων. 
 

44..  ΑΑννίίχχννεευυσσηη  ιιϊϊκκοούύ  γγεεννεεττιικκοούύ  υυλλιικκοούύ  
 

Southern blot  
   Η µέθοδος βασίζεται στην αποµόνωση γενωµικού DNA από τα κύτταρα των υπό 
εξέταση ατόµων, κατεργασία του µε ειδικά ένζυµα (περιοριστικές ενδονουκλεάσες), 
ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης και µεταφορά σε φίλτρα νιτροκυτταρίνης µε 
τριχοειδική δράση. Ακολουθεί υβριδισµός µε ραδιενεργά σηµασµένα συµπληρωµατικά 
µόρια DNA (cDNA ανιχνευτές), οµόλογα των διαφόρων γονιδίων του HIV και 
αυτοραδιογραφία.  

 

Dot blot 
   Η µέθοδος παρέχει ταχύτερη εξακρίβωση της παρουσίας ιϊκού DNA ή RNA σε 
δείγµατα απ’ ότι το Southern blot. Γίνεται άµεση εναπόθεση του DNA ή RNA σε 
«κηλίδα» πάνω σε φύλλο νιτροκυτταρίνης µέσα σε ειδική συσκευή (slot blot). Το 
φίλτρο στη συνέχεια υβριδίζεται µε ραδιοσηµασµένους δείκτες.   
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Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) 
    Η τεχνική επιτρέπει τη σύνθεση, in vitro, ενός τµήµατος DNA-στόχου, που 
πολλαπλασιάζεται εκλεκτικά, ώστε να γίνει ευχερής η ανίχνευσή του (σχήµα 13). Ο 
αριθµός των αντιγράφων που θα προκύψουν εξαρτάται από τον αριθµό των κύκλων 
της αντίδρασης [341,342].  
   Ένα ζεύγος από συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια µήκους 15-30 ζευγών βάσεων (bp), 
που ονοµάζονται εκκινητικά µόρια (primers), σχεδιάζονται έτσι ώστε να είναι 
συµπληρωµατικά µε τις αλληλουχίες που οριοθετούν το DNA-στόχο, το καθένα 
αντίστοιχα προς τον ένα κλώνο του στόχου και µε αντίθετη κατεύθυνση. Σαν DNA-
στόχος συνήθως επιλέγονται καλά διατηρηµένες περιοχές του ιϊκού γονιδιώµατος. 
Η αντίδραση της PCR στο περιφερικό αίµα ατόµου ύποπτου ή διαγνωσµένου µε HIV 
λοίµωξη ξεκινά µε την αποµόνωση γενωµικού DNA από τα µονοπύρηνα κύτταρα. 
Προστίθενται εκκινητικά µόρια συµπληρωµατικά των άκρων της αλληλουχίας που 
ενδιαφέρει, µία θερµοανθεκτική DNA πολυµεράση και δεοξυριβονουκλεοτίδια (dATP, 
dGTP, dCTP, dTTP).     
   Ο εκλεκτικός πολλαπλασιασµός επιτυγχάνεται µε διαδοχικούς κύκλους που καθένας 
περιλαµβάνει τρία στάδια: στο πρώτο γίνεται θερµική αποδιάταξη του δίκλωνου DNA 
σε µονόκλωνο [θερµοκρασία 92-950C, 30 sec] (denaturation), στο δεύτερο οι 
εκκινητές συνδέονται µε τις συµπληρωµατικές τους αλληλουχίες πάνω στα άκρα του 
DNA-στόχου [τυπικά σε θερµοκρασία 50-650C, 1-2 min] (annealing) και στο τρίτο η 
DNA πολυµεράση επιµηκύνει τον κάθε εκκινητή στο 3΄ άκρο του µε την προσθήκη 
συµπληρωµατικών βάσεων δεοξυριβονουκλεοτιδίων κατά µήκος της αλληλουχίας-
στόχου [θερµοκρασία 70-780C, 1-2 min] (extension).  
   Κάθε στάδιο διαρκεί 1-3 λεπτά και στο τέλος κάθε συµπληρωµένου κύκλου το ποσό 
του DNA της περιοχής που ενδιαφέρει διπλασιάζεται. Μετά από προκαθορισµένο (Ν) 
αριθµό κύκλων (συνήθως 25-40), το επιλεκτικά πολλαπλασιασµένο τµήµα του DNA 
βρίσκεται σε συγκέντρωση 2Ν (ο ακριβής αριθµός εξαρτάται από την ακρίβεια της 
πολυµεράσης και την απόδοση της αντίδρασης).  
Το κύριο προϊόν της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης είναι δίκλωνο DNA  που 
περιβάλλεται από τα εκκινητικά µόρια, τα 5΄ άκρα των οποίων αποτελούν και τα άκρα 
του προϊόντος της PCR. Είναι δυνατό να σχηµατιστούν, στους πρώτους κύκλους, 
µακρύτερα µονόκλωνα µόρια DNA που όµως δεν είναι ανιχνεύσιµα γιατί αποτελούν 
ελάχιστο ποσοστό του συνολικού προϊόντος της PCR. 
   Το τελικό βήµα της δοκιµασίας είναι ο χαρακτηρισµός του ενισχυµένου τµήµατος, 
που συνήθως γίνεται µε ηλεκτροφορητικό διαχωρισµό και υβριδισµό.  
 
   Κλειδί στην όλη διαδικασία είναι η θερµοάντοχη Taq πολυµεράση, µία DNA 
πολυµεράση που αποµονώθηκε από το βακτήριο Thermus aquaticus και διατηρεί την 
ενεργότητά της σε υψηλές θερµοκρασίες (ακόµα και στους 950 C επί 40 τουλάχιστον 
λεπτά).  
 
   Το µεγαλύτερο µειονέκτηµα της µεθόδου είναι και το ισχυρότερο σηµείο της 
δηλ. η πολύ µεγάλη ευαισθησία της: µε ραδιενεργό σήµανση ενός µορίου 
ανιχνευτή (probe) είναι δυνατό να ανιχνευτεί µέχρι και 1 pg DNA. Ακούσια επιµόλυνση 
των αντιδραστηρίων ή του DNA-στόχου ή και των δύο µπορεί να οδηγήσει σε ψευδώς 
θετικά αποτελέσµατα [343]. Το πρόβληµα αντιµετωπίζεται µε τη σχολαστική τήρηση 
κανόνων για αποφυγή επιµόλυνσης των δειγµάτων και τη χρήση πολλαπλών 
µαρτύρων -αρνητικών και θετικών- κάθε φορά [344]. 
 
   Η µέθοδος µπορεί να χρησιµοποιηθεί και για τον γονιδιακό πολλαπλασιασµό RNA, 
αφού πρώτα αυτό µετατραπεί σε συµπληρωµατικό του DNA (cDNA) µε τη δράση της 
ανάστροφης µεταγραφάσης (RT) και στη συνέχεια εφαρµοστεί η καθαυτό PCR [345-
347].  
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   Ιδιαίτερες εφαρµογές της PCR είναι στην επιβεβαίωση ή τον αποκλεισµό 
λοίµωξης σε νεογνά (οπότε ο έλεγχος αντισωµάτων δεν είναι διαγνωστικός) [348], σε 
περιπτώσεις επιµένουσας αντισωµατικής απάντησης που δεν είναι δυνατό να 
διαλευκανθούν οριστικά µε Western blot, στην ποσοτική εκτίµηση ιϊκού RNA [349, 
350] και DNA στο περιφερικό αίµα και στη διαπίστωση ύπαρξης ανθεκτικών σε αντι-
ιϊκά φάρµακα στελεχών [351-353].  
 

Nested PCR  
   Η ευαισθησία της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης µπορεί να αυξηθεί ακόµα  
περισσότερο, µέχρι και 1 fg, µε τη χρήση «nested» PCR.  
Στην τεχνική αυτή 1-2 µl του προϊόντος της PCR υποβάλλονται σε δεύτερη PCR, 
χρησιµοποιώντας σαν εκκινητικά µόρια ένα νέο ζεύγος primers που είναι εσωτερικά 
των αρχικών εκκινητών.  
   Θεωρητικά η nested PCR έχει τη δυνατότητα να ανιχνεύσει 1 αντίγραφο προϊού 
HIV σε 106 κύτταρα [354].  
 

 
 

Σχήµα 13: αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) 
 
 
 
Ιϊκό φορτίο 
   Οι εργαστηριακές µέθοδοι που υπολογίζουν το «ιϊκό φορτίο» του HIV µπορούν να 
περιγραφούν σαν δοκιµασίες που εκτιµούν συνολικά την αναπαραγωγική 
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δραστηριότητα του ιού, η οποία αντανακλά την υποκείµενη εξέλιξη της νόσου στον 
ασθενή, συνήθως µε ποσοτικοποίηση του ιϊκού RNA στο πλάσµα [334].  
   Η χρήση του όρου ιϊκό φορτίο [355] περιέχει µία καλυµµένη παραδοχή, που 
στηρίζεται σε ισχυρές ενδείξεις: ότι το ποσό του ιϊκού RNA στο πλάσµα παρέχει ακριβή 
αντίληψη της ιϊκής αναπαραγωγικής δραστηριότητας στο σύνολο του οργανισµού 
[51,52,356, 357]. 
 
∆είγµα εκλογής για µέτρηση ιϊκού φορτίου είναι ολικό αίµα που λαµβάνεται µε 
αντιπηκτικό EDTA, ενώ αποδεκτά είναι και δείγµατα που λαµβάνονται µε αντιπηκτικό 
ACD (acid citrate dextrose) [358]. Η ηπαρίνη σαν αντιπηκτικό πρέπει να αποφεύγεται 
γιατί είναι αναστολέας της αντίδρασης πολυµεράσης [359] και η χρήση της µπορεί να 
οδηγήσει σε µειωµένη ανάκτηση και σταθερότητα ιϊκού RNA σε δοκιµασίες bDNA και 
NASBA. Ο ορός είναι ποιοτικά κατώτερος από οποιοδήποτε δείγµα µε αντιπηκτικό 
λόγω σαφώς µειωµένης ανάκτησης RNA του HIV [360]. 
 
   Οι µοριακές µέθοδοι που χρησιµοποιούνται για τη µέτρηση ιϊκού φορτίου 
διακρίνονται σε δύο τύπους: ενίσχυσης σήµατος και ενίσχυσης στόχου.  
Στην ενίσχυση σήµατος, πολλαπλασιάζεται το σήµα που εκπέµπει το νουκλεϊκό οξύ-
στόχος µε διαδοχικά βήµατα υβριδισµού, παρέχοντας άµεσο ποσοτικό προσδιορισµό 
του αρχικού επιπέδου του στόχου. Αντίθετα, µε την τεχνολογία ενίσχυσης στόχου, 
πρώτα ενισχύεται ενζυµικά το νουκλεϊκό οξύ-στόχος και στη συνέχεια τα προϊόντα της 
ενίσχυσης αυτής ποσοτικοποιούνται, παρέχοντας έµµεσα ένα µέτρο του αρχικού 
επιπέδου του στόχου. 
 
   Οι υπερευαίσθητες µέθοδοι µέτρησης ιϊκού φορτίου που χρησιµοποιούνται σήµερα 
ποσοτικοποιούν µε ακρίβεια 50 αντίγραφα HIV RNA/ml. 
 
   Η ειδικότητα των µεθόδων ιϊκού φορτίου κυµαίνεται µεταξύ 95% και 98% 
[313,361]. Τα ψευδώς θετικά αποτελέσµατα (συχνότητα µέχρι 3%) οφείλονται σε 
υψηλό background του συστήµατος ανίχνευσης σήµατος ή σε επιµόλυνση των 
προϊόντων ενίσχυσης και µπορεί να οδηγήσουν σε λανθασµένη διάγνωση αν 
χρησιµοποιηθούν ακατάλληλα [362,363]. Συνήθως, πάντως, οι τιµές στις περιπτώσεις 
αυτές είναι χαµηλές [364].  
 
   Πρέπει να γίνει απόλυτα σαφές ότι οι δοκιµασίες ιϊκού φορτίου δεν έχουν σχεδιαστεί 
σαν διαγνωστικές µέθοδοι για µαζικό έλεγχο ή επιβεβαίωση της λοίµωξης HIV και δεν 
πρέπει να χρησιµοποιούνται αντί των ορολογικών µεθόδων που είναι ειδικές για τους 
σκοπούς αυτούς, έχουν ειδικότητα >99.7% και έχουν εκτενώς δοκιµαστεί σε 
οροαρνητικούς πληθυσµούς. Η αξιολόγηση χαµηλών θετικών τιµών (<15000 
αντίγραφα/ml) σε δοκιµασίες ιϊκού φορτίου πρέπει να γίνεται µε επιφύλαξη όταν αυτές 
εκτελούνται για διαγνωστικούς σκοπούς [280,365]. 
 
Μέθοδος διακλαδιζόµενου DNA (bDNA)  
   Είναι διαδικασία πολλαπλών υβριδισµών µε τους οποίους αφενός δεσµεύεται το 
νουκλεϊκό οξύ-στόχος και αφετέρου πολλαπλασιάζεται το σήµα που αυτό µπορεί να 
εκπέµψει, ώστε να γίνει δυνατή η ανίχνευσή του (σχήµα 14).         
   ∆ιπλά δείγµατα 1 ml πλάσµατος υπερφυγοκεντρούνται (23000xg) για να επιτευχθεί 
συγκέντρωση των ιοσωµατίων. Τα ιοσωµάτια λύονται µε τη χρήση πρωτεολυτικών 
παραγόντων και απορρυπαντικών, ώστε να απελευθερωθεί το RNA του HIV.  
Τα δείγµατα τοποθετούνται σε βοθρία µικροπλάκας 96 θέσεων επιστρωµένα µε 
ολιγονουκλεοτίδια-ανιχνευτές δέσµευσης (capture probes). Το ιϊκό RNA 
«συλλαµβάνεται» στην επιφάνεια της  µικροπλάκας µε τη µεσολάβηση ανιχνευτών 
στόχου (target probes). Μία δεύτερη οµάδα ανιχνευτών στόχου υβριδίζεται µε ένα 
µέρος της στο HIV RNA και µε ένα άλλο σε ανιχνευτές-προπολλαπλασιαστές 
(preamplifier probes). Οι δύο οµάδες ανιχνευτών στόχου υβριδίζονται σε διαφορετικές 
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περιοχές του γονιδίου pol και, συνεπώς, η αντίδραση είναι πολύ ειδική µην 
επιτρέποντας τη σύνδεση µε αλληλουχίες άλλες από το RNA-στόχο.  
Οι προπολλαπλασιαστές υβριδίζονται µε πολλαπλά µόρια bDNA, που είναι  συνθετικά 
ολιγονουκλεοτίδια µε 15 διακλαδώσεις. Κάθε κλαδί φέρει θέσεις πρόσδεσης 
ανιχνευτών συζευγµένων µε αλκαλική φωσφατάση. Με την προσθήκη υποστρώµατος 
της αλκαλικής φωσφατάσης παράγεται χηµειοφωταυγές σήµα που ανιχνεύεται µε 
λουµινόµετρο. Η ένταση του φωτός είναι ανάλογη µε το ποσό HIV RNA που υπάρχει 
στο δείγµα και το οποίο υπολογίζεται από πρότυπη καµπύλη. 
  
Το δυναµικό εύρος ανίχνευσης της µεθόδου είναι 50-500x103 ιϊκά ισοδύναµα/ml για 
τα αντιδραστήρια τρίτης γενιάς. 
 
   Η τεχνική bDNA είναι µέθοδος ενίσχυσης σήµατος και επιτρέπει άµεσα τον 
ποσοτικό προσδιορισµό του ιϊκού RNA. Αυτό την καθιστά ακριβέστερη από τις RT-PCR 
και NASBA [366-368]. ∆εν υπόκειται σε κίνδυνο επιµολύνσεων και ανιχνεύει αξιόπιστα 
RNA των υποτύπων A-F του HIV-1. Μειονέκτηµα είναι ότι απαιτεί µεγάλο όγκο 
δείγµατος, που την καθιστά πρακτικά ανέφικτη σε ορισµένες περιπτώσεις (νεογνά, 
ΕΝΥ).  

 

 
 
Σχήµα 14: µέθοδος διακλαδιζόµενου DNA (bDNA)  
 
 
 
Ποσοτική ανάστροφη µεταγραφή - PCR (RT- PCR) 
   Αποτελεί τεχνική ενίσχυσης στόχου και βασική αρχή της είναι η ταυτόχρονη 
ανάστροφη µεταγραφή και ο ποσοτικός προσδιορισµός δύο διαφορετικών 
αλληλουχιών παρόµοιου µήκους, µε κοινές αλληλουχίες αναγνώρισης από τους 
εκκινητές, στο ίδιο σωληνάριο [369].  
   Το ιϊκό RNA αποµονώνεται από το πλάσµα µετά από λύση των ιοσωµατίων και µετά 
από καθίζηση και διαλυτοποίηση του ιζήµατος, τοποθετείται σε µικροσωληνάριο για 
RT-PCR.  
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Οι εκκινητές ορίζουν αλληλουχία µέσα σε πολύ διατηρηµένη περιοχή του γονιδίου gag 
και είναι σηµασµένοι µε βιοτίνη στο 5΄ άκρο τους, ώστε να είναι δυνατή η 
χρωµοµετρική ανίχνευση των προϊόντων της αντίδρασης.  
   Η ποσοτική εκτίµηση του ιϊκού RNA γίνεται µε τη χρήση προτύπου ποσοτικοποίησης 
(QS): πρόκειται για συνθετικό RNA µόριο που περιέχει τις ίδιες θέσεις σύνδεσης 
εκκινητών µε το RNA του HIV και παρέχει προϊόν ενίσχυσης ίδιου µήκους µε το ιϊκό 
RNA-στόχο. Η περιοχή πρόσδεσης του ανιχνευτή έχει τροποποιηθεί, ώστε να είναι 
δυνατή η ανεξάρτητη ανίχνευση του προϊόντος ενίσχυσης του προτύπου στο τέλος 
της δοκιµασίας. Το πρότυπο ποσοτικοποίησης ενσωµατώνεται σε κάθε δείγµα (µέσα 
στο διάλυµα λύσης) σε γνωστό αριθµό αντιγράφων, µεταφέρεται µαζί του σε όλα τα 
στάδια της δοκιµασίας και πολλαπλασιάζεται µαζί µε το ιϊκό RNA. Τα επίπεδα του HIV 
RNA ενός δείγµατος υπολογίζονται συγκρίνοντας το σήµα του HIV µε το αντίστοιχο 
του προτύπου στο δείγµα αυτό. Ο µάρτυρας ποσοτικοποίησης αντισταθµίζει τυχόν 
ανεπάρκειες ή αναστολές κατά την αποµόνωση RNA, την ανάστροφη µεταγραφή και 
την ενίσχυση και επιτρέπει µε ακρίβεια τον ποσοτικό προσδιορισµό του RNA του ιού 
στα δείγµατα. 
   Τα στάδια ανάστροφης µεταγραφής και PCR πραγµατοποιούνται µε τη χρήση ενός 
µόνο ενζύµου, της θερµοανθεκτικής ανασυνδυασµένης DNA πολυµεράσης του 
βακτηρίου Thermus thermophilus (rTth pol), που παρουσία Mn2+ και σε κατάλληλες 
ρυθµιστικές συνθήκες έχει ταυτόχρονα δραστηριότητα ανάστροφης µεταγραφάσης 
και DNA πολυµεράσης. Αυτό επιτρέπει την εκτέλεση των φάσεων RT-PCR µέσα στο 
ίδιο διάλυµα, που περιέχει το ένζυµο, τα τριφωσφορικά νουκλεοτίδια (dATP, dCTP, 
dGTP, dTTP, dUTP) και τους εκκινητές.  
Η θέρµανση του µείγµατος σε 50-600 C επιτρέπει την ειδική σύνδεση του antisense 
εκκινητή στο RNA του HIV-1 και του µάρτυρα ποσοτικοποίησης και η rTth pol 
(παρουσία Mn2+ και περίσσειας δεοξυνουκλεοτιδίων) επιµηκύνει τον συνδεδεµένο 
εκκινητή σχηµατίζοντας µία DNA αλυσίδα (cDNA) συµπληρωµατική του RNA στόχου.  
Μετά την ανάστροφη µεταγραφή του ιϊκού RNA σε cDNA, θέρµανση του µείγµατος 
της αντίδρασης σε 950 C οδηγεί σε αποδιάταξη του RNA-cDNA υβριδίου και 
αποκάλυψη των θέσεων σύνδεσης των εκκινητών. Κατά την ψύξη του µείγµατος 
µέχρι τους 520 C ο sense εκκινητής συνδέεται ειδικά στην cDNA αλυσίδα και, καθώς η 
rTth pol επιµηκύνει τον εκκινητή, συντίθεται δεύτερη αλυσίδα DNA (720 C) και έτσι 
ολοκληρώνεται ο πρώτος κύκλος της PCR µε την απόδοση ενός dsDNA αντιγράφου 
της περιοχής που ενδιαφέρει και που ονοµάζεται amplicon. Η διαδικασία 
επαναλαµβάνεται για καθορισµένο αριθµό κύκλων, που καθένας καταλήγει σε 
διπλασιασµό της ποσότητας του amplicon DNA, χωρίς να ενισχύεται ολόκληρο το 
γονιδίωµα του HIV-1.  
Μετά την ολοκλήρωση της PCR, τα προϊόντα της αντίδρασης (δύο amplicons) 
αποδιατάσσονται σε ssDNA. ∆ιαδοχικές αραιώσεις του δείγµατος τοποθετούνται σε 
βοθρία µικροπλάκας 96 θέσεων καλυµµένα µε ανιχνευτές ειδικούς για τον HIV ή το 
πρότυπο ποσοτικοποίησης, οπότε τα amplicons του HIV και του µάρτυρα δεσµεύονται 
στα αντίστοιχα βοθρία µε υβριδισµό. Μετά από πλύση για την αποµάκρυνση µη 
δεσµευµένου υλικού, προστίθεται σύζευγµα αβιδίνης-υπεροξειδάσης το οποίο 
συνδέεται στο σηµασµένο µε βιοτίνη amplicon που έχει υβριδιστεί µε τον ειδικό 
ανιχνευτή. Μετά από δεύτερη πλύση ακολουθεί προσθήκη υποστρώµατος που 
οξειδώνεται από την υπεροξειδάση σε έγχρωµο προϊόν. Η αντίδραση σταµατά µε 
ασθενές οξύ και µετριέται η οπτική πυκνότητα (OD) στα 450 nm.  
   Το ποσό του ιϊκού RNA σε κάθε δείγµα υπολογίζεται µε µαθηµατικό τύπο που 
λαµβάνει υπόψη την OD του HIV, την αραίωση, την OD του προτύπου 
ποσοτικοποίησης και τον αριθµό αντιγράφων του στο δείγµα.  
 
Το εύρος ανίχνευσης της µεθόδου είναι 400-750x103 αντίγραφα/ml για την κλασσική 
τεχνική και 50-750x103 αντίγραφα/ml για την υπερευαίσθητη παραλλαγή της. 
   Πλεονέκτηµα της τεχνικής είναι ο µειωµένος κίνδυνος επιµολύνσεων µε τη χρήση 
του ενζύµου UNG (uracil-N-glycosylase). Ωστόσο, η αποτελεσµατικότητα της µεθόδου 
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µε στελέχη της οµάδας Ο δεν είναι εξακριβωµένη, ενώ αναφέρεται και πρόβληµα στην 
ισοδύναµη αναγνώριση ορισµένων υποτύπων, κυρίως του Α. 
 
Ποσοτική Ανταγωνιστική PCR (QC- PCR) 
   Είναι µία παραλλαγή της RT-PCR που αναπτύχθηκε για να αντιµετωπιστούν τα 
προβλήµατα προσαρµογής των δοκιµασιών PCR σε ποσοτικοποίηση [370, 371]. Ένα 
συνθετικό RNA µόριο-ανταγωνιστής ταυτόσηµο µε το στόχο που ενδιαφέρει, εκτός 
από µία απάλειψη, ποσοτικοποιείται µαζί µε το HIV RNA του δείγµατος, παρέχοντας 
ένα είδος «εσωτερικού» µάρτυρα. Αραιώσεις γνωστού αριθµού αντιγράφων του 
ανταγωνιστή (τουλάχιστον 4) προστίθενται σε όµοια δείγµατα του υπό εξέταση 
πλάσµατος και η ποσοτικοποίηση καθορίζεται από τα σχετικά ποσά των προϊόντων 
ενίχυσης που προέρχονται από το δείγµα του ασθενούς και από το RNA-ανταγωνιστή. 
Επιτυγχάνεται έτσι αυξηµένος έλεγχος των επιδράσεων που έχει στην ποσοτικοποίηση 
η αποτελεσµατικότητα της αποµόνωσης RNA, της ανάστροφης µεταγραφής και της 
ενίσχυσης κατά την αντίδραση της PCR. Επιπλέον, µπορεί να ελεγχθεί η ασταθής 
παρουσία αναστολέων της PCR που βρίσκονται σε δείγµατα.  
   Η τεχνική έχει µεγάλη επαναληψιµότητα και έχει βοηθήσει ιδιαίτερα στην 
κατανόηση της φυσικής ιστορίας της λοίµωξης HIV, επειδή όµως είναι επίπονη και 
χρονοβόρα δεν χρησιµοποιείται ευρέως παρά µόνο σε εξειδικευµένα ερευνητικά 
εργαστήρια. 
 
Μέθοδος άµεσου πολλαπλασιασµού του νουκλεϊκού οξέος-στόχου (NASBA)  
   Η NASBA είναι µία ακόµα µέθοδος ενίσχυσης στόχου [372]. Η τεχνολογία της 
επιτρέπει άµεσα την ενίσχυση αλληλουχιών ssRNA και η ενίσχυση αυτή γίνεται σε µία 
θερµοκρασία (410 C), είναι δηλαδή ισοθερµική (σχήµα 15). 
Νουκλεϊκά οξέα αποµονώνονται από το πλάσµα και δεσµεύονται από σφαιρίδια 
οξινισµένου πυριτίου. Μετά από πλύσεις των σφαιριδίων και ξήρανση στους 560 C 
γίνεται έκλουση των νουκλεϊκών οξέων µε Η2Ο.  
Το µείγµα αντίδρασης της NASBA περιλαµβάνει T7 RNA πολυµεράση, RNάση H και 
AMV (avian myeloblastosis virus) - RT, τριφωσφορικά νουκλεοτίδια, δύο εκκινητές και 
κατάλληλους ρυθµιστικούς παράγοντες. Ο ένας εκκινητής (1) φέρει στο 5΄ άκρο του 
αλληλουχία-επαγωγέα που αναγνωρίζεται από την T7 RNA πολυµεράση, ενώ τµήµα 
του 3΄ άκρου του είναι συµπληρωµατικό του 3΄ άκρου της αλληλουχίας στόχου. Ο 
δεύτερος εκκινητής (2) είναι µικρότερου µήκους και συµπληρωµατικός του 5΄ άκρου 
της αλληλουχίας στόχου.  
   Κατά την καλούµενη «µη κυκλική» φάση της NASBA ο εκκινητής 1 υβριδίζεται στην 
αλληλουχία-στόχο και η AMV-RT χρησιµοποιεί τα διαθέσιµα δεοξυνουκλεοτίδια για να 
επιµηκύνει το 3΄ άκρο του εκκινητή σχηµατίζοντας ένα antisense cDNA αντίγραφο 
του RNA εκµαγείου. ∆ηµιουργείται έτσι ένα RNA-DNA υβρίδιο, του οποίου την RNA 
αλυσίδα υδρολύει η RNάση H, αφήνοντας µία µονή αλυσίδα DNA στην οποία 
συνδέεται ο εκκινητής 2. Η AMV-RT, µε τη δράση της σαν DNA-εξαρτώµενης DNA 
πολυµεράσης, συνθέτει τη δεύτερη αλυσίδα sense DNA, κάνοντας δίκλωνο (και, άρα, 
µεταγραφικά ενεργό) το τµήµα του επαγωγέα. Η T7 RNA πολυµεράση µεταγράφει 
RNA αντίγραφα από τον επαγωγέα, παρέχοντας µέχρι και 100 αντίγραφα από κάθε 
µόριο υποστρώµατος. 
   Κάθε νέο RNA µόριο είναι τώρα διαθέσιµο σαν εκµαγείο για την RT στην καλούµενη 
«κυκλική» φάση της NASBA. Σ’ αυτήν ο εκκινητής 2 συνδέεται πρώτος µε το 
υπόστρωµα και µε τη δράση της RΤ επιµηκύνεται, δίνοντας γένεση σε ένα RNA-DNA 
υβρίδιο, όπως και προηγούµενα. Η RNάση H υδρολύει την RNA αλυσίδα, ο εκκινητής 1 
συνδέεται στο µονόκλωνο DNA και η RT συνθέτει DNA, δηµιουργώντας και πάλι έναν 
µεταγραφικά ενεργό επαγωγέα. 
Στο τέλος της αντίδρασης συσσωρεύεται µεγάλο ποσό µονόκλωνου RNA και µικρά 
ποσά RNA-DNA υβριδίων και δίκλωνου DNA. 
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   Αν η αντίδραση ξεκινήσει µε DNA σαν υπόστρωµα (αντί RNA), απαιτούνται δύο 
βήµατα θερµικής αποδιάταξης για να σχηµατιστούν µονόκλωνα DNA ενδιάµεσα, στα 
οποία θα προσδεθούν οι εκκινητές.  
Και στη NASBA η ποσοτική µέτρηση του RNA βασίζεται στον ταυτόχρονο 
πολλαπλασιασµό εσωτερικών διακριτών RNA µορίων γνωστής συγκέντρωσης (Q-
RNAs: QA, QB, QC). Τα συνθετικά αυτά µόρια προστίθενται σε διαφορετικές 
συγκεντρώσεις [104, 103, 102 µόρια, αντίστοιχα] σε κάθε δείγµα (πριν την αποµόνωση 
του νουκλεϊκού οξέος) και πολλαπλασιάζονται ταυτόχρονα µε αυτό. Τα Q-RNAs 
διαφέρουν από το HIV RNA-στόχο σε λίγες βάσεις. Τα τέσσερα προϊόντα ενίσχυσης 
ανιχνεύονται ξεχωριστά µε τη χρήση ολιγονουκλεοτιδίων σηµασµένων κατάλληλα για 
ηλεκτροχηµειοφωταύγεια. Το αρχικό ποσό του HIV RNA στο δείγµα υπολογίζεται από 
το λόγο του σήµατος του ιϊκού RNA προς το σήµα των Q-RNAs. Εναλλακτικά, η 
ανίχνευση των ενισχυµένων RNAs µπορεί να γίνει µε ELGA (enzyme linked gel assay).  
 
Το εύρος ανίχνευσης της µεθόδου είναι 400-107 αντίγραφα/ml. 
   Μειονεκτήµατα είναι ο υπαρκτός κίνδυνος επιµολύνσεων και οι δυσκολίες στην 
ισοδύναµη αναγνώριση των υποτύπων του HIV-1. 
 

 
 

Σχήµα 15: Μέθοδος άµεσου πολλαπλασιασµού του νουκλεϊκού οξέος-στόχου 
(NASBA) 
 
 

 
   Πολλά υποσχόµενη καινοτοµία αποτελεί η real-time PCR, µία τροποποίηση της 
ποσοτικής PCR, στην οποία η συσσώρευση του προϊόντος της αντίδρασης µετριέται 
κινητικά [373]. Η ανίχνευση των προϊόντων επιτυγχάνεται µετά από κάθε κύκλο µε 
φθορίζουσα ουσία που ενσωµατώνεται στο προϊόν της PCR κατά τη διάρκεια της 
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αντίδρασης. Τα δεδοµένα µεταφέρονται σε υπολογιστή και εµφανίζονται στην οθόνη, 
επιτρέποντας την παρακολούθηση της αντίδρασης σε πραγµατικό χρόνο.  
 

 
Στον πίνακα που ακολουθεί περιγράφονται συνοπτικά οι ευρύτερα χρησιµοποιούµενες 
διαγνωστικές δοκιµασίες για τον έλεγχο λοίµωξης HIV.  

ΜΜΜΕΕΕΘΘΘΟΟΟ∆∆∆ΟΟΟΣΣΣ   ΚΚΚΛΛΛΙΙΙΝΝΝΙΙΙΚΚΚΗΗΗ   ΧΧΧΡΡΡΗΗΗΣΣΣΙΙΙΜΜΜΟΟΟΤΤΤΗΗΗΤΤΤΑΑΑ    ΣΣΣΧΧΧΟΟΟΛΛΛΙΙΙΑΑΑ    

ELISA Μαζικός πρωτογενής έλεγχος.  Ευαισθησία και ειδικότητα >99,2%. 
Αρνητική στη διάρκεια του 
«ορολογικού παραθύρου».  
Αδυναµία ταυτοποίησης 
αντισωµάτων.  

«Ταχείες»  Ενηµέρωση ατόµου αυθηµερόν. 
Επείγουσα διάγνωση. 

Ευαισθησία και ειδικότητα >99%.  
Σε θετικό αποτέλεσµα συνιστάται 
έλεγχος µε κλασσική ELISA και WB.. 

Western blot 
(WB) 

Η συχνότερα χρησιµοποιούµενη 
επιβεβαιωτική δοκιµασία. 

Ευαισθησία 100%. Ειδικότητα 
97,8%. 
4-20% των θετικών µε ELISA ορών 
δίνουν αδιευκρίνιστα αποτελέσµατα. 

RIPA Επιβεβαιωτική µέθοδος. 
Ανίχνευση χαµηλών τίτλων 
αντισώµατος και  διαλεύκανση 
αδιευκρίνιστων WB. 

Χρήση ραδιοϊσοτόπων και 
µολυσµένων µε HIV 
κυτταροκαλλιεργειών. 

IFA Επιβεβαιωτική µέθοδος. 
Ανίχνευση IgM αντισωµάτων και  
διαλεύκανση αδιευκρίνιστων WB. 

Ευαισθησία και ειδικότητα ≥ από το 
WB. 
Απαίτηση ειδικού µικροσκοπίου. 
Υποκειµενικότητα στην αξιολόγηση 
των αποτελεσµάτων. 

Συνθετικά 
πεπτίδια (LIA) 

Επιβεβαιωτική µέθοδος. Ευαισθησία και ειδικότητα παρόµοιες 
µε του WB.  
Μικρότερο ποσοστό (από το WB) 
αδιευκρίνιστων αποτελεσµάτων. 

Αντιγόνο p24 ∆ιαγνωστική βοήθεια (πρόσφατη  
µόλυνση, έλεγχος νεογνών, 
πορεία νόσου?). 

Έλλειψη ευαισθησίας. 
Ανίχνευση αντιγόνου σε ΕΝΥ και 
υπερκείµενα καλλιεργειών. 

Καλλιέργεια 
ιού 

∆ιαγνωστική βοήθεια (πρόσφατη 
µόλυνση, αδιευκρίνιστα WB).  

Υψηλή ειδικότητα, κυµαινόµενη και 
χαµηλή ευαισθησία (ανάλογα µε το 
στάδιο της νόσου).  
Τεχνικά περίπλοκη. 

PCR 

bDNA 

NASBA 

∆ιαγνωστική βοήθεια (πρόσφατη 
µόλυνση, αδιευκρίνιστα WB, 
έλεγχος νεογνών). 
Παρακολούθηση πορείας νόσου 
και θεραπείας. 
∆ιαπίστωση ανθεκτικών σε αντι-
ιϊκά φάρµακα στελεχών HIV. 

Τεχνικά περίπλοκες. 
Κίνδυνος ψευδώς θετικών 
αποτελεσµάτων (επιµόλυνση). 
Αδυναµία στην ισοδύναµη 
αναγνώριση των υποτύπων του ιού. 

 
 
 

55..  ΕΕκκττίίµµηησσηη  ααννοοσσοολλοογγιικκήήςς  λλεειιττοουυρργγίίααςς  
   Η µακρά διάρκεια του ασυµπτωµατικού σταδίου στη HIV λοίµωξη (7-11 χρόνια) 
καθιστά απαραίτητη τη µέτρηση βασικών ανοσολογικών παραµέτρων, που έχουν 
προγνωστική αξία για την κλινική πορεία της νόσου και βοηθούν στη λήψη 
αποφάσεων για την έγκαιρη έναρξη αντι-ιϊκής θεραπείας και χηµειοπροφύλαξης έναντι 
ευκαιριακών λοιµώξεων. Ποικιλία παραµέτρων που έχουν κατά καιρούς προταθεί σαν 
προγνωστικοί δείκτες (διαλυτό CD8, IgA, ιντερφερόνη-α, διαλυτό CD16, TNFα, 
αντιγόνο και αντίσωµα gp120) δεν έχουν αξιολογηθεί επαρκώς σε συγκριτικές κλινικές 
µελέτες και ο µελλοντικός τους ρόλος παραµένει αβέβαιος. 
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Σε προοπτικές µελέτες βρέθηκαν να έχουν προγνωστική σηµασία για την πορεία της 
λοίµωξης από HIV οι παρακάτω δείκτες [374,375]: 
 
   Η µέτρηση του αριθµού των CD4+ Τ λεµφοκυττάρων είναι ο βασικότερος 
προγνωστικός δείκτης της πορείας της νόσου, µε παγκόσµια εφαρµογή [376]. 
Συσχετίζεται ισχυρά µε τα στάδια της νόσου, έχει συµπεριληφθεί στον ορισµό του 
AIDS από το 1993 και έχει χρησιµοποιηθεί στις ενδείξεις για θεραπεία. Η βαρύτητα της 
ελάττωσης των CD4 κυττάρων µπορεί να εκτιµηθεί µε την εκατοστιαία αναλογία τους, 
τον απόλυτο αριθµό τους ή το λόγο CD4/CD8: οι µετρήσεις συσχετίζονται µεταξύ 
τους και όλες έχουν προγνωστική σηµασία. Ο αριθµός των CD4 κυττάρων παρουσιάζει 
διακυµάνσεις οφειλόµενες σε ηµερήσιο ρυθµό [377] (διαφορές µέχρι 150-300 
κύτταρα/mm3 µεταξύ ηµέρας και νύκτας σε φυσιολογικά άτοµα), σε stress και σε 
διάφορες λοιµώξεις. Μέθοδος εκλογής για τη µέτρηση των CD4+ κυττάρων είναι η 
κυτταροµετρία ροής [378].  
 
   Η παρουσία ανιχνεύσιµου αντιγόνου p24 στον ορό HIV-θετικών ατόµων 
αντανακλά τον ενεργό ιϊκό πολλαπλασιασµό και υποδηλώνει αυξηµένη ιϊκή παραγωγή. 
Όπως ήδη αναφέρθηκε, αντιγοναιµία παρατηρείται (κύρια) στην πρωτογενή µόλυνση 
πριν την εµφάνιση αντισωµατικής απάντησης και σε τελικά στάδια της νόσου. ∆εν 
είναι σαφές αν χαµηλός τίτλος p24 σηµαίνει ελαττωµένη σύνθεση της πρωτεΐνης του 
ιού ή οφείλεται σε σχηµατισµό ανοσοσυµπλεγµάτων µε το αντίστοιχο αντίσωµα. Η 
επιµονή ή η επανεµφάνιση αντιγοναιµίας συσχετίζεται µε ταχύτερη εξέλιξη της 
λοίµωξης και έχει χρησιµοποιηθεί σαν κριτήριο αποτελεσµατικότητας της αντι-ιϊκής 
αγωγής, δεν αποτελεί όµως ευαίσθητο δείκτη και από πολλούς αµφισβητείται η κλινική 
της σηµασία [379]. 
 
   Η νεοπτερίνη (6-D-ερυθρο-τριϋδροξυπροπυλπτερίνη) είναι χαµηλού µοριακού 
βάρους πυραζινοπυριµιδινικό παράγωγο του µεταβολισµού της τριφωσφορικής 
γουανοσίνης και η αυξηµένη παραγωγή της αντανακλά την κυτταρική ενεργοποίηση. 
Παράγεται κύρια από τα µονοκύτταρα και µακροφάγα µετά την διέγερσή τους από 
IFN-γ, που εκκρίνεται από τα ενεργοποιηµένα Τ λεµφοκύτταρα Τα επίπεδά της στον 
ορό και τα ούρα φαίνεται να συσχετίζονται µε το στάδιο της νόσου και µε την πορεία 
της HIV λοίµωξης, ανεξάρτητα από τον αριθµό των CD4+ λεµφοκυττάρων [380]. Ο 
λόγος του απόλυτου αριθµού CD4+ κυττάρων/νεοπτερίνη έχει επίσης προταθεί σαν 
δείκτης παρακολούθησης των ασθενών [381]. ∆εν αποτελεί, πάντως, ειδικό δείκτη για 
την HIV λοίµωξη. 
 
   Η β2-µικροσφαιρίνη είναι πεπτίδιο (11 kD) που αποτελεί την ελαφρά άλυσο των 
µορίων τάξης I του MHC και βρίσκεται στην επιφάνεια όλων των εµπύρηνων 
κυττάρων. Η παραγωγή της ελέγχεται από την IFN-γ, που επάγει την έκφραση των 
µορίων τάξης I του MHC. Τα επίπεδά της στον ορό αυξάνονται σε καταστάσεις που 
σχετίζονται µε πολλαπλασιασµό-ενεργοποίηση των µονοπύρηνων κυττάρων και/ή 
κυτταρική καταστροφή και αντανακλούν το ρυθµό ανακύκλωσης των 
λεµφοκυττάρων. Αύξηση των επιπέδων της (>3 mg/l) θεωρείται προγνωστικός 
δείκτης της εξέλιξης της HIV λοίµωξης, ανεξάρτητος του αριθµού των CD4+ 
λεµφοκυττάρων [382,383]. Στερείται όµως ειδικότητας και αµφισβητείται η κλινική 
χρησιµότητά της.  
   Τα ενεργοποιηµένα µονοπύρηνα κύτταρα εκκρίνουν µία διαλυτή µορφή του 
υποδοχέα της ιντερλευκίνης-2 (sIL-2R). Αυξηµένα επίπεδα sIL-2R στον ορό έχουν 
περιγραφεί σε διάφορες νόσους, µεταξύ των οποίων και η λοίµωξη από HIV, χωρίς να 
έχει εξακριβωθεί η κυτταρική του προέλευση (πιθανολογείται η απελευθέρωσή του 
είτε από ενεργοποιηµένα Τ κύτταρα είτε από διεγερµένα µακροφάγα ή και Β 
λεµφοκύτταρα). Υποστηρίζεται ότι η αύξηση του sIL-2R στον ορό εµφανίζει ισχυρή 
θετική συσχέτιση µε το στάδιο της νόσου, ενώ συσχετίζεται αρνητικά µε τον αριθµό 
των CD4+ κυττάρων [384,385].  
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Πρόσφατα άρχισαν να χρησιµοποιούνται σαν πιο ευαίσθητες παράµετροι πρόβλεψης 
της εξέλιξης της νόσου (προγνωστικοί δείκτες 2ης γενιάς):  
 
   Ορισµένοι δείκτες ενεργοποίησης των Τ κυττάρων.  Η ανάλυση των µορίων 
επιφανείας CD45RA και CD29/CD45RO, που χαρακτηρίζουν τα παρθένα και τα 
µνηµονικά CD4 κύτταρα, αντίστοιχα, απέδειξε ότι τα µνηµονικά κύτταρα ελαττώνονται 
πρώιµα, ενώ τα παρθένα σε προχωρηµένα στάδια της HIV λοίµωξης.  
Στα ασυµπτωµατικά στάδια της νόσου παρατηρείται πρώιµη αύξηση των CD8+HLA-
DR+ κυττάρων, ενώ στα τελικά στάδια είναι χαρακτηριστική η αύξηση των 
CD8+CD38+. 
Η αύξηση του υποπληθυσµού CD8+CD45RO+CD38+ των ενεργοποιηµένων 
µνηµονικών CD8 κυττάρων φαίνεται να ακολουθεί την εξέλιξη της λοίµωξης σε AIDS 
[386]. 
Ο υποπληθυσµός CD8+CD28+ φαίνεται να παραµένει αυξηµένος σε οροθετικά άτοµα 
µε µακρά επιβίωση, ενώ µειώνεται κατά την εξέλιξη προς νόσο.  
 
   Λειτουργικές δοκιµασίες των Τ λεµφοκυττάρων. Η βλαστική µεταµόρφωση 
των λεµφοκυττάρων σε απάντηση σε µη ειδικά µιτογόνα και αλλοαντιγόνα συνήθως 
διατηρείται κατά τη διάρκεια της λοίµωξης HIV, ενώ η απάντηση σε ειδικά 
αναµνηστικά αντιγόνα είναι έντονα µειωµένη ή ανύπαρκτη από πολύ νωρίς [387, 
388]. Έχουν επίσης χρησιµοποιηθεί µετρήσεις της κυτταροτοξικότητας των Τ 
λεµφοκυττάρων. Οι µέθοδοι αυτές είναι χρονοβόρες και δαπανηρές σε σύγκριση µε 
την φαινοτυπική ανάλυση και δεν προσφέρουν ιδιαίτερη βοήθεια στον κλινικό 
χειρισµό των ασθενών.  
 
Από πολυπαραγοντικές µελέτες που έχουν γίνει φαίνεται ότι ο συνδυασµός επιπέδων 
HIV RNA (ιϊκό φορτίο) και αριθµού CD4+ Τ λεµφοκυττάρων, που 
αντικατοπτρίζουν την έκταση αναδιπλασιασµού του ιού και την ανοσολογική 
κατάσταση του ατόµου, αντίστοιχα, είναι οι πλέον αξιόπιστοι ανεξάρτητοι δείκτες της 
πορείας της νόσου και της θεραπείας της [389-391].       
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ΠΠρροοββλλήήµµαατταα  κκααττάά  ττηη  δδιιάάγγννωωσσηη  ττηηςς  λλοοίίµµωωξξηηςς  
HHIIVV  

 
    Η διάγνωση της µόλυνσης από HIV-1 και -2 βασίζεται στην ανίχνευση 
αντισωµάτων στον ορό έναντι των ιών, µε ορολογικές µεθόδους. Η ανοσοενζυµική 
µέθοδος ELISA χρησιµοποιείται για τον πρωτογενή µαζικό έλεγχο δειγµάτων, ενώ το 
Western blot (WB) έχει αναδειχθεί σαν µέθοδος εκλογής για τον επιβεβαιωτικό έλεγχο.  
Για τα άτοµα που µολύνονται από HIV, το χρονικό διάστηµα από την επαφή µε τον ιό 
µέχρι την ανάπτυξη ανιχνεύσιµου αντισώµατος είναι άγνωστο. Η περίοδος αυτή κατά 
την οποία το άτοµο είναι µολυσµένο (και δυνητικά µολυσµατικό) αλλά οροαρνητικό 
για αντι-HIV αντισώµατα ονοµάζεται «ορολογικό παράθυρο». Η κρισιµότητα του 
συγκεκριµένου διαστήµατος αποδεικνύεται από το γεγονός ότι πρακτικά όλες οι 
περιπτώσεις µετάδοσης HIV µε αίµα και παράγωγα ή µε µεταµόσχευση 
οργάνων/ιστών που έχουν υποστεί έλεγχο για αντι-HIV αντισώµατα, ήταν αποτέλεσµα 
αιµοδοσίας από πρόσφατα µολυσµένα άτοµα κατά την περίοδο αυτή [392, 393]. 
Το ορολογικό παράθυρο υπολογίζεται ότι έχει µέση διάρκεια µέχρι 45 ηµέρες [393], 
ενώ η συντριπτική πλειοψηφία των µολυσµένων ατόµων αναπτύσσουν αντι-HIV 
αντισώµατα µέσα σε έξι µήνες από την έκθεση στον ιό [394]. Η ανίχνευση αντιγόνου 
p24 και µοριακές τεχνικές, όπως η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR), 
χρησιµοποιούνται στη προσπάθεια µείωσης της διάρκειας του ορολογικού παραθύρου. 
 
   Στην πράξη διαπιστώνονται µερικές φορές οριακά αποτελέσµατα στον πρωτογενή 
έλεγχο, που αφενός δυσκολεύουν την απόφαση για την καταλληλότητα του αίµατος 
και αφετέρου δηµιουργούν προβλήµατα στην ενηµέρωση του αιµοδότη.  
Σοβαρό πρόβληµα διάγνωσης µπορεί να προκύψει όταν στην ELISA παρατηρούνται 
θετικές τιµές σε άτοµα που δεν αναφέρουν παράγοντες κινδύνου για HIV λοίµωξη. Αν 
και αυτές οι περιπτώσεις συχνά χαρακτηρίζονται σαν ψευδώς θετικές, ο έλεγχος µε 
Western blot αποκαλύπτει µερικές φορές την παρουσία αντισωµάτων έναντι 
πρωτεϊνών του ιού (συνήθως αντι-gag ή/και αντι-pol), χωρίς όµως να πληρούνται τα 
κριτήρια θετικότητας της µεθόδου. Το σχήµα αυτό (θετική/οριακή τιµή ELISA, αντι-
gag/pol αντίδραση στο Western blot) µπορεί να υποδηλώνει αρχικά στάδια µόλυνσης 
από HIV [395], ειδικά αν ληφθεί υπόψη ότι η gag-pol περιοχή του ιού είναι ιδιαίτερα 
διατηρηµένη κατά τη φυλογενετική εξέλιξη των ιών HIV. Παρατηρείται όµως, για 
άγνωστους λόγους, και σε µη µολυσµένα από HIV άτοµα. Τέτοια άτοµα 
χαρακτηρίζονται σαν αµφίβολα για µόλυνση από HIV και η εικόνα αυτή του Western 
blot σαν αδιευκρίνιστη. 
 
   Η διάρκεια του ορολογικού παραθύρου και η δυνατότητα απόδειξης HIV λοίµωξης 
µε ερευνητικές µεθόδους ποικίλο διάστηµα πριν την εµφανή οροµετατροπή (µε όλες 
τις συνέπειες που αυτό θα µπορούσε να έχει) αποτελεί πεδίο αντικρουόµενων 
απόψεων στη διεθνή βιβλιογραφία. Σε κάποιες περιπτώσεις ασυµπτωµατικών 
οροαρνητικών ατόµων, έχει αποµονωθεί HIV µε καλλιέργεια ή έχουν αποκαλυφθεί 
ενσωµατωµένες ιϊκές αλληλουχίες στο DNA των κυττάρων τους [396-401]. Άλλες 
ερευνητικές οµάδες, όµως,  απέτυχαν να ανιχνεύσουν ιϊκές αλληλουχίες σε κύτταρα 
οροαρνητικών ατόµων σε κίνδυνο για HIV λοίµωξη [402].  
Οι περισσότερες από τις προαναφερθείσες µελέτες ασχολήθηκαν µε άτοµα που 
ανήκαν σε οµάδες υψηλού κινδύνου για HIV λοίµωξη. Η σηµασία του αδιευκρίνιστου 
Western blot σε άτοµα χωρίς αναγνωρίσιµους παράγοντες κινδύνου για HIV λοίµωξη, 
όπως είναι οι περισσότεροι αιµοδότες, παραµένει αµφιλεγόµενη. 
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ΕΕΕΡΡΡΕΕΕΥΥΥΝΝΝΗΗΗΤΤΤΙΙΙΚΚΚΟΟΟ   ΕΕΕΡΡΡΩΩΩΤΤΤΗΗΗΜΜΜΑΑΑ   
    Στο Κέντρο Αιµοδοσίας του Βενιζελείου Νοσοκοµείου κατά τη διάρκεια του µαζικού  
πρωτογενούς ελέγχου για HIV, αναγνωρίστηκαν άτοµα που έδιναν κατ’ επανάληψη 
θετική/οριακή τιµή µε ELISA. Η ανάλυση µε Western blot αποκάλυψε σε κάποια από 
αυτά εικόνα αδιευκρίνιστη (παρουσία, κύρια, αντι-gag αντισωµάτων) που διατηρήθηκε 
αναλλοίωτη για µεγάλο χρονικό διάστηµα.    
 
   Τέθηκε λοιπόν το ερώτηµα αν τα άτοµα αυτά είναι όντως µολυσµένα µε HIV-1 ή -2. 
Η παρούσα µελέτη σχεδιάστηκε για να συγκεντρωθούν στοιχεία υπέρ ή κατά της 
πιθανότητας αυτής, χρησιµοποιώντας ανοσολογικές, ιολογικές και µοριακές 
προσεγγίσεις. Στην περίπτωση που οι ενδείξεις θα κατεύθυναν προς 
λανθάνουσα/εκτρωτική µόλυνση από HIV, δεύτερος στόχος της µελέτης θα ήταν η 
προσπάθεια αποµόνωσης και χαρακτηρισµού του ιού µε τον οποίο τα 
προαναφερθέντα άτοµα είναι µολυσµένα, ώστε να διευκρινιστεί αν πρόκειται για 
µεταλλαγµένο στέλεχος HIV ή κάποιον συγγενικό ιό. 
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ΥΥΥΛΛΛΙΙΙΚΚΚΟΟΟ   
  

Ασθενείς 
   Στο διάστηµα 1986-1990 ελέγχθηκαν για λοίµωξη HIV στο Κέντρο Αιµοδοσίας του 
Βενιζελείου Νοσοκοµείου περίπου 67000 άτοµα, που ήταν αιµοδότες, έγκυοι που 
προσήλθαν για προγεννητικό έλεγχο, εσωτερικοί ασθενείς, αιµοκαθαιρόµενοι ασθενείς 
της µονάδας τεχνητού νεφρού και εξωτερικοί ασθενείς. 
Σύµφωνα µε το ερωτηµατολόγιο που συµπληρώθηκε κανένας από τους αιµοδότες και 
τους αιµοκαθαιρόµενους δεν ανέφερε γνωστούς παράγοντες κινδύνου για λοίµωξη 
HIV, όπως οµοφυλοφιλία ή αµφιφυλοφιλία, χρήση ενδοφλέβιων ναρκωτικών ουσιών ή 
προηγούµενες µεταγγίσεις (εκτός από 18 αιµοκαθαιρόµενους που είχαν λάβει 
µεταγγίσεις συµπυκνωµένων ερυθρών αιµοσφαιρίων).      
    
   Ο πρωτογενής έλεγχος για µόλυνση από HIV-1 έγινε µε δύο ανοσοενζυµικές 
µεθόδους: Abbott Laboratories (Abbott Park, IL, ΗΠΑ) και Pasteur Diagnostics (Paris, 
Γαλλία). Ορολογικός έλεγχος για µόλυνση από HIV-2 έγινε χρησιµοποιώντας ELISA της 
Pasteur. Στην αρχή της µελέτης χρησιµοποιήθηκαν ELISAs πρώτης γενιάς, που 
σταδιακά αντικαταστάθηκαν από τα δεύτερης γενιάς αντιδραστήρια.  
   Όλοι οι οροί µε θετικό ή οριακό αποτέλεσµα στην ELISA, ανεξάρτητα από το 
αντιδραστήριο, ελέγχθηκαν περαιτέρω µε Western blot πρώτης γενιάς για HIV-1 και 
HIV-2 (LAV Blot-1 και -2, Pasteur Diagnostics) που ανιχνεύουν αντισώµατα έναντι 
αποδιαταγµένων πρωτεϊνών των ιών. 
 
   Πενήντα οροί βρέθηκαν να εµφανίζουν κατ’ επανάληψη θετική ή οριακή τιµή µε µία 
τουλάχιστον από τις µεθόδους µαζικού ελέγχου που χρησιµοποιήθηκαν. Η ανάλυση µε 
Western blot αποκάλυψε την παρουσία αντι-HIV αντισωµάτων, κύρια έναντι των 
πρωτεϊνών Gag, που δεν πληρούσαν τα κριτήρια θετικού ή αρνητικού αποτελέσµατος.  
Οι οροί αυτοί χαρακτηρίστηκαν σαν «αδιευκρίνιστοι» και οι αντίστοιχες µονάδες 
αίµατος καταστράφηκαν.  
 
   Τα ανωτέρω 50 άτοµα αποτέλεσαν το αρχικό υλικό της παρούσας µελέτης, στην 
οποία συµµετείχαν και οι ερωτικοί σύντροφοι ορισµένων από τα εξεταζόµενα άτοµα 
που δέχτηκαν να προσέλθουν για έλεγχο. 
Σαν αρνητικοί µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν αιµοδότες οροαρνητικοί για VDRL, HBsAg 
και HIV. Σαν θετικοί µάρτυρες, κυτταρικές σειρές µολυσµένες µε HΙV και φορείς και 
ασθενείς µε λοίµωξη HIV (επιβεβαιωµένη µε ELISA και Western blot). 
 

 
 

Χηµικά αντιδραστήρια και βιολογικό υλικό 
Τα κοινά χηµικά αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν ήταν αναλυτικής καθαρότητας 
από τους οίκους Sigma Chemicals (St. Louis, MO, ΗΠΑ), Mallinckrodt (St. Louis, MO, 
ΗΠΑ), Merck (Hohenbrunn, Γερµανία), Serva (Heidelberg, Γερµανία), Gibco Inc 
(Grand Island, N.Y., ΗΠΑ). 
 

Υλικά αποµόνωσης και αύξησης κυττάρων     



 32

Το υλικό αποµόνωσης λεµφοκυττάρων Ficoll-Paque Lymphocyte separation medium 
ήταν από την Pharmacia Fine Chemicals (Uppsala, Σουηδία).  
 
Το θρεπτικό υγρό Hanks’ balanced salt solution (HBSS), το διάλυµα πυροσταφυλικού 
νατρίου και το PBS ήταν της Gibco Inc (Grand Island, N.Y., ΗΠΑ). 
 
Το θρεπτικό µέσο RPMI-1640, ο ορός εµβρύου βοός (FCS), τα διαλύµατα L-
γλουταµίνης και αντιβιοτικών (πενικιλλίνης, στρεπτοµυκίνης)  ήταν της Flow Lab. 
(Irvine, Σκωτία). 
 
Η φυτοαιµοσυγκολλητίνη-P (PHA-P) ήταν της Difco Labs (St. Louis, MO, ΗΠΑ), η 
ανασυνδυασµένη IL-2 της Cetus (Rotterdam, Ολλανδία) και το PMA (phorbol 
myristate acetate) της Boehringer Mannheim (Mannheim, Γερµανία).  
 
O πολυκλωνικός ορός έναντι της ιντερφερόνης-α (saif) ήταν από την Boehringer 
Mannheim και η  βρωµιούχος εξαδιµεθρίνη (polybrene) από τη Sigma Chemicals. 

 

Κυτταρικές σειρές 
Χρησιµοποιήθηκαν η λευχαιµική κυτταρική σειρά CEM-A310 και η προµονοκυτταρική 
σειρά U937.  

 

Μονοκλωνικά αντισώµατα 
Τα µονοκλωνικά αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν ήταν τα ΙΟΤ3 (αντι-CD3), ΙΟΤ4 
(αντι-CD4), ΙΟΤ8 (αντι-CD8) της Immunotech (Luminy, Γαλλία) και τα αντι-p24 και 
αντι-gp120 της Du Pont (Wilmington, DE, ΗΠΑ). 
 
Οι προσηµασµένες µε FITC F(ab)2 IgG κατσίκας έναντι ποντικού ήταν της 
Immunotech και της Ortho Diagnostic Systems, Raritan, NJ, ΗΠΑ.  

 

Υλικά για την ανίχνευση δραστηριότητας ανάστροφης 
µεταγραφάσης 
Η διθειοτριτόλη (DTT) και το oligo (dT)12-18 ήταν από τη Sigma, το poly rA εκµαγείο 
για το ένζυµο και το DNA από σπέρµα ρέγγας από την Boehringer.  
 
Το υγρό σπινθηρισµού ήταν από την Amersham (Buckinghamshire, Αγγλία). 
 

Ένζυµα 
Η πρωτεϊνάση Κ ήταν της Boehringer.  
 
Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες που χρησιµοποιήθηκαν και τα αντίστοιχα ρυθµιστικά 
διαλύµατα (BglII, EcoRI, HindIII, PstI και PvuII) ήταν από τη Pharmacia-LKB.  
 
Η DNA-πολυµεράση Ι (τµήµα Klenow) ήταν της Pharmacia.  
 
Η ανασυνδυασµένη Taq DNA πολυµεράση ήταν της Perkin Elmer-Cetus (Foster City, 
CA, ΗΠΑ) 
 
Η Τ4 πολυνουκλεοτιδική κινάση ήταν από τη Pharmacia. 
  

Ηλεκτροφορήσεις 
Η αγαρόζη ήταν από την Sigma. 
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Η ακρυλαµίδη ultra pure και το υπερθειϊκό αµµώνιο ήταν της Gibco, η δισ-ακρυλαµίδη 
της Pharmacia και το TEMED της Sigma.  

 
 
 

Μεµβράνες πλαστικοποιηµένης νιτροκυτταρίνης 
Χρησιµοποιήθηκαν οι GeneScreen Plus της NEN-Du Pont (Boston, ΗΠΑ) και Hybond N 
της Amersham (Buckinghamshire, Αγγλία).   

 

Ραδιοϊσότοπα 
Η τριτιωµένη θυµιδίνη (3H-TTP) ήταν της Amersham.  
 
Τα διαλύµατα των σηµασµένων µε 32P σε α-θέση dATP και dCTP και το γ-32P-ATP, 
ήταν της NEN-Du Pont.  
  

Ολιγονουκλεοτίδια  
Τα µη ραδιοσηµασµένα νουκλεοτίδια dGTP και dTTP και τα εξανουκλεοτίδια ήταν από 
τη Pharmacia-LKB (Uppsala, Σουηδία).  
 
Τα εκκινητικά µόρια και οι ανιχνευτές για την PCR ήταν της Genset (Paris, Γαλλία). 

 

Πρότυπα µοριακών βαρών 
Οι µάρτυρες µοριακών βαρών λHindIII/EcoRI, φΧ174HaeIII, pBR328BglIΙ/Hinf I ήταν 
από την NEN-Du Pont. 

 

Υλικά υβριδοποίησης-αυτοραδιογραφίας 
Η Sephadex G-50 ήταν της Pharmacia-LKB. 
 
Η BSA (bovine serum albumin) ήταν από την Gibco. 
 
Τα φωτογραφικά φιλµς που χρησιµοποιήθηκαν ήταν τα X-Omat AR της Kodak 
(Rochester, ΗΠΑ). 

 

Γενωµικοί κλώνοι 
Οι γενωµικοί κλώνοι HXB2 του HIV-1 και ROD1.12 του HIV-2 σε όχηµα κλωνοποίησης 
pUC18 ήταν προσφορά των F. Barre-Sinoussi και J. C. Chermann από το Ινστιτούτο 
Pasteur στο Παρίσι. 

 
 

Πλαστικά 
Τα πλαστικά σωληνάρια µε κωνικό πυθµένα, τα τρυβλία Petri και οι καλλιεργητικές 
φλάσκες ήταν της Corning. 
 
Τα φίλτρα διαµέτρου πόρων 0.22 και 0.45 µm ήταν της Millipore Corporation, 
(Bedford, Mass, ΗΠΑ).  

 

Συσκευές 
Κλίβανος υγρός για κυτταροκαλλιέργειες της Forma Scientific. 
 
Υπερφυγόκεντρος και ρότορες Sorvall RC28F της Du Pont. 
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Συσκευή κάθετης ηλεκτροφόρησης και ηλεκτροµεταφοράς DNA από την LKB. 
 
Συσκευή slot blot από την Bio-Rad. 
 
Τράπεζα UV της Vilber Lurmat. 
 
Μετρητής β-ακτινοβολίας MINAXIβ (Packard, Canberra, Αυστραλία). 
 
Φασµατοφωτόµετρο της Beckman (Palo Alto, CA, ΗΠΑ). 
 
Ο αυτόµατος θερµοκυκλοποιητής ήταν της Perkin Elmer. 
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ΜΜΜΕΕΕΘΘΘΟΟΟ∆∆∆ΟΟΟΙΙΙ   
        

1. α. Αποµόνωση µονοπύρηνων κυττάρων περιφερικού 
αίµατος (PBMCs) 

       Με φλεβοκέντηση λαµβάνονται 20-25 ml περιφερικού αίµατος σε ηπαρινισµένη 
σύριγγα (1 ml ηπαρίνης ανά 20 ml αίµατος) από οροαρνητικούς αιµοδότες, άτοµα µε 
αδιευκρίνιστο Western blot και ασθενείς µε λοίµωξη HIV.  
   Το αίµα αραιώνεται µε ίσο όγκο ισότονου διαλύµατος NaCl 0.9%. Η αραίωση και 
όλη η διαδικασία αποµόνωσης και καλλιέργειας κυττάρων που ακολουθεί, γίνονται σε 
στείρες συνθήκες µέσα σε ειδικές εστίες κάθετης νηµατικής ροής και µε τη χρήση 
στείρων υλικών (πλαστικά σωληνάρια και δοχεία, πιπέττες, θρεπτικά υλικά κ.λ.π.). 
   Σε πλαστικό σωληνάριο 50 ml µε κωνικό πυθµένα (Corning) τοποθετούνται 15 ml 
Ficoll-Paque (Lymphocyte separation medium, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, 
Σουηδία) ειδικής πυκνότητας d=1.077 g/ml. Πάνω στην επιφάνεια της Ficoll 
τοποθετούνται 20-30 ml αραιωµένου αίµατος, µε προσοχή ώστε να µην αναµιχθούν 
καθόλου οι δύο φάσεις. Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 1500-1800 στροφές/λεπτό (rpm) 
για 30 λεπτά (min) σε θ. 100C, που επιτρέπει τον διαχωρισµό των µονοπύρηνων από 
τα άλλα κύτταρα του αίµατος. 
   Ο δακτύλιος των µονοπύρηνων, που βρίσκεται µεταξύ των στιβάδων πλάσµατος-
NaCl 0.9% (πάνω) και Ficoll (κάτω), αναρροφάται µε πιπέττα και µεταφέρεται σε άλλο 
κωνικό σωληνάριο. Χρειάζεται προσοχή ώστε να αναρροφηθεί η µικρότερη δυνατή 
ποσότητα Ficoll που είναι τοξική για τα κύτταρα.  
   Το κυτταρικό εναιώρηµα φυγοκεντρείται σε 1500 rpm για 10 min και, µετά από 
απόρριψη του υπερκειµένου, προστίθενται 15-20 ml θρεπτικού υλικού HBSS (Hanks’ 
balanced salt solution, Gibco). Μετά από ανάδευση, επαναλαµβάνεται η πλύση των 
κυττάρων µε HBSS. Τελικά το ίζηµα των κυττάρων επαναδιαλύεται σε 5 ml 
εµπλουτισµένου θρεπτικού υγρού RPMI-1640 (Flow Lab., Irvine, Σκωτία) και 
ακολουθεί µέτρηση των κυττάρων και αραίωσή τους στην επιθυµητή συγκέντρωση. 
Τα κύτταρα µπορούν στη συνέχεια να χρησιµοποιηθούν για καλλιέργεια, 
ανοσοφθορισµό ή αποµόνωση νουκλεϊκών οξέων. 
 

1. β. Αποµόνωση µακροφάγων 
    Ποσότητα από το εναιώρηµα µονοπύρηνων του περιφερικού αίµατος σε πλήρες 
RPMI (106 κύτταρα/ml) επωάζεται µέσα σε τρυβλίο Petri (Corning) σε 370C, 5% CO2, 
για 1-2 ώρες.  
 
Τα µακροφάγα έχουν την ιδιότητα να προσκολλώνται στην πλαστική επιφάνεια του 
Petri, απ’ όπου αποκολλώνται µαλακά µε ειδικό ξέστρο µετά την αποµάκρυνση του 
υπερκείµενου υγρού και 3 εκπλύσεις του τρυβλίου µε HBSS.  
 
  Το εναιώρηµα των εµπλουτισµένων µακροφάγων µεταφέρεται σε κωνικό σωληνάριο 
και φυγοκεντρείται. Το υπερκείµενο απορρίπτεται, τα κύτταρα µετρούνται και 
προστίθεται θρεπτικό υλικό µέχρι την επιθυµητή συγκέντρωση.  
Τα µακροφάγα χρησιµοποιούνται για καλλιέργεια, ανοσοφθορισµό ή αποµόνωση 
νουκλεϊκών οξέων. 
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2. α. Έµµεσος ανοσοφθορισµός για φαινοτυπική µελέτη  
   Μονοπύρηνα του περιφερικού αίµατος (3-5x105) τοποθετούνται σε σωληνάρια 
όγκου 1.2 ml και φυγοκεντρούνται σε 2000 rpm για 5 min. Το υπερκείµενο 
απορρίπτεται.  
   Το ίζηµα των κυττάρων επαναδιαλύεται σε 50 µl διαλύµατος µονοκλωνικού 
αντισώµατος σε PBS και επωάζεται για 20-30 min στους 40C. Ακολουθούν 2-3 πλύσεις 
µε 500 µl PBS+10% FCS για να αποµακρυνθεί το µη δεσµευµένο αντίσωµα, µε 
φυγοκέντρηση σε 12000 rpm για 3 min και απόρριψη του  υπερκείµενου.  
   Το ίζηµα των κυττάρων επαναδιαλύεται σε 80 µl διαλύµατος πολυκλωνικού 
αντισώµατος F(ab)2 IgG κατσίκας έναντι ανοσοσφαιρινών ποντικού, προσηµασµένου 
µε ισοθειοκυανική φλουορεσκεΐνη (FITC) και επωάζεται εκ νέου στις ίδιες συνθήκες. 
Οι προσηµασµένες ανοσοσφαιρίνες αναγνωρίζουν τα αντισώµατα και συνδέονται µε 
αυτά.  
   Μετά από έκπλυση των κυττάρων 3 φορές όπως στο πρώτο στάδιο, το ίζηµα 
επαναδιαλύεται σε 20 µl διαλύµατος 50% v/v γλυκερόλης (Sigma) σε PBS, 
τοποθετείται σε αντικειµενοφόρο πλάκα κάτω από καλυπτρίδα και παρατηρείται σε 
µικροσκόπιο φθορισµού (Olympus).  
Το σύµπλοκο αντιγόνο-αντίσωµα-αντιανοσοσφαιρίνη+φθορίζουσα ουσία, µετά από 
έκθεση σε συγκεκριµένο µήκος κύµατος στο υπεριώδες, εκπέµπει µέσω του 
φθοριοχρώµατος σε άλλο µήκος κύµατος στο ορατό. Υπολογίζεται το ποσοστό των 
θετικών κυττάρων αφού µετρηθούν τουλάχιστον 200 κύτταρα ανά δοκιµασία. 
   Τα διαλύµατα των αντισωµάτων παρασκευάζονται µε αραίωσή τους σε PBS που 
περιέχει 10% v/v FCS, σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή (συνήθως 1:10). 
 
   Τα µονοκλωνικά αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν ήταν τα ΙΟΤ3, ΙΟΤ4 και ΙΟΤ8 
(Immunotech, Luminy, Γαλλία) που αναγνωρίζουν τα µόρια CD3, CD4 και CD8, 
αντίστοιχα. Οι προσηµασµένες µε FITC F(ab)2 IgG κατσίκας έναντι ποντικού ήταν της 
ίδιας εταιρείας και της Ortho Diagnostic Systems, Raritan, NJ, ΗΠΑ. 
 

2. β. Έµµεσος ανοσοφθορισµός για έλεγχο έκφρασης ιϊκών 
πρωτεϊνών 
   Με την ίδια τεχνική ελέγχθηκε η έκφραση των ιϊκών πρωτεϊνών p24 και gp120 στην 
επιφάνεια µονοπύρηνων κυττάρων και εµπλουτισµένων µακροφάγων (φρέσκων ή από 
αλλαγή καλλιέργειας) ασθενών, αµφίβολων και οροαρνητικών µαρτύρων, καθώς και 
σε κυτταρικές σειρές που συγκαλλιεργήθηκαν µε PBMCs αµφίβολων ατόµων, 
χρησιµοποιώντας τα αντίστοιχα µονοκλωνικά αντισώµατα (Du Pont, Wilmington, DE, 
ΗΠΑ). 
 
   Σαν αρνητικοί µάρτυρες χρησιµοποιούνται σε κάθε δοκιµασία κύτταρα που 
επωάζονται µόνο µε το πολυκλωνικό-FITC αντίσωµα. Αν εµφανίσουν ποσοστό 
θετικότητας, τότε αυτό αφαιρείται από τα αντίστοιχα ποσοστά των κυττάρων µε το 
εκάστοτε µονοκλωνικό αντίσωµα. 
 
 

3. α. Καλλιέργεια κυττάρων  
Μονοπύρηνα κύτταρα περιφερικού αίµατος (PBMCs) 
   Η κυτταροκαλλιέργεια γίνεται µέσα σε καλλιεργητικές φλάσκες (Corning) σε 
επωαστικό κλίβανο στους 370C, µε 95% ατµοσφαιρικό αέρα και 5% CO2, σε υγρό 
περιβάλλον (95% υγρασία).  
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Η συγκέντρωση των κυττάρων είναι 106/ml θρεπτικού υγρού.  
 
   Σαν βασικό θρεπτικό µέσο χρησιµοποιείται το RPMI-1640, στο οποίο προστίθενται:  
1. ορός εµβρύου βοός 10% v/v (FCS, Flow). Προηγείται αδρανοποίηση του 

συµπληρώµατος µε θέρµανση στους 560 C για 20 min και διήθηση του ορού από 

φίλτρο διαµέτρου πόρων 0.2 µm (Millipore Corporation, Bedford, Mass, ΗΠΑ).  

2. L-γλουταµίνη 2mM (Flow) 

3. πενικιλλίνη 50 IU/ml (Flow)  

4. στρεπτοµυκίνη 50 µg/ml (Flow) και  

5. πυροσταφυλικό νάτριο 1% (Gibco)  

Το θρεπτικό υλικό χαρακτηρίζεται σαν πλήρες ή εµπλουτισµένο RPMI. 
 
   Στην καλλιέργεια των PBMCs των οροαρνητικών αιµοδοτών προστίθενται 
φυτοαιµοσυγκολλητίνη-P 10/00 (PHA-P, Difco Labs, St. Louis, MO, ΗΠΑ) και 
ανασυνδυασµένη IL-2 40 u/ml (Cetus, Rotterdam, Ολλανδία). Τα κύτταρα επωάζονται 
για 2-3 ηµέρες, ώστε να διεγερθούν σε βλάστες (PHA-βλάστες). Η PHA-P είναι 
µιτογόνο των Τ κυτάρων, ενώ η IL-2 προκαλεί διέγερση της έκφρασης CD4 
υποδοχέων. 
 

Κυτταρικές σειρές 
   Οι δεκτικές στον HIV κυτταρικές σειρές CEM-A310 και U937 καλλιεργούνται σε 
πλήρες RPMI-1640 και σε συγκέντρωση 5x105 κύτταρα/ml. 
 

Μακροφάγα 
   Τα µακροφάγα καλλιεργούνται σε πλήρες RPMI-1640, µε την προσθήκη PMA 10 
ng/ml (phorbol myristate acetate, Boehringer Mannheim, Mannheim, Γερµανία).  
 
   Κάθε 2-3 µέρες γίνεται αλλαγή του θρεπτικού µέσου της καλλιέργειας:  
µετά από φυγοκέντρηση σε 1500 rpm για 10 min σε θ. περιβάλλοντος (θ.π.) και 
πλύση µε HBSS, γίνεται µέτρηση των κυττάρων και επαναδιάλυσή τους σε φρέσκο 
θρεπτικό υγρό µέχρι την αρχική συγκέντρωση.  
 

3. β. Έλεγχος βιωσιµότητας κυττάρων 
   Η βιωσιµότητά των κυττάρων ελέγχεται µε αραίωση 10 µl κυτταρικού 
εναιωρήµατος σε διάλυµα χρωστικής trypan blue 0.01% w/v σε PBS (phosphate 
buffered saline, Gibco), σε αναλογία 1:9. Τα ζωντανά κύτταρα καταµετρούνται σε 
πλακίδιο Mallassez.  
 

3. γ. Αποµόνωση ιού 
   Χρησιµοποιούνται µονοπύρηνα ή/και µακροφάγα περιφερικού αίµατος από άτοµα µε 
αδιευκρίνιστο Western blot, που αποµονώνονται µε τους τρόπους που αναφέρθηκαν. 
   Τα PBMCs καλλιεργούνται σε συγκέντρωση 106/ml πλήρους RPMI στο οποίο 
προστίθενται PHA-P 10/00 v/v, IL-2 40 u/ml, πολυκλωνικός ορός έναντι της 
ιντερφερόνης-α (saif) 1% v/v (Boehringer) και βρωµιούχος εξαδιµεθρίνη (polybrene) 
2 µg/ml (Sigma) [11,403].  
 
Ο saif εξουδετερώνει την ενδογενή ιντερφερόνη που εκκρίνεται από κύτταρα χρόνια 
µολυσµένα από κάποιον ιό, επιτρέποντας έτσι την αύξηση της παραγωγής του κατά 
πολύ (10-50 φορές). Το polybrene είναι πολυκατιόν που αλλάζει την πολικότητα της 
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κυτταρικής µεµβράνης κάνοντας ευκολότερη την προσέγγιση του ιού στο στόχο του, 
αφού τα δύο στοιχεία έχουν αντίθετο ηλεκτρικό φορτίο.  
 
   Ανά 3ήµερο γίνεται αλλαγή του θρεπτικού υγρού των κυτταροκαλλιεργειών µε τον 
τρόπο που περιγράφηκε.  
Tο υπερκείµενο καταψύχεται στους -800C σε κλάσµατα (aliquots) του 1 ml για 
µελλοντική ανίχνευση p24 αντιγόνου, δραστηριότητας ανάστροφης µεταγραφάσης και 
ιϊκού RNA µε dot blot. Σε κάθε αλλαγή ελέγχεται η έκφραση των πρωτεϊνών p24 και 
gp120 του HIV στην επιφάνεια των κυττάρων µε έµµεσο ανοσοφθορισµό.  
Τα ζωντανά κύτταρα επανακαλλιεργούνται µαζί µε ίσο αριθµό φρέσκων PHA-βλαστών 
στην αρχική συγκέντρωση και µε προσθήκη IL-2 και saif. 
 

3. δ. In vitro µόλυνση κυττάρων 
   Σε 106 PHA-βλάστες από οροαρνητικούς αιµοδότες (ή κύτταρα CEM-A310 ή U937) 
σε 1 ml πλήρους RPMI, προστίθεται υπερκείµενο καλλιέργειας κυττάρων από άτοµα µε 
αδιευκρίνιστο Western blot, polybrene 2 µg/ml και  saif 40 u/ml. Ακολουθεί επώαση 
για 2 ώρες σε 370C, έκπλυση των κυττάρων µε RPMI και έλεγχος της βιωσιµότητας µε 
trypan blue [11,403].  
Τα κύτταρα επαναιωρούνται σε πλήρες θρεπτικό υγρό σε συγκέντρωση 106/ml και 
τίθενται σε καλλιέργεια µε την προσθήκη IL-2 και PHA-P.  
Ανά 3ήµερο γίνεται αλλαγή του θρεπτικού µέσου και προσθήκη PHA-βλαστών, όπως 
περιγράφηκε.  
 
 

4. Ανίχνευση δραστηριότητας ανάστροφης µεταγραφάσης 
(RT) 
   Η απόδειξη ύπαρξης RT είναι δυνατή, in vitro, από την ανίχνευση της δράση της 
σαν DNA πολυµεράσης πάνω σε ένα ολιγονουκλεοτίδιο [το oligo (dT)12-18] παρουσία 
ενός εκµαγείου για το ένζυµο [το poly rA] και ενός ραδιοσηµασµένου νουκλεοτιδίου 
(τριτιωµένη τριφωσφορική θυµιδίνη: 3Η-ΤΤΡ). Αποτέλεσµα είναι η σύνθεση 
νουκλεϊκού οξέος που είναι ραδιενεργό λόγω της ενσωµάτωσης της τριτιωµένης 
θυµιδίνης [404,405].  
 
   Κλάσµατα 1 ml από ακυτταρικά υπερκείµενα καλλιέργειας υπερφυγοκεντρούνται σε 
60000 rpm για 60 min (ρότορας SW 60). Η υπερφυγοκέντρηση επιτρέπει τη 
συγκέντρωση σε πελλέτα του ιού που ενδεχόµενα υπάρχει στο υγρό.  
   Το υπερκείµενο απορρίπτεται και το ίζηµα επαναδιαλύεται σε 10 µl διαλύµατος NTE 
(NaCl 100mM, Tris 10mM pH 7.4, EDTA 1mM) -Triton Χ-100 0.1% (Sigma), σε θ. 40C. 
Το Triton, µη ιοντικό απορρυπαντικό, οδηγεί σε λύση των ιοσωµατίων για να 
απελευθερωθεί το ένζυµο.  
   Προστίθενται 40 µl ρυθµιστικού διαλύµατος που πληρεί τις ιοντικές απαιτήσεις της 
ιϊκής ανάστροφης µεταγραφάσης:  
    0.5 µl από 0.5Μ MgCl2  

    1 µl από 1M KCl 

    2.5 µl από 1M Tris, pH 7.8  

    2.5 µl από 20mM DTT (Sigma)  

    2.5 µl από 1 O.D./ml poly rA (Boehringer)  

    2.5 µl από 1 O.D./ml oligo (dT)12-18 (Sigma) 

    5 µl από 30 Ci/mmol 3H-TTP (Amersham, Buckinghamshire, Αγγλία) 

    23.5 µl Η2Ο 
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Μετά από επώαση σε υδατόλουτρο 370C µε ανακίνηση για 1 ώρα, η αντίδραση 
σταµατά µε την προσθήκη 1 ml πυροφωσφορικού νατρίου (PPNA) 0.1M σε διάλυµα 
5% τριχλωροξεικού οξέος (TCA).  
   Προστίθενται 200 µl νουκλεϊκού οξέος (από σπέρµα ρέγγας, Boehringer) και 3 ml 
διαλύµατος TCA 20% για να καθιζήσουν τα προϊόντα που συντέθηκαν κατά την 
αντίδραση, µε επώαση για 10 min στους 40C.  
   Το ίζηµα (νουκλεϊκό οξύ) λαµβάνεται µετά από φιλτράρισµα σε φίλτρο millipore 
διαµέτρου πόρων 0.45 µm (Millipore Corporation, Bedford, Mass, ΗΠΑ).  
   Μετά από 3 πλύσεις µε TCA 5% και µία µε διάλυµα αιθανόλης 70%, το φίλτρο 
ξηραίνεται σε 900C για 10 min, εµβαπτίζεται σε 8 ml υγρού σπινθηρισµού (Amersham) 
και µετριέται η ραδιενέργεια (κρούσεις ανά λεπτό: cpm) σε µετρητή β-ακτινοβολίας. Η 
ποσότητα της ραδιενέργειας είναι ανάλογη µε το ποσό του ενζύµου στο υπερκείµενο 
της καλλιέργειας.  
 
   Σαν θετικός µάρτυρας του πειράµατος χρησιµοποιήθηκε υπερκείµενο καλλιέργειας 
µολυσµένων από HIV κυττάρων CEM-Α310 (δραστηριότητα RT περίπου 15000 
cpm/ml).  
   Αρνητικοί µάρτυρες ήταν: το ίδιο υπερκείµενο µετά από αδρανοποίηση του ιού µε 
θέρµανση στους 560C για 1 ώρα και, ποσότητα 40 µl του µείγµατος της RT στο οποίο 
προστίθενται 10 µl Η2Ο. 
 
 

5. Εκχύλιση νουκλεϊκών οξέων 
5. α. Αποµόνωση µεγαλοµοριακού DNA   
   Μεγαλοµοριακό DNA (γενωµικό) αποµονώθηκε από µονοπύρηνα κύτταρα και 
εµπλουτισµένα µακροφάγα, µε εκχύλιση µε φαινόλη [406].  
   Τα κύτταρα (10-20x106) µετά από φυγοκέντρηση επαναιωρούνται σε 1 ml/107 
κύτταρα φρέσκου διαλύµατος TSE (Tris-HCl 20mM pH 7.5, NaCl 150mM, EDTA 
100mM) στο οποίο προστίθενται 50 µl/ml διαλύµατος θειϊκού δωδεκυλικού νατρίου 
20% (SDS). Το SDS διασπά το κυτταρικό τοίχωµα ώστε να επιτευχθεί λύση των 
κυττάρων και αποχωρίζει τα νουκλεϊκά οξέα από σύµπλοκα µε πρωτεΐνες.  
   Μετά από ήπια ανάδευση προστίθεται πρωτεϊνάση Κ (100 µg/ml, Boehringer) και 
το µείγµα επωάζεται στους  650C για 2 ώρες και στη συνέχεια στους 370C για 12-16 
ώρες.  
 
Η πρωτεϊνάση Κ είναι µη ειδική σερίνη-πρωτεάση που αδρανοποιεί τις νουκλεάσες, 
διατηρεί τη δράση της σε µεγάλο εύρος pH, σε υψηλές συγκεντρώσεις SDS-EDTA- 
ουρίας και είναι σταθερή σε υψηλές θερµοκρασίες (µέχρι τους 600C περίπου). 
Χρησιµοποιείται για την απελευθέρωση των νουκλεϊκών οξέων από τα κύτταρα. 
 
   Ακολουθεί σύντοµη επώαση στους 650C για επαναδιάλυση του SDS και εκχύλιση 
του DNA µε SS-φαινόλη και χλωροφόρµιο, που αποµακρύνουν τις πρωτεΐνες από 
υδατικά διαλύµατα νουκλεϊκών οξέων. Το διάλυµα της φαινόλης που χρησιµοποιείται 
είναι κορεσµένο σε 2Μ Tris-HCl pH 7.4 και περιέχει 0.1% v/v µερκαπτοαιθανόλη (για 
αποδιάταξη των πρωτεϊνών) και 0.05% w/v 8-υδροξυκινολίνη (αντιοξειδωτικός 
παράγοντας που χρωµατίζει το φαινολικό διάλυµα κίτρινο).  
   Στο διάλυµα του DNA προστίθεται ίσος όγκος φαινόλης και µετά από ήπια 
ανάδευση (για να µην τραυµατιστεί το γενωµικό DNA) ακολουθεί φυγοκέντρηση 
(12000xg, 10-15 min, θ. 40C). Η ανώτερη υδατική στιβάδα που περιέχει το νουκλεϊκό 
οξύ µεταφέρεται σε  άλλο σωληνάριο (χρησιµοποιώντας ρύγχος µε πλατύ στόµιο), 
ενώ η φαινολική στιβάδα και η µεσόφαση απορρίπτονται.  
   Η διαδικασία επαναλαµβάνεται δύο φορές µε ίσο όγκο µείγµατος φαινόλης-
χλωροφορµίου 1:1 και ίσο όγκο χλωροφορµίου, αντίστοιχα.  
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   Υπολογίζεται ο όγκος της υδατικής φάσης και προστίθενται διάλυµα 10% v/v 
οξεικού νατρίου 3M pH 7.0 και διπλάσιος όγκος παγωµένης καθαρής (95%) αιθανόλης. 
Το γενωµικό DNA πρέπει να κατακρηµνιστεί αµέσως και φαίνεται σαν άσπρη κλωστή.      
   Το σωληνάριο επωάζεται σε πάγο για 10 min και φυγοκεντρείται για 10 min σε 
12000xg, θ. 40C.  
   Αποµακρύνεται το υπερκείµενο υγρό, γίνονται δύο πλύσεις του DNA µε 80% v/v 
αιθανόλη για αποµάκρυνση του άλατος και µετά από ξήρανση στον αέρα το DNA 
διαλύεται πλήρως σε ΤΕ (Tris-HCl 10mM pH 7.5, EDTA 0.1mM) ή σε Η2Ο ( µε επώαση 
στους 370C για 12-16 ώρες αν χρειαστεί) και φυλάσσεται στους 40C.  
 
5. β. Αποµόνωση ιϊκού RNA 
   Κλάσµατα από ακυτταρικά υπερκείµενα καλλιεργειών υπερφυγοκεντρούνται (45000 
rpm, 30-40 min, θ. 40C, ρότορας SW 60), ώστε να συγκεντρωθεί στο ίζηµα ο ιός.  
   Το υπερκείµενο απορρίπτεται και το ίζηµα επαναδιαλύεται σε 200 µl διαλύµατος 
TES (Tris-HCl 20mM pH 7.5, EDTA 0.1mM, NaCl 10mM).  
   Ακολουθεί εκχύλιση του ιϊκού RNA µε φαινόλη-χλωροφόρµιο και κατακρήµνισή του 
µε 3Μ οξεικό νάτριο (pH 6.0) και παγωµένη καθαρή αιθανόλη. Το µίγµα ανακινείται 
και παραµένει στους -800C για 30 min.  
   Μετά από φυγοκέντρηση (10 min σε 12000xg, θ. 40C) και απόρριψη του 
υπερκείµενου, γίνονται δύο εκπλύσεις του ιζήµατος µε 80% αιθανόλη και, µετά την 
απόρριψή της, το ίζηµα (RNA) ξηραίνεται µε φυγοκέντρηση 10 min σε κενό.  
Τελικά το RNA διαλύεται σε Η2Ο (ή σε αιθανόλη 80%) και φυλάσσεται στους -200C.  
 

5. γ. Ποιοτικός και ποσοτικός προσδιορισµός διαλυµάτων 
νουκλεϊκών οξέων 
   Ο ποσοτικός προσδιορισµός γίνεται φασµατοφωτοµετρικά σε µήκος κύµατος 260 
nm επειδή τα νουκλεοτίδια που συνθέτουν τα νουκλεϊκά οξέα απορροφούν στην 
υπεριώδη περιοχή µε µέγιστο στα 260 nm [407]. 
   Για DNA διαλύµατα, όγκος 5 µl αραιώνεται σε 1 ml Η2Ο και µεταφέρεται σε κυβέττα 
quartz. Το φασµατοφωτόµετρο µηδενίζεται µε 1 ml Η2Ο και στη συνέχεια λαµβάνεται 
η απορρόφηση του δείγµατος στα 260 nm (Α260): η συγκέντρωση του νουκλεϊκού 
οξέος είναι το δεκαπλάσιο της απορρόφησης, σε µg/µl.  
Η καθαρότητα του διαλύµατος υπολογίζεται από το λόγο Α260 /Α280 (οι πρωτεΐνες 
απορροφούν στα 280 nm), που πρέπει να είναι κοντά στο 2 (1.8-2.0). Αν ο λόγος 
είναι µικρότερος του 1.6, ποσότητα πρωτεϊνών ή φαινόλης έχει παραµείνει στο 
διάλυµα και απαιτείται επανεκχύλιση του DNA.   
   Για RNA διαλύµατα ακολουθείται η ίδια διαδικασία, µε αραίωση όγκου 4 µl 
δείγµατος σε 1 ml Η2Ο. 
 
   Ο υπολογισµός του ποσού του DNA και RNA γίνεται µε βάση το ότι οπτική 
πυκνότητα (OD) 1 στα 260 nm αντιστοιχεί σε 50 µg/ml δίκλωνου DNA και 40 µg/ml 
µονόκλωνου RNA. 
 
  

6. α. Πέψη µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες (REs) 
   Μία RE θα τεµαχίσει οποιοδήποτε µόριο δίκλωνου DNA σε µία σειρά θραυσµάτων 
που καλούνται θραύσµατα πέψης. Συγκρίνοντας το µέγεθος των θραυσµάτων που 
προέρχονται από συγκεκριµένη γονιδιακή περιοχή µετά από κατεργασία µε συνδυασµό 
διαφορετικών REs, µπορεί να σχεδιαστεί ένας χάρτης πέψης της περιοχής που να 
εµφανίζει την εντόπιση των σηµείων αναγνώρισης (πέψης) σε σχέση µε τα γειτονικά 
σηµεία πέψης. Επειδή κάθε RE αναγνωρίζει µία διαφορετική µικρή αλληλουχία DNA, ο 
χάρτης πέψης αντανακλά την κατανοµή συγκεκριµένων αλληλουχιών στην περιοχή: 
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συνεπώς, τµήµατα DNA µπορούν να συγκριθούν χωρίς να χρειάζεται να προσδιοριστεί 
η νουκλεοτιδική αλληλουχία τους. 
Η δραστικότητα των REs ορίζεται ως εξής: 1 u αντιστοιχεί στο ποσό του ενζύµου που 
πέπτει 1 µg δείγµατος DNA (συνήθως βακτηριοφάγου λ) σε όλα τα σηµεία 
αναγνώρισης µέσα σε 1 ώρα σε 370C. Συνήθως χρησιµοποιούνται 2-3 u RE/µg DNA, 
γιατί η πραγµατκή δραστικότητα του ενζύµου επηρεάζεται και από άλλους παράγοντες 
(αριθµός θέσεων αναγνώρισης, καθαρότητα DNA, θερµοκρασία κ.λ.π.) [407].    
 
   Ποσότητα 10-15 µg µεγαλοµοριακού DNA διαλυµένου σε ΤΕ µεταφέρεται σε 
σωληνάριο όγκου 1.5 ml και προστίθενται RE (2-5 u/µg DNA), ρυθµιστικό διάλυµα του 
ενζύµου και 10% v/v σπερµιδίνη για εκτύλιξη του γενωµικού DNA. Οι περιοριστικές 
ενδονουκλεάσες που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι BglII, EcoRI, PvuII, HindIII, και PstI.  
   Το σωληνάριο επωάζεται σε 370C για τουλάχιστον 2 ώρες (συνήθως 12 ώρες σε 
ξηρό κλίβανο) ώστε η πέψη του DNA στις θέσεις αναγνώρισης να είναι πλήρης: 
επιβεβαίωση γίνεται µε ηλεκτροφόρηση σε mini-πήκτωµα αγαρόζης.  
Ακολουθεί κανονική ηλεκτροφόρηση του DNA σε αγαρόζη.  
 

6. β. Ηλεκτροφόρηση DNA σε πήκτωµα αγαρόζης 
   Η οριζόντια ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης διαχωρίζει θραύσµατα DNA 
ανάλογα µε το µέγεθός τους: η απόσταση που διανύει ένα θραύσµα πάνω στο 
πήκτωµα είναι αντίστροφα ανάλογη µε το λογάριθµο του µοριακού του βάρους. Το 
µέγεθός των θραυσµάτων υπολογίζεται σε σύγκριση µε πρότυπα γνωστού µοριακού 
βάρους που ηλεκτροφορούνται παράλληλα, ανάλογα µε την απόσταση µετακίνησης 
πάνω στο πήκτωµα. Αυτό επιτυγχάνεται µε εφαρµογή ηλεκτρικού πεδίου στα άκρα 
του πηκτώµατος, σε περιβάλλον που τα νουκλεϊκά οξέα είναι αρνητικά φορτισµένα. Ο 
προσδιορισµός της θέσης των DNA θραυσµάτων πάνω στην αγαρόζη γίνεται άµεσα µε 
την προσθήκη ethidium bromide, που δεσµεύεται στην έλικα του DNA και φθορίζει σε 
υπεριώδες φως όταν διεγερθεί σε 250-310 nm.  
Η περιεκτικότητα του πηκτώµατος σε αγαρόζη εξαρτάται από το µέγεθος των 
νουκλεϊκών οξέων που θα διαχωριστούν. Κυµαίνεται από 0.5% w/v για θραύσµατα 
µεγέθους 20-100 kb µέχρι 1.5% w/v για µεγέθη 0.2-2 kb. 
Η τεχνική χρησιµοποιείται για την ανάλυση πολύπλοκων DNAs (όπως το γενωµικό) και 
ακόλουθη µεταφορά κατά Southern [406,407].  
 
   Ετοιµάζεται το ρυθµιστικό διάλυµα της ηλεκτροφόρησης (ΤΒΕ 1Χ) που περιέχει Tris 
50mM, H3BO3 50mM και EDTA 1mM. 
   Παρασκευάζεται διάλυµα αγαρόζης 1.2% ως εξής: µείγµα 3 gr αγαρόζης (Sigma) σε 
300 ml TBE 1X θερµαίνεται σε φούρνο µικροκυµάτων µέχρι την πλήρη διαλυτοποίηση 
της αγαρόζης. Το διάλυµα κρυώνει στους 50-600C σε υδατόλουτρο και µετά την 
προσθήκη 30 µl ethidium bromide (για να γίνει ορατό το DNA) αδειάζεται µέσα σε 
ειδικό πλαστικό οριζόντιο καλούπι, µε προσοχή ώστε να µην δηµιουργηθούν 
φυσαλίδες. Κοντά στη µία άκρη τοποθετείται ειδική οδοντωτή µήτρα για τη 
δηµιουργία θέσεων για τα δείγµατα (πηγάδια) και το διάλυµα αφήνεται σε ηρεµία 
τουλάχιστον 20 min για να πήξει.  
Η δεξαµενή της οριζόντιας συσκευής ηλεκτροφόρησης γεµίζεται µε 2 lt ρυθµιστικού 
διαλύµατος και, αφού αφαιρεθεί η µήτρα, το πήκτωµα µεταφέρεται πάνω στην ειδική 
πλατφόρµα µέσα στη συσκευή.  
   Μετά την πέψη από τις REs, το DNA των δειγµάτων κατακρηµνίζεται µε αιθανόλη- 
οξεικό νάτριο και παραµονή στους -800C για 15 min. Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 10 
min, απόρριψη του υπερκειµένου και  έκπλυση του ιζήµατος µε 500 µl αιθανόλη 80%. 
Το υπερκείµενο απορρίπτεται πάλι και τα σωληνάρια αφήνονται ανοικτά στους 560C 
ώστε η αιθανόλη να εξατµιστεί πλήρως.  
   Το DNA κάθε δείγµατος διαλύεται σε 80 µl TE και προστίθενται 20 µl loading buffer 
(6% κυανό της βρωµοφαινόλης). Μετά από επώαση σε 650C για 10 min, ώστε να γίνει 
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αποδιάταξη του DNA και, αµέσως τοποθέτηση σε πάγο για να διατηρηθεί η 
αποδιάταξη, ακολουθεί γρήγορη φυγοκέντρηση για συγκέντρωση του ιζήµατος και τα 
δείγµατα τοποθετούνται στις ειδικές θέσεις στην πηκτή.  
Παράλληλα ηλεκτροφορείται ένα πρότυπο µοριακών βαρών (για να είναι δυνατή η 
ταυτοποίηση του µοριακού βάρους των ζωνών) και οι θετικοί και αρνητικοί µάρτυρες.  
   Η ηλεκτροφόρηση τρέχει σε τάση 15 V την πρώτη ώρα και 35-40 V για 12-16 ώρες, 
µέχρι να διανύσει η χρωστική το 80% του πηκτώµατος. Το DNA µετακινείται από τον 
αρνητικό προς το θετικό πόλο. 
   Στη συνέχεια το πήκτωµα τοποθετείται πάνω σε τράπεζα UV για να γίνει ορατός ο 
διαχωρισµός του DNA σε ζώνες και φωτογραφίζεται. 
   Πρότυπο µοριακών βαρών ήταν 5 µg (4 µl + 21 µl H2O nanopure) από DNA 
βακτηριοφάγου λ µετά από πλήρη πέψη µε τα περιοριστικά ένζυµα HindIII και EcoRI, 
που παρέχει θραύσµατα µεγέθους  21,227 - 5,148 - 4,973 - 4,268 - 3,530 - 2,027 - 
1,904 - 1,584 - 1,375 - 947 - 831 - 564 - 125 bp.  
 

6. γ. Southern blot   
   Η τεχνική επιτρέπει την παθητική µεταφορά θραυσµάτων DNA ηλεκτροφορητικά 
διαχωρισµένων, από το πήκτωµα αγαρόζης σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης. Η µέθοδος 
µεταφοράς καλείται «blotting» (αποτύπωση), αφού οι ζώνες στη µεµβράνη της 
νιτροκυτταρίνης αποτελούν το ακριβές αντίγραφο (αποτύπωµα) του αρχικού 
προτύπου στο πήκτωµα.  
Συνοπτικά, το DNA αποδιατάσσεται και µεταφέρεται µε τριχοειδική δράση µέσα σε 
διάλυµα υψηλής περιεκτικότητας σε αλάτι. Το µονόκλωνο DNA συνδέεται στη 
µεµβράνη και δεσµεύεται µη αναστρέψιµα µε έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία [407].  
 
   Μετά τη φωτογράφηση το πήκτωµα εκπλύνεται διαδοχικά και µε ανάδευση σε 500 
ml διαλυµάτων:  
   -depurination (HCl 0.2Μ) 2x10 min  

   -αποδιάταξης (NaOH 0.5M - NaCl 1.5M) 2x30 min  

   -εξουδετέρωσης (NaCl 1.5M - tris-HCl 2N pH 8.0) 2x30 min  

   Σε κάθε πλύση το διάλυµα αντικαθίσταται µε φρέσκο και ανάµεσα στα διαλύµατα το 
πήκτωµα εκπλύνεται µε απεσταγµένο Η2Ο. 
Το πρώτο διάλυµα (depurination) προκαλεί µερική υδρόλυση του DNA, που βοηθά 
στη µεταφορά µεγάλων θραυσµάτων. Με το δεύτερο διάλυµα γίνεται αποδιάταξη του 
δίκλωνου DNA σε µονόκλωνο και, τελικά, η πλύση µε το διάλυµα εξουδετέρωσης 
επαναφέρει το πήκτωµα σε πιο ουδέτερο pH. 
   Τελικά το πήκτωµα εκπλύνεται για 10 min στο διάλυµα µεταφοράς SSC (NaCl 3M, 
κιτρικό νάτριο 0.3Μ, pH 7.0). 
 
   Στις ακριβείς διαστάσεις του πηκτώµατος (20x20) κόβονται µεµβράνη 
πλαστικοποιηµένης νιτροκυτταρίνης (Hybond N, Amersham ή GeneScreen Plus, NEN-
DuPont, Boston, ΗΠΑ) και 6 διηθητικά χαρτιά Whatman 3MM, ενώ ετοιµάζονται 2 
ακόµα Whatman 3ΜΜ διαστάσεων 20x50. 
 
   Μέσα σε πλαστικό δοχείο τοποθετείται το διάλυµα µεταφοράς (περίπου 500 ml) και 
η µεµβράνη, 2 Whatman 20x20 και τα 2 Whatman 20x50 εµποτίζονται µ’ αυτό.  
Κάθετα πάνω στο δοχείο τοποθετείται γυάλινη πλάκα και πάνω σ’ αυτήν στρώνονται 
τα µεγαλύτερα Whatman µε τα άκρα τους µέσα στο διάλυµα για να χρησιµεύσουν σαν 
υδρόφιλη δίοδος του SSC. ∆ίνεται προσοχή ώστε να µην εγκλωβιστούν καθόλου 
φυσαλίδες γιατί επηρεάζουν τη µεταφορά. Το πήκτωµα µεταφέρεται πάνω στη δίοδο 
µε τα πηγάδια προς τα κάτω, ακριβώς πάνω του τοποθετείται η µεµβράνη και 
αφαιρούνται πάλι τυχόν φυσαλίδες. Πάνω στη µεµβράνη τοποθετούνται τα 2 
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εµποτισµένα Whatman και στη συνέχεια τα υπόλοιπα και µία στήλη απορροφητικών 
χαρτιών.  
Στην κορυφή µπαίνει µία γυάλινη πλάκα και πάνω της ένα βάρος (250 gr-1 kg) ώστε 
να ασκείται πίεση οµοιογενώς.  
Το δοχείο καλύπτεται µε Saran film για να µην εξατµίζεται το διάλυµα µεταφοράς και 
όλο το σύστηµα αφήνεται για 12-16 ώρες ώσπου να ολοκληρωθεί η µεταφορά του 
DNA (σχήµα 16).  
 
   Μετά το τέλος της µεταφοράς η µεµβράνη εκπλύνεται µε Η2Ο, αφήνεται περίπου 1 
ώρα να στεγνώσει στον αέρα ανάµεσα σε δύο στεγνά Whatman και σηµειώνονται 
πάνω της οι θέσεις των δειγµάτων. Στη συνέχεια εκτίθεται σε υπεριώδη ακτινοβολία 
(µε την πλευρά του DNA προς την πηγή και σε απόσταση 15 cm από αυτήν) για 3-5 
min για να µονιµοποιηθεί το DNA και φυλάσσεται για υβριδοποίηση.       
 
   Το πήκτωµα εµβαπτίζεται στο διάλυµα ηλεκτροφόρησης, στο οποίο προστίθεται 
ethidium bromide, για να ελεγχθεί αν η µεταφορά του DNA ήταν πλήρης (σε τράπεζα 
UV). 
 

 
 
Σχήµα 16: Southern blot (Basic methods in Molecular Biology, 1986) 
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6. δ. Υβριδοποίηση µετά από σήµανση ανιχνευτή µε τεχνική 
τυχαίας έναρξης [407] 
 
ΠΡΟΫΒΡΙ∆ΟΠΟΙΗΣΗ 
   Το διάλυµα υβριδοποίησης [NaHPO4 0.5Μ pH 7.0, SDS 7% w/v, BSA 1% w/v 
(bovine serum albumin, Gibco) και EDTA 1mM] προθερµαίνεται µέσα σε ογκοµετρικό 
κύλινδρο στους 650C σε ξηρό κλίβανο. 
   Η µεµβράνη εκπλύνεται µε Η2Ο και βυθίζεται σε 50 ml φρέσκου διαλύµατος 
υβριδοποίησης, όπου και παραµένει σε 650C για 1 τουλάχιστον ώρα.  
 
Η BSA δεσµεύει όλες τις µη ειδικές θέσεις του φίλτρου, ώστε ο cDNA ανιχνευτής να 
δεσµευτεί µόνο πάνω στο DNA, αν υπάρχει οµόλογή του αλληλουχία. 
 

ΣΗΜΑΝΣΗ ΑΝΙΧΝΕΥΤΗ ΜΕ ΤΕΧΝΙΚΗ ΤΥΧΑΙΑΣ ΕΝΑΡΞΗΣ (RANDOM 
PRIMING) 
   Η τεχνική χρησιµοποιείται κύρια για τη ραδιοσήµανση ανιχνευτών µικρού µοριακού 
βάρους, που λαµβάνονται µε έκλουση από στήλη σεφαρόζης. 
 
   Ποσότητα 25-100 ng του cDNA ανιχνευτή σε 5 µl ΤΕ ή Η2Ο θερµαίνεται σε 950C για 
5 min σε σωληνάριο eppendorf (αποδιατάσσεται η διπλή έλικα του DNA) και αµέσως 
ψύχεται σε 00C (διατηρείται η αποδιάταξη).  
Προστίθενται 12 µl διαλύµατος ολιγονουκλεοτιδίων που παρασκευάζεται µε ανάµειξη 
των ακόλουθων διαλυµάτων σε αναλογία 25:25:7: 
1. Hepes-NaOH 1M pH 6.6 

2. µη ραδιοσηµασµένα νουκλεοτίδια dGTP, dTTP 100µΜ σε Tris-HCl 250mM pH 8.0, 

MgCl2 25mM, β-µερκαπτοαιθανόλη 50mM (Pharmacia-LKB, Σουηδία) 

3. εξανουκλεοτίδια 90u/ml σε Tris-HCl 1mM pH 7.5, EDTA 1mM (Pharmacia) 

    Προστίθενται επίσης:  
 1 µl διαλύµατος BSA 10% w/v  

 3 µl διαλύµατος α-32P dATP 12.5µΜ (NEN-DuPont)  

 3 µl διαλύµατος α-32P dCTP 12.5µΜ (NEN-DuPont) και  

 1-2 µl διαλύµατος 5 u/µl DNA-πολυµεράσης Ι (τµήµα Klenow) (Pharmacia)  

   Το µείγµα επωάζεται για 30-60 min στους 370C και η αντίδραση σταµατά µε την 
προσθήκη 2 µl διαλύµατος EDTA 0.5M pH 8.0, που διακόπτει τη δράση του ενζύµου. 
 
Τα εξανουκλεοτίδια που περιέχονται στο διάλυµα υβριδίζονται µε τις 
συµπληρωµατικές τους αλληλουχίες πάνω στις µονές αλυσίδες του ανιχνευτή και 
σχηµατίζονται διπλές αλυσίδες µήκους 6 νουκλεοτιδίων, απαραίτητες για να δράσει η 
DNA πολυµεράση.  
Το Klenow είναι µεγάλο τµήµα της DNA-πολυµεράσης Ι, που προκύπτει µετά από 
κόψιµο του ολοενζύµου από την πρωτεάση σουµπτιλισίνη και ενώ διατηρεί την 
ιδιότητα έναρξης DNA σύνθεσης δεν έχει δράση 5΄- 3΄ εξωνουκλεάσης. 
Χρησιµοποιώντας τα ελεύθερα νουκλεοτίδια, ραδιενεργά και µη, γεµίζει τα κενά στις 
αλυσίδες και έτσι προκύπτουν ραδιενεργά αντίγραφα του ανιχνευτή. 
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   Λίγο πριν το τέλος της επώασης ετοιµάζεται στήλη χρωµατογραφίας G-50 Sephadex 
µε συµπίεση µέσα σε σύριγγα ινσουλίνης και φυγοκέντρηση (2000 rpm, 5 min, θ.π.). 
Το διάλυµα του ανιχνευτή συµπληρώνεται µέχρι τα 100 µl µε αποστειρωµένο Η2Ο ή 
ΤΕ και στη συνέχεια διέρχεται από τη στήλη µε φυγοκέντρηση κάτω από τις ίδιες 
ακριβώς συνθήκες µε την προηγούµενη.  
   Τα µη ενσωµατωµένα νουκλεοτίδια κατακρατούνται στη στήλη, ενώ το DNA 
(ανιχνευτής) διέρχεται και συλλέγεται σε καθαρό eppendorf. Οι κρούσεις (cpm) 
µετρούνται µε µετρητή β-ακτινοβολίας. 
 
   Σαν cDNA ανιχνευτές χρησιµοποιήσαµε:  
1. για τον HIV-1, τα θραύσµατα του κλώνου HXB2 µετά από πέψη µε την περιοριστική 
ενδονουκλεάση PvuII που έχει 6 θέσεις αναγνώρισης στο γονιδίωµα του στελέχους 
(εικόνα 1) και  
2. για τον HIV-2, τα gag-pol και env θραύσµατα του κλώνου ROD1.12 µετά από πέψη 
µε PstI που έχει 5 θέσεις αναγνώρισης στο συγκεκριµένο γονιδίωµα (εικόνα 2).  
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Εικόνα 1: χάρτης πέψης του κλώνου HXB2 του HIV-1. 
 

 
 

Εικόνα 2: χάρτης πέψης του κλώνου ROD1.12 του HIV-2. 
 

 
 

ΥΒΡΙ∆ΟΠΟΙΗΣΗ 
   Είναι διαδικασία µε την οποία υβριδίζεται ένας ραδιοσηµασµένος DNA ανιχνευτής σε 
θραύσµατα DNA που µετά από ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης έχουν 
µεταφερθεί σε µεµβράνη. 
 
   Ο ανιχνευτής αποδιατάσσεται (θέρµανση σε 950C για 5 min και αµέσως ψύξη σε 
00C) και προστίθεται στο διάλυµα υβριδοποίησης, µέσα στο οποίο βρίσκεται η 
µεµβράνη, µε καλή ανάδευση ώστε οι κρούσεις να είναι οµοιογενώς κατανεµηµένες. Ο 
όγκος του ανιχνευτή που χρησιµοποιείται συνήθως αντιστοιχεί σε 1-5x107 cpm.  
   Η υβριδοποίηση γίνεται στους 650C (συνθήκες υψηλής συγγένειας: high 
stringency), ώστε να απαιτείται µεγάλη οµολογία µεταξύ των DNA αλληλουχιών για να 
συνδεθούν  και, διαρκεί 16-20 ώρες. 
 
Οι µονές ραδιενεργές αλυσίδες του ανιχνευτή θα υβριδιστούν µε οµόλογές τους 
αλληλουχίες, αν υπάρχουν, πάνω στο DNA των δειγµάτων της µεµβράνης. 
 

ΑΥΤΟΡΑ∆ΙΟΓΡΑΦΙΑ 
   Για να αποµακρυνθεί η µη ειδική ραδιενέργεια, η µεµβράνη εκπλύνεται σε διάλυµα 
που περιέχει φωσφορικά 50mM pH 7.1, SDS 5% w/v και EDTA 1mM και έχει 
προθερµανθεί στους 650C. Γίνονται 5 πλύσεις για 5-10 min, µε ανάδευση σε θ.π. και, 
µία τελευταία στους 650C.  
Η µεµβράνη αφήνεται να στεγνώσει πάνω σε διηθητικά χαρτιά Whatman για περίπου 
30 min. Τυλίγεται σε Saran film και ελέγχεται η ένταση και η κατανοµή των κρούσεων 
µε µετρητή β-ακτινοβολίας. 
   Στη συνέχεια εκτίθεται σε φωτογραφικό φιλµ (X-Omat AR, Kodak, Rochester, ΗΠΑ) 
µέσα σε ειδική κασέτα αυτοραδιογραφίας µε δύο ενισχυτικά φίλτρα, στους  -800C, για 
1-2 ηµέρες (ανάλογα µε την περιεκτικότητα του ανιχνευτή σε ραδιενέργεια).  
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Αν η µεµβράνη πρόκειται να επανυβριδοποιηθεί, εκπλύνεται σε διάλυµα φωσφορικών 
10mM, SDS 0.1% w/v, EDTA 1mM στους 650C για 15 min και φυλάσσεται µέσα σε 
Saran film. 

6. ε. RNA/cDNA dot blot 
   Το διάλυµα του ιϊκού RNA τοποθετείται στους -800C για 30 min, ώστε να καθιζήσει 
και στη συνέχεια φυγοκεντρείται (13000 rpm, 15 min, 40C). Το υπερκείµενο 
(αιθανόλη) απορρίπτεται και το ίζηµα επαναδιαλύεται σε 20 µl φρέσκου διαλύµατος 
απιονισµένης φορµαµίδης-φορµαλδεΰδης (FF: φορµαµίδη 50% v/v, φορµαλδεΰδη 6% 
v/v), σε πάγο.  
 
Για τον απιονισµό της φορµαµίδης (Merck) προστίθενται σε α ml φορµαµίδης α/10 gr 
ιοντοανταλλακτικής ρητίνης AG 501-X8 (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, ΗΠΑ), 
το µείγµα αναδεύεται ήπια σε 40C για µισή ώρα, φιλτράρεται δύο φορές από φίλτρα 
Whatman Nο 1 και φυλάσσεται σε κλάσµατα στους -200C.           
 
   Μετά από ανάδευση, γίνεται επώαση σε 650C για 15 min και αµέσως µεταφορά σε 
00 C, όπου το διάλυµα παραµένει για 2-3 min και προστίθενται 80 µl Η2Ο 
(διατηρηµένο σε πάγο).   
Εν τω µεταξύ ένα φύλλο φίλτρου Whatman 3MM και µία µεµβράνη νιτροκυτταρίνης 
κόβονται στις ακριβείς διαστάσεις της συσκευής slot blot (Bio-Rad) και εµβαπτίζονται 
σε διάλυµα που αποτελείται από 10 ml Η2Ο και 10 ml SSPE 20X (NaCl 3M, NaH2PO4 
0.2M, EDTA-Na2 0.02M). Το Whatman τοποθετείται πρώτο στη συσκευή, πάνω του η 
µεµβράνη και τελικά βιδώνεται το καπάκι, η συσκευή συνδέεται µε πηγή κενού και οι 
θέσεις εναπόθεσης των δειγµάτων εκπλύνονται µε 100 µl SSPE 20X.      
   Σε 10 µl δείγµατος προστίθενται 200 µl διαλύµατος NaOH 0.4N, EDTA 25mM που 
περιέχει κυανό της βρωµοφαινόλης και κάθε δείγµα εναποτίθεται σε µία θέση.  
Οι θέσεις εναπόθεσης εκπλύνονται µε 400 µl SSPE 20X σε κενό.  
Η πηγή κενού αποσυνδέεται και η µεµβράνη αφαιρείται και αφήνεται να στεγνώσει 
ανάµεσα σε δύο Whatman.  
Το RNA µονιµοποιείται µε έκθεση της µεµβράνης σε υπεριώδη ακτινοβολία για 3-5 
min και ακολουθεί υβριδοποίηση σε συνθήκες υψηλής συγγένειας (high stringency) µε 
τον τρόπο που περιγράφηκε.  
 
 

7. α. Ενίσχυση τµηµάτων DNA µε αλυσιδωτή αντίδραση 
πολυµεράσης (PCR) 
   Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης εφαρµόστηκε για την ανίχνευση 
αλληλουχιών του HIV-1 σε εµπύρηνα κύτταρα του περιφερικού αίµατος [408]. 
   Η PCR έγινε χρησιµοποιώντας kit εµπορίου [GeneAmp PCR] (Perkin Elmer, Foster 
City, CA, ΗΠΑ) και σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. Τα αντιδραστήρια 
φυλάσσονται σε -200 C.  
Σε ειδικό αποστειρωµένο σωληνάριο όγκου 0.5 ml (Perkin Elmer) τοποθετούνται µε 
την ακόλουθη σειρά και µε τελικό συνολικό όγκο 100 µl:  
1.  Η2Ο αποστειρωµένο µέσω φίλτρου µε διάµετρο πόρων 0.22 µm, µετά κατεργασία 

µε DEP 

2.  µείγµα PCR 

3.  δείγµα DNA 1 µg  

4.  ανασυνδυασµένη Taq DNA πολυµεράση (Perkin Elmer-Cetus) 2.5 u 

Το µείγµα της PCR αποτελείται από:  
   1. ρυθµιστικό διάλυµα PCR (10Χ): Tris-HCl 100mM pH 8.3  
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                                                    KCl 500mM  

                                                    MgCl2 15mM  

                                                    ζελατίνη 0.1% w/v    

   2. 200 µM από κάθε δεοξυριβονουκλεοτίδιο (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 

   3. 100-120 ng από κάθε ολιγονουκλεοτιδικό εκκινητή (Genset, Paris, Γαλλία)  

Η προετοιµασία γίνεται µέσα σε δοχείο µε θρυµµατισµένο πάγο.  
Όλα τα αντιδραστήρια, εκτός από το ένζυµο, προαναµειγνύονται και γίνεται 
αποδιάταξη του DNA στους 950C για 5 min. Το δείγµα τοποθετείται σε πάγο, 
προστίθεται η Taq πολυµεράση και το δείγµα επικαλύπτεται µε 100 µl παραφινέλαιο 
(Sigma) για αποφυγή εξάτµισης.  
 
   Χρησιµοποιήσαµε 3 ζεύγη εκκινητικών µορίων, που αντιστοιχούν στα γονίδια gag, 
pol και env του HIV-1: 
1. LAV-1: 5΄-GGC AAA TGG TAC ATC AGG CCA TAT C-3΄ (θέση 751-775) 

    LAV-2: 5΄-TCT GCA GCT TCC TCA TTG ATG GTC T-3΄ (θέση 940-964)     

για το γονίδιο gag, µε αναµενόµενο µήκος ενισχυµένου προϊόντος 213 bp. 

2. SK32: 5΄-ACC TGC CAC CTG TAG TAG-3΄ (θέση 4316-4333) 

    SK33: 5΄-GCC ATA TTC CTG GAC TAC CAG-3΄ (θέση 4421-4401)    

για το γονίδιο pol, µε αναµενόµενο µήκος ενισχυµένου προϊόντος 104  bp. 

3. SK68: 5΄-AGC AGC AGG AAG CAC TAT GG-3΄ (θέση 7801-7820) 

    SK69: 5΄-CCA GAC TAC TGT GAG TTG CAA -3΄ (θέση 7922-7942)  

για το γονίδιο env, µε αναµενόµενο µήκος ενισχυµένου προϊόντος 141 bp.    

   Τα σωληνάρια από τον πάγο τοποθετούνται αµέσως σε αυτόµατο 
θερµοκυκλοποιητή (Perkin Elmer) που έχει προθερµανθεί στους 1000C και 
προγραµµατίζεται για 35 κύκλους που αποτελούνται από τρία στάδια:         
   αποδιάταξης              940C, 30 sec 

   σύνδεσης εκκινητών   550C, 30 sec                                 

   επιµήκυνσης              720C, 1 min  

Το στάδιο αποδιάταξης του πρώτου κύκλου είχε συνολική διάρκεια 5 min για να 
εξασφαλιστεί ο πλήρης διαχωρισµός της διπλής έλικας του γενωµικού DNA και, κατά 
συνέπεια, µονόκλωνο DNA σαν υπόστρωµα για την αντίδραση της PCR.  
Μετά την ολοκλήρωση του τελευταίου κύκλου ακολούθησε ένα τελικό στάδιο 
επιµήκυνσης διάρκειας 10 min στους 720C, για να συµπληρωθούν οι αλυσίδες των 
προϊόντων της ενίσχυσης.  
   Μετά το γονιδιακό πολλαπλασιασµό τα δείγµατα συντηρούνται σε 40C.  
Η αποµάκρυνση του παραφινέλαιου γίνεται µε προσθήκη 100 µl χλωροφορµίου, 
έντονη ανάδευση και φυγοκέντρηση για 2 min: λαµβάνεται η ανώτερη φάση που 
περιέχει το DNA. 
 

7. β. Ηλεκτροφόρηση DNA σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 
   Το πήκτωµα της πολυακρυλαµίδης παρασκευάζεται µε πολυµερισµό του 
µονοµερούς της ακρυλαµίδης, σε συγκεντρώσεις από 2-20%. 
Η δισ-ακρυλαµίδη είναι ο συνηθέστερα χρησιµοποιούµενος παράγοντας διασύνδεσης 
των αλυσίδων της ακρυλαµίδης για τη δηµιουργία τρισδιάστατου πολυµερούς δικτύου. 
Επαγωγέας του πολυµερισµού είναι το υπερθειϊκό αµµώνιο (ισχυρός ενεργοποιητής 
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της έναρξης του πολυµερισµού), ενώ σαν καταλύτης λειτουργεί η TEMED [N,N,N΄,N΄-
τετραµεθυλενοδιαµίνη] (επιταχύνει και συντηρεί τον πολυµερισµό).  
   Η ηλεκτροφόρηση σε πολυακρυλαµίδη χρησιµοποιείται για το διαχωρισµό µικρών 
θραυσµάτων DNA (50-2000 bp) και τον ακριβή προσδιορισµό του µήκους τους. Τα 
θραύσµτα του DNA διαπερνούν δύο συνεχόµενα πηκτώµατα: το πήκτωµα 
συµπύκνωσης αρχικά (για τη µείωση του όγκου του δείγµατος) και το πήκτωµα 
διαχωρισµού στη συνέχεια, τα οποία διαφέρουν στην περιεκτικότητά τους σε 
ακρυλαµίδη [406,407].  
Η περιεκτικότητα του πηκτώµατος διαχωρισµού σε ακρυλαµίδη επιλέγεται ανάλογα µε 
τα µοριακά βάρη των εξεταζόµενων θραυσµάτων.  
 
   Για διάλυµα ακρυλαµίδης 40% αναµιγνύονται 40 gr ακρυλαµίδης ultra pure (Gibco) 
και 1 gr δισ-ακρυλαµίδης (Pharmacia) σε συνολικό όγκο 100 ml Η2Ο, µε ανάδευση 
κατά τη θέρµανση µέχρι 500C. Το διάλυµα φιλτράρεται και φυλάσσεται στο ψυγείο.  
   Συναρµολογείται το σύστηµα παρασκευής του πηκτώµατος µε τις πλάκες και τα 
spacers και επιβεβαιώνεται ότι ο ενδιάµεσος θάλαµος είναι υδατοστεγής. 
   Ετοιµάζεται πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 8%, όγκου 30 ml, µε την ανάµειξη 6 ml 
διαλύµατος ακρυλαµίδης 40%, 1.5 ml TBE 10X και Η2Ο. Προστίθενται 48 µl TEMED 
(Sigma) και, τελευταία, 48 µl υπερθειϊκού αµµωνίου 25% (Gibco) αµέσως πριν την 
τοποθέτηση του µείγµατος στο θάλαµο ηλεκτροφόρησης (για να µην ξεκινήσει ο 
πολυµερισµός) και το πήκτωµα αφήνεται να πολυµεριστεί (15 min-1 ώρα).  
   Στη συνέχεια ετοιµάζεται το πήκτωµα συµπύκνωσης, από 20 ml πολυακρυλαµίδης 
5%, µε τον ίδιο τρόπο (2.5 ml ακρυλαµίδης 40%, 1 ml ΤΒΕ 10Χ, Η2Ο, 32 µl TEMED, 
32 µl υπερθειϊκού αµµωνίου) και τοποθετείται ακριβώς από πάνω και µέχρι να γεµίσει 
πλήρως ο θάλαµος ηλεκτροφόρησης. Αµέσως τοποθετείται οδοντωτή µήτρα για τη 
δηµιουργία θέσεων για τα δείγµατα και το πήκτωµα αφήνεται πάλι να πολυµεριστεί.    
   Όταν ολοκληρωθεί ο πολυµερισµός αφαιρούνται το κατώτερο spacer και η µήτρα, 
το πήκτωµα τοποθετείται σε συσκευή κάθετης ηλεκτροφόρησης και οι δεξαµενές της 
συσκευής γεµίζονται µε 3 lt διαλύµατος ΤΒΕ 1Χ, µέχρι να καλυφθούν οι θέσεις των 
δειγµάτων. Αφαιρούνται τυχόν φυσαλίδες από το χώρο κάτω από την πηκτή.  
 
   Σε 25 µl προϊόντος της PCR προστίθενται 5 µl loading buffer (6% κυανό της 
βρωµοφαινόλης) και τα δείγµατα τοποθετούνται µε προσοχή στον πυθµένα των 
πηγαδιών µε γυάλινη σύριγγα (Hamilton).    
Τα δείγµατα εναποτίθενται δύο φορές µε την ίδια σειρά, αφού ενδιάµεσα 
µεσολαβήσουν δύο κενές θέσεις: στην πραγµατικότητα, τελικά λαµβάνονται δύο όµοια 
πηκτώµατα.     
   Εφαρµόζεται ηλεκτρικό πεδίο σταθερής τάσης 230 V (2-10 V/cm), οπότε τα 
αρνητικά φορτισµένα µόρια κινούνται προς την άνοδο (προς τα κάτω). Η 
ηλεκτροφόρηση συνεχίζεται µέχρι να επιτευχθεί ο διαχωρισµός της ζώνης που 
ενδιαφέρει (περίπου 2-2.5 ώρες). Αδρά, σε πήκτωµα συγκέντρωσης 8% το κυανό της 
βρωµοφαινόλης µετακινείται µαζί µε ζώνες DNA µεγέθους περίπου 50 (45-165) bp. 
   Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης το πήκτωµα κόβεται στο ύψος των κενών 
θέσεων. Το ένα κοµµάτι µεταφέρεται σε πλαστικό δοχείο στο οποίο προστίθεται 
διάλυµα ηλεκτροφόρησης και 50µl/lt ethidium bromide για να χρωµατιστεί το DNA (15 
min στο σκοτάδι). Οι ζώνες του DNA γίνονται ορατές σε τράπεζα UV και 
φωτογραφίζονται. Το δεύτερο (όµοιο) κοµµάτι χρησιµοποιείται για µεταφορά του DNA 
σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης. 
 
   Πρότυπο µοριακών βαρών ήταν DNA του βακτηριοφάγου φΧ174 µετά από πλήρη 
πέψη µε την περιοριστική ενδονουκλεάση HaeIII (φάσµα µεγεθών: 1353, 1078, 872, 
603, 310, 281, 271, 234, 194, 118, 72 bp) ή/και DNA του πλασµιδίου pBR328 µετά 
από πέψη µε BglIΙ-Hinf I (2176, 1766, 1230, 1033, 653, 517, 453, 394, 298, 234, 
220, 154 bp). 
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7. γ. Μεταφορά του DNA σε µεµβράνη σε ηλεκτρικό πεδίο 
(electro-transfer) 
   Το πήκτωµα εκπλύνεται σε διάλυµα NaOH 0.2N, NaCl 0.6N για 30 min µε 
ανάδευση, για να ανοίξει η διπλή έλικα του DNA. Ακολουθούν 2-3 δεκάλεπτες 
εκπλύσεις µε Η2Ο απιονισµένο, µία µε H2O nanopure και µία τελευταία µε TBE 1Χ, που 
είναι το διάλυµα µεταφοράς.  
Εν τω µεταξύ εµβαπτίζονται σε ΤΒΕ τα δύο αφρολέξ της συσκευής, δύο φύλλα 
χαρτιού Whatman και µία µεµβράνη πλαστικοποιηµένης νιτροκυτταρίνης (GeneScreen 
ή Hybond N) κοµµένη ακριβώς στις διαστάσεις του πηκτώµατος.  
   Μετά τις πλύσεις το πήκτωµα µεταφέρεται πάνω σε γυάλινη πλάκα στον πάγκο και 
η µεµβράνη τοποθετείται πάνω του, µε προσοχή ώστε να µην εγκλωβιστεί αέρας 
ανάµεσά τους. Πάνω στη µεµβράνη τοποθετούνται ένα Whatman, το ένα αφρολέξ και 
το πλαστικό πλέγµα της συσκευής στο οποίο θα συνδεθεί ο θετικός πόλος. Το 
σύστηµα αναστρέφεται και, αφού αφαιρεθεί η  γυάλινη πλάκα, τοποθετούνται πάνω 
στο πήκτωµα το δεύτερο Whatman, το δεύτερο αφρολέξ και το πλαστικό πλέγµα που 
θα αντιστοιχεί στον αρνητικό πόλο.  
Το σύστηµα βιδώνεται και τοποθετείται µέσα στη συσκευή ηλεκτροµεταφοράς (LKB). 
Η δεξαµενή της συσκευής γεµίζεται µε 5 lt διαλύµατος TBE 1X και η συσκευή 
µεταφέρεται µέσα στο ψυγείο.  
   Εφαρµόζεται ηλεκτρικό πεδίο σταθερής τάσης περίπου 60V (Ο.5 Α) για µισή ώρα, 
οπότε το DNA µεταφέρεται από τον αρνητικό (πήκτωµα) στον θετικό πόλο 
(νιτροκυτταρίνη) της συσκευής.  
Το σύστηµα αποσυναρµολογείται.  
   Το πήκτωµα χρωµατίζεται µε ethidium bromide για να διαπιστωθεί η επιτυχής 
µεταφορά του DNA και να συγκριθούν οι ζώνες των θραυσµάτων µε τις αντίστοιχες 
των πρότυπων µοριακών βαρών.  
Η µεµβράνη εκτίθεται σε υπεριώδη ακτινοβολία για µονιµοποίηση του DNA, αφήνεται 
να στεγνώσει στον αέρα και φυλάσσεται ανάµεσα σε δύο Whatman µέχρι την 
υβριδοποίηση.    
   

7. δ. Υβριδοποίηση µετά από σήµανση ανιχνευτή µε τεχνική 
τελικής σήµανσης [407] 
 

ΠΡΟΫΒΡΙ∆ΟΠΟΙΗΣΗ 
   Η µεµβράνη εµβαπτίζεται σε ογκοµετρικό κύλινδρο που περιέχει προθερµασµένο 
στους 500C διάλυµα υβριδοποίησης. Το διάλυµα αποτελείται από φωσφορικά 0.5Μ pH 
7.0, SDS 7% w/v, EDTA 1mM, BSA 1% w/v.  
Ακολουθεί επώαση για µία τουλάχιστον ώρα στους 500C. 
 

ΣΗΜΑΝΣΗ ΑΝΙΧΝΕΥΤΗ ME ΤΕΧΝΙΚΗ ΤΕΛΙΚΗΣ ΣΗΜΑΝΣΗΣ (END-
LABELING) 
   Η Τ4 πολυνουκλεοτιδική κινάση είναι ένζυµο που µεταφέρει ειδικά το γ-32P από το 
ATP σε µία 5΄ υδροξυλική οµάδα DNA ή RNA. Η αντίδραση χρησιµοποιείται για την 
τελική σήµανση (σήµανση άκρου) DNA και RNA µορίων (ολιγονουκλεοτιδίων, 
τµηµάτων µετά από πέψη µε ενδονουκλεάσες, mRNA), αρκεί το µόριο να διαθέτει 
5΄ΟΗ. Οι συνθετικοί ανιχνευτές τυπικά έχουν την ιδιότητα αυτή. 
 
   Στα τοιχώµατα σωληναρίου όγκου 1.5 ml αποτίθενται χωριστές σταγόνες (να µην 
εφάπτονται) από 1 µl (0.5 µg) cDNA ανιχνευτή, ρυθµιστικό διάλυµα της 
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πολυνουκλεοτιδικής κινάσης (Tris 500mM pH 7.4, MgCl2 100mM, DTT 50mM) και 5 u 
του ενζύµου.  
   Πίσω από ασπίδα Plexiglas προστίθενται 200 µCi γ-32P-ATP και ακολουθεί γρήγορη 
φυγοκέντρηση (15 sec spin) για ανάµειξη. Αν ο όγκος είναι µικρότερος των 20 µl 
συµπληρώνεται µε Η2Ο.  
   Το µείγµα επωάζεται στους 370C για 1-1.5 ώρα, µετά στους 650C για 5 min για να 
αδρανοποιηθεί το ένζυµο και ακολουθεί γρήγορη φυγοκέντρηση για συγκέντρωση του 
µείγµατος στον πυθµένα του σωληναρίου.  
   Στο διάστηµα αυτό ετοιµάζεται στήλη G-50 Sephadex, µέσα από την οποία γίνεται 
έκλουση του µείγµατος ώστε να κατακρατηθεί το µη ενσωµατωµένο 32P-ATP. 
 
   Τα µόρια-ανιχνευτές που χρησιµοποιήσαµε και που αντιστοιχούσαν σε κάθε ζεύγος 
εκκινητικών µορίων, ήταν: 
1. Targ LAV: 5΄-CAT TAT CAG AAG GAG CCA CCC CAC Α-3΄ (θέση 853-877) (gag) 

2. SK34: 5΄-TAG TAG CCA GCT GTG ATA AAT GTC AGC TAA AAG GAG AAG CC-3΄  

(θέση 4343-4383) (pol) 

3. SK70: 5΄-ACG GTA CAG GCC AGA CAA TTA TTG TCT GGT ATA GT-3΄ (θέση 7841-

7875 (env)  

  

ΥΒΡΙ∆ΟΠΟΙΗΣΗ 
   Ο ραδιοσηµασµένος ανιχνευτής αποδιατάσσεται µε θέρµανση σε 950C για 5 min και 
αµέσως ψύξη σε 00C.  
Περίπου 20x106 cpm του σηµασµένου ανιχνευτή προστίθενται στο διάλυµα της 
προϋβριδοποίησης στο οποίο βρίσκεται βυθισµένη η µεµβράνη και γίνεται καλή 
ανάδευση για οµοιόµορφη κατανοµή των κρούσεων.  
   Η υβριδοποίηση γίνεται στους 500C και διαρκεί 16-20 ώρες. 
 

ΑΥΤΟΡΑ∆ΙΟΓΡΑΦΙΑ 
   Η µεµβράνη εκπλύνεται σε διάλυµα που περιέχει φωσφορικά 40mM, NaCl 0.3M, 
SDS 5% w/v και EDTA 1mM. Γίνονται τρεις δεκάλεπτες πλύσεις στους 550C µε 
ανάδευση, για να αποµακρυνθεί η µη ειδική ραδιενέργεια. 
   Η µεµβράνη αφήνεται να στεγνώσει και εκτίθεται σε φωτογραφικό φιλµ (X-Omat 
AR, Kodak) µέσα σε κασέτα αυτοραδιογραφίας και µε ενισχυτικό φίλτρο, στους -800C. 
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ΑΑΑΠΠΠΟΟΟΤΤΤΕΕΕΛΛΛΕΕΕΣΣΣΜΜΜΑΑΑΤΤΤΑΑΑ   
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ΑΑΑΠΠΠΟΟΟΤΤΤΕΕΕΛΛΛΕΕΕΣΣΣΜΜΜΑΑΑΤΤΤΑΑΑ   
 

Συνολικά αποτελέσµατα πρωτογενούς ελέγχου και 
επιβεβαιωτικών δοκιµασιών 

 
   Στη διάρκεια της 5ετίας 1986-1990 ελέγχθηκαν για HIV λοίµωξη στο Κέντρο 
Αιµοδοσίας του Βενιζελείου Νοσοκοµείου 57810 αιµοδότες, 5380 έγκυοι που 
προσήλθαν για προγεννητικό έλεγχο, 1570 εσωτερικοί ασθενείς, 1990 εξωτερικοί 
ασθενείς, 155 χρόνιοι αιµοκαθαιρόµενοι ασθενείς της µονάδας τεχνητού νεφρού και 
420 άτοµα του προσωπικού του Νοσοκοµείου (πίνακας 1).  
 
   Η οµάδα των αιµοδοτών περιελάµβανε 38240 άνδρες (µέση ηλικία 32 έτη, εύρος 
17-57) και 19570 γυναίκες (µέση ηλικία 29 έτη, εύρος 20-53). Ολοι ήταν εθελοντές 
αιµοδότες: 2500 από αυτούς ήταν τακτικοί δότες και οι υπόλοιποι περιστασιακοί.  
 
   Την οµάδα των αιµοκαθαιρόµενων νεφροπαθών αποτελούσαν 96 άνδρες και 59 
γυναίκες. ∆εκαοκτώ από αυτούς (11 άνδρες και 7 γυναίκες, µέση ηλικία 42 έτη, εύρος 
38-75) είχαν λάβει στο παρελθόν 4 κατά µέσο όρο (εύρος 2-10) µεταγγίσεις 
συµπυκνωµένων ερυθρών αιµοσφαιρίων, αρνητικών για HIV µε ανοσοενζυµική 
µέθοδο (EIA).     
 
   Από τα 37 άτοµα που προσήλθαν εθελοντικά για έλεγχο HIV (συµπεριλαµβάνονται 
στην οµάδα των εξωτερικών ασθενών), 10 ανέφεραν σεξουαλική συµπεριφορά 
«υψηλού κινδύνου».  
 
 

ΠΙΝΑΚΑΣ 1: Έλεγχος για λοίµωξη HIV στην πενταετία 1986-1990 
 

ΟΜΑ∆Α ΑΡΙΘΜΟΣ 
Αιµοδότες 57810 
Έγκυοι 5380 

Εξωτερικοί ασθενείς 1990 
Εσωτερικοί ασθενείς 1570 

Χρόνιοι αιµοκαθαιρόµενοι 155 
Προσωπικό 420 

  

ΣΥΝΟΛΟ 67325 
 
 
   Στον πρωτογενή έλεγχο (ELISA), 222 από τα 67325 άτοµα που ελέγχθηκαν 
εµφάνισαν θετικό αποτέλεσµα για HIV-1 και 58 για HIV-2. Επιπλέον, 71 και 11 άτοµα 
έδωσαν οριακά αποτελέσµατα, αντίστοιχα (πίνακας 2). 
 
   Η ανάλυση µε Western blot των ορών που εµφάνισαν θετική/οριακή τιµή στην 
ELISA, επιβεβαίωσε 65 δείγµατα σαν οροθετικά για HIV-1 και 12 σαν οροθετικά για 
HIV-2. Αδιευκρίνιστο αποτέλεσµα για τον HIV-1 διαπιστώθηκε σε 141 δείγµατα και για 
τον HIV-2 σε 95 (πίνακας 2).  
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   Μέχρι τις αρχές του 1990, τα ελάχιστα κριτήρια για το χαρακτηρισµό ενός Western 
blot σαν θετικού δεν είχαν αποκρυσταλλωθεί και τουλάχιστον τρία διαφορετικά 
σχήµατα αξιολόγησης ήταν σε ευρεία χρήση [294,409].  
Η ανησυχία για την πιθανότητα ψευδώς θετικών αντιδράσεων οδήγησε τις Αιµοδοσίες 
να χρησιµοποιούν τα κριτήρια του FDA, που απαιτούσαν την ανίχνευση 
αντισωµάτων έναντι τουλάχιστον τριών γονιδιακών προϊόντων του HIV-1 για 
το χαρακτηρισµό ενός δείγµατος σαν θετικού: µίας πρωτεΐνης του πυρήνα (p24), 
µίας γλυκοπρωτεΐνης του περιβλήµατος (gp41 ή  gp120/160) και µίας πρωτεΐνης του 
γονιδίου pol (p31 ή p65) [410]. Τα κριτήρια αυτά χρησιµοποιήσαµε και στη δική µας 
µελέτη.  
 
   Σαν αρνητικά θεωρήθηκαν τα δείγµατα που ή δεν εµφάνιζαν καµία ζώνη στο 
Western blot ή εµφάνιζαν ζώνες που δεν αντιστοιχούσαν σε ιϊκά προϊόντα. 
 
   Οποιοσδήποτε συνδυασµός αντι-HIV αντισωµάτων διαφορετικός από τους 
προαναφερθέντες χαρακτηρίστηκε σαν αδιευκρίνιστος. 
    
 

ΠΙΝΑΚΑΣ 2: Συνολικά αποτελέσµατα ελέγχου για λοίµωξη HIV στην 
πενταετία 1986-1990                

        
 ELISA HIV-1 ELISA HIV-2 WB HIV-1 WB HIV-2 

ΘΕΤΙΚΑ % 222 (0.32) 58 (0.086) 65 (0.096) 12 (0.02) 

ΟΡΙΑΚΑ % 71 (0.1) 11 (0.016)   

Α∆ΙΕΥΚΡΙΝΙΣΤΑ %   141 (0.2) 95 (0.14) 

 
ΣΥΝΟΛΟ ΕΛΕΓΧΘΕΝΤΩΝ: 67325 
            

 
 

Οµάδα µελέτης 
   Το αρχικό υλικό της µελέτης αποτέλεσαν 50 άτοµα στα οποία ο πρωτογενής 
έλεγχος για HIV-1/2 έδωσε κατ’ επανάληψη θετική ή οριακή τιµή µε µία τουλάχιστον 
από τις µεθόδους ELISA που χρησιµοποιήθηκαν, ενώ η ανάλυση µε Western blot 
πρώτης γενιάς αποκάλυψε µη καταληκτική εικόνα. Στη συντριπτική πλειοψηφία των 
περιπτώσεων η αδιευκρίνιστη εικόνα αφορούσε την παρουσία αντι-gag αντισωµάτων 
στον ορό, σε διάφορους συνδυασµούς.  
Τα άτοµα αυτά χαρακτηρίστηκαν σαν αµφίβολα για µόλυνση από HIV. 
 
   Από τα 50 αµφίβολα άτοµα, οι 28 ήταν άνδρες και οι 22 γυναίκες (µέση ηλικία 35 
και 32 έτη, αντίστοιχα).  
Η οµάδα περιελάµβανε 32 περιστασιακούς αιµοδότες, 5 εγκύους, 1 ιερόδουλη, 5 
αιµοκαθαιρόµενους ασθενείς (Μ.Τ.Ν.) και 7 άτοµα που προσήλθαν οικειοθελώς για 
εξέταση για HIV. Από τα τελευταία και, σύµφωνα µε το ιστορικό που έδωσαν, 1 ανήκε 
σε οµάδα µε συµπεριφορά υψηλού κινδύνου για HIV λοίµωξη, ενώ οι υπόλοιποι 6 
ήταν ετεροφυλόφιλοι µε έντονη σεξουαλική ζωή.  
 
   Εικοσιτέσσερα από τα 50 «αδιευκρίνιστα» άτοµα, τα οποία ανταποκρίθηκαν στην 
πρόσκληση για περαιτέρω έλεγχο µετά από ενηµέρωση, συµπεριλήφθηκαν τελικά στη 
µελέτη (πίνακας 4): 17 αιµοδότες, 4 χρόνιοι αιµοκαθαιρόµενοι και 3 έγκυοι.  
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Στην οµάδα µελέτης προστέθηκαν οι ερωτικοί σύντροφοι ορισµένων από τους 
εξεταζόµενους, που ανταποκρίθηκαν στην πρόσκληση για έλεγχο.  
                                                     
   Συνοπτικά, τα αποτελέσµατα του πρωτογενούς και του επιβεβαιωτικού ελέγχου, 
κατά οµάδα, στα εξεταζόµενα άτοµα παρουσιάζονται στον πίνακα 3. 

 
 

ΠΙΝΑΚΑΣ 3: Συνοπτικά αποτελέσµατα αρχικού ορολογικού ελέγχου 
στην οµάδα µελέτης 

                                  
  ΑΙΜΟ∆ΟΤΕΣ 

n=17 
ΜΤΝ     
n=4 

ΕΓΚΥΟΙ 
n=3 

ΣΥΝΟΛΟ 
n=24 

 
ELISA HIV-1 ΘΕΤΙΚΗ/ΟΡΙΑΚΗ 

 
15 

 
3 

 
3 

 
21 

ELISA HIV-2               »      5 1 1 7 

ELISA HIV-1 και -2    » 3 0 1 4 

 
WB-1 Α∆ΙΕΥΚΡΙΝΙΣΤΟ 

 
17 

 
4 

 
3 

 
24 

WB-2                » 11 3 2 16 

WB-1 και -2     » 11 3 2 16 

n= αριθµός εξεταζόµενων ατόµων 
 
 
 
   Στον πίνακα 4 παρουσιάζονται τα δηµογραφικά στοιχεία των ατόµων που 
αποτέλεσαν το υλικό της µελέτης, καθώς και τα αναλυτικά αποτελέσµατα του 
πρωτογενούς ελέγχου και των επιβεβαιωτικών δοκιµασιών. 

Απαραίτητες για την κατανόηση του πίνακα είναι οι παρακάτω διευκρινίσεις: 
Α = άνδρας, Γ = γυναίκα 
ΑΜ∆ = αιµοδότης,  ΜΤΝ = αιµοκαθαιρόµενος ασθενής  
 
Για τις ELISA:  
* Το κατώφλι (CO) της Pasteur είναι 0.300. 
Το κατώφλι της Abbott υπολογίζεται σε κάθε τρέξιµο της εξέτασης (†CO: 0.096 και 
‡CO: 0.229). 
± Σηµαίνει αποτέλεσµα που κατατάσσεται στην καλούµενη «γκρίζα ζώνη» [± 10% 
της τιµής του κατωφλίου]. Στις Αιµοδοσίες, επειδή ο αριθµός των ορών που 
ελέγχονται ταυτόχρονα για HIV είναι µεγάλος και ο πληθυσµός που αντιπροσωπεύουν 
θεωρείται «χαµηλού κινδύνου» για τη συγκεκριµένη λοίµωξη, αν κάποια τιµή είναι µεν 
αρνητική αλλά πολύ υψηλότερη από των υπόλοιπων δειγµάτων συνήθως 
επανελέγχεται ακόµα και αν βρίσκεται κάπως χαµηλότερα από τη «γκρίζα ζώνη». 
 
Για το Western blot: 
Ασθ = ασθενής ζώνη µικρής έντασης. 
± Σηµαίνει ζώνη στην περιοχή κάποιας πρωτεΐνης του HIV, που όµως δεν είναι 
απόλυτα βέβαιο ότι είναι ιϊκής προέλευσης.  
 
Στη RIBA: ± σηµαίνει ζώνη έντασης <1+.



 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 4: αναλυτικά αποτελέσµατα αρχικού ελέγχου στα άτοµα της οµάδας µελέτης 
 

Α/α ΟΜΑ∆Α ELISA HIV-1 

Pasteur      Abbott

LAV blot-1 Pasteur RIBA Ortho ELISA HIV-2 LAV blot-2 Pasteur 

1. Α, ΑΜ∆, 35 ετών  +(0.535)*          - p18,24,40,55 p24,31 - p26 ασθ 
2. Α, ΑΜ∆, 32 ετών +(0.564)            - p18,24,40,55 p24 +(0.533)* p16, 26 
3. Α, ΑΜ∆,43 ετών ±(0.246)            - p24,40,55 p24± - p26ασθ, gp105 
4. Α, ΑΜ∆, 46 ετών -                       - p18,24± - +(0.379) p16,26,56 
5. Έγκυος, 26 ετών +(0.945)            - p18,40,55, gp41ασθ - - - 
6. Γ, ΜΤΝ, 43 ετών +(0.548)            - p18,24,40,55 p24 - - 
7. Α, ΑΜ∆, 31 ετών ±(0.246)            - p18,24,40,55,68 p24± - p26 
8. Α, ΑΜ∆, 23 ετών -               ±(0.079)† p18,24,55 - - - 
9. Α, ΜΤΝ, 52 ετών +(0.389)            - p18,24,40,55 p24 - p16,26 ασθ 
10. Α, ΑΜ∆, 36 ετών +(0.604)            - p18,24,34,55  p24±,31 - p26 
11. Α, ΑΜ∆ , 27 ετών ±(0.261)            - p18,24,55 p24± - p16, 26 
12. Γ, ΑΜ∆, 58 ετών +(0.492)            - p18,24 - - - 
13. Α, ΑΜ∆ , 23 ετών +(1.087)            - p18,24,40,55 - - p16 
14. Α, ΑΜ∆, 23 ετών -                        - p18 - ±(0.208) p16, 26 
15. Α, ΑΜ∆, 36 ετών -              +(0.256) ‡ p18,24 - - - 
16. Α, ΑΜ∆ , 35 ετών +(0.337)            - p18,24,40 p24 - - 
17. Α, ΑΜ∆, 37 ετών +(0.447)            - p18,24 - ±(0.243) p26 
18. Α, ΑΜ∆, 48 ετών +(0.353)            - p18,24,40,55 p24 +(0.439) p16, 26 
19. Γ, ΜΤΝ, 47 ετών +(0.545)            - p18,40,55 p24 - p16 
20. Α, ΜΤΝ, 45 ετών -                        - p18,24± - +(0.419) p26,36±,64 
21. Έγκυος, 22 ετών -(0.121)             - p18,24,55± - - p16, 26 
22. Γ, ΑΜ∆, 43 ετών ±(0.290)            - p34ασθ,68,gp120ασθ,gp160 - - - 
23. Α, ΑΜ∆, 32 ετών ±(0.295)            - p55 - - - 
24. Έγκυος, 28 ετών +(0.393)            - p24,40,55 p24 ±(0.209) p26 
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∆ηµογραφικά χαρακτηριστικά 
   Από τα 24 αµφίβολα άτοµα που µελετήσαµε 17 (15 άνδρες, 2 γυναίκες) ήταν 
περιστασιακοί αιµοδότες, 4 (2 άνδρες, 2 γυναίκες) ήταν ασθενείς µε χρόνια νεφρική 
ανεπάρκεια σε αιµοκάθαρση και 3 ήταν έγκυοι που προσήλθαν για προγεννητικό 
έλεγχο ρουτίνας. 
 
Από τα στοιχεία του ιστορικού που έδωσαν, κανένας δεν ανέφερε κάποιον από τους 
γνωστούς παράγοντες κινδύνου για HIV λοίµωξη (οµοφυλοφιλία ή αµφιφυλοφιλία, 
χρήση ενδοφλέβιων ναρκωτικών, µεταγγίσεις αίµατος ή  παραγώγων). 
Οι 4 αιµοκαθαιρόµενοι ασθενείς δεν είχαν ποτέ λάβει µετάγγιση στο παρελθόν. 
Η έγκυος α/α 21 συµπεριλήφθηκε στην οµάδα µελέτης γιατί η τιµή στην ELISA, αν και 
αρνητική, ήταν πολύ υψηλότερη από των υπόλοιπων δειγµάτων που ελέγχθηκαν την 
ίδια ηµέρα και το αποτέλεσµα διατηρήθηκε στην επανάληψη της εξέτασης την 
επόµενη ηµέρα. Επιπλέον, ο σύζυγός της (α/α 11) ήταν αιµοδότης µε υψηλή αρνητική 
τιµή στην ELISA και αδιευκρίνιστη εικόνα στο Western blot.  
 
   Στην κλινική εξέταση κανένα από τα άτοµα της οµάδας µελέτης δεν παρουσίαζε 
συµπτώµατα ενδεικτικά του AIDS ή του ARC (AIDS-related complex), ούτε και 
ανέφερε πρόσφατη συµπτωµατολογία συµβατή µε οξεία λοίµωξη HIV 
(οροµετατροπή). 
 

Έλεγχος για HIV-1 
   Όπως είναι εµφανές από τον πίνακα 4, τα περισσότερα (21/24) από τα εξεταζόµενα 
άτοµα (εκτός των α/α 4,14,20) εµφάνιζαν θετική ή οριακή ELISA για HIV-1 και 
µάλιστα, στην πλειοψηφία τους, µε το ένα από τα δύο αντιδραστήρια που 
χρησιµοποιήθηκαν (Pasteur).  
 
   Όλα τα άτοµα της οµάδας µελέτης εµφάνιζαν αντισώµατα στο Western blot έναντι 
των πρωτεϊνών Gag του HIV-1, εκτός από την αιµοδότη µε α/α 22.  
Σε τέσσερα άτοµα διαπιστώθηκαν αντισώµατα έναντι πρωτεϊνών που κωδικοποιούνται 
και από τα γονίδια pol και env του ιού (α/α 5,7,10,22).  
 

Έλεγχος για HIV-2 
1. ELISA θετική/οριακή, WB αδιευκρίνιστο: 7 άτοµα. 
   Υψηλή τιµή στην ELISA για HIV-2 παρατηρήθηκε σε επτά άτοµα (πίνακες 3 και 4), 
από τα οποία τα τέσσερα είχαν και θετική ELISA για HIV-1. Στο Western blot για HIV-
2 στις περιπτώσεις αυτές η αντίδραση στρεφόταν έναντι των πρωτεϊνών Gag (και Pol 
στον α/α 20) του ιού. 
 
2. ELISA αρνητική, WB αδιευκρίνιστο: 9 άτοµα. 
  Σε 9 ακόµα περιπτώσεις το Western blot για HIV-2 ήταν αδιευκρίνιστο µε παρουσία 
αντι-gag αντισωµάτων, παρά το γεγονός ότι η αντίστοιχη ELISA ήταν αρνητική. Στον 
αιµοδότη α/α 3, µάλιστα, ανιχνεύθηκε και αντι-gp105 αντίδραση παρά την αρνητική 
ELISA και την απουσία αντι-Εnv αντισωµάτων τόσο στο Western blot πρώτης γενιάς 
για HIV-1 όσο και στα συνθετικά πεπτίδια Pepti-LAV.  
Η αντι-HIV-2 αντίδραση στα άτοµα αυτά θεωρήθηκε πιθανότατα διασταυρούµενη. 
    

Αντιγόνο p24  
  Ο έλεγχος για παρουσία αντιγόνου p24 στον ορό µε αντιδραστήριο του εµπορίου 
(capture ELISA, Abbott) που έγινε για να αποκλειστεί η περίπτωση πρόσφατης 
µόλυνσης από HIV (περίοδος ορολογικού παραθύρου), απέβη σε όλα τα άτοµα της 
οµάδας µελέτης αρνητικός.    
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Έλεγχος για HTLV-I και -II 
   Έλεγχος έγινε και για παρουσία αντισωµάτων έναντι των ανθρώπινων ρετροϊών 
HTLV-I και -ΙΙ στον ορό µε ELISA (IAF Biochem, Montréal, PQ, Καναδάς), για να 
ελεγχθεί η πιθανότητα διασταυρούµενης αντίδρασης. Όλα τα δείγµατα ήταν αρνητικά. 
 
 

Οµάδα ελέγχου 
   Αντίθετα, σε 14 άτοµα µε επιβεβαιωµένη HIV-1 λοίµωξη (σε διάφορα στάδια της 
νόσου) που χρησιµοποιήσαµε σαν οµάδα ελέγχου, τα αποτελέσµατα της ELISA και 
του Western blot ήταν σαφώς θετικά, όπως και η αντίδραση σε ανασυνδυασµένες 
πρωτεΐνες του ιού (πίνακας 5, σχήµα 14).  
 
   Στα οροθετικά για HIV-1 άτοµα παρατηρήθηκαν επίσης διασταυρούµενες 
αντιδράσεις προς τις πρωτεΐνες του HIV-2. Στην ELISA, 3/14 άτοµα έδωσαν θετική 
τιµή (α/α 5,8,10) και ένα ακόµα, υψηλή αρνητική τιµή (α/α 13). Σύµφωνα µε τα 
κριτήρια αξιολόγησης του Western blot πρώτης γενιάς, 3 άτοµα εµφάνιζαν εικόνα 
θετική (α/α 10,12,13), 9 εικόνα αδιευκρίνιστη και µόνο 2 είχαν σαφώς αρνητικό 
αποτέλεσµα (α/α 3,11). Η πιθανότητα διπλής µόλυνσης στις περιπτώσεις µε θετικό 
blot-2 ήταν µικρή, κρίνοντας από την τιµή της ELISA. Το µοναδικό άτοµο µε πολύ 
υψηλή τιµή στην ELISA για HIV-2 (α/α 5) δεν φαινόταν επίσης να έχει διπλή µόλυνση 
αφού το αντίστοιχο Western blot ήταν αδιευκρίνιστο, η πιθανότητα όµως δεν 
µπορούσε να αποκλειστεί.    
   Ο έλεγχος µε συνθετικά πεπτίδια έναντι των πρωτεϊνών του περιβλήµατος των δύο 
ιών (Pepti-LAV) που έγινε, διευκρίνισε ότι όλα τα άτοµα της οµάδας µελέτης ήταν 
µολυσµένα µόνο µε HIV-1. 
 
   Τα δηµογραφικά χαρακτηριστικά των οροθετικών ατόµων και τα αποτελέσµατα του 
πρωτογενούς ελέγχου και του επιβεβαιωτικού Western blot (στη διάγνωση) 
παρουσιάζονται στον πίνακα 5. 
Στον πίνακα ισχύουν οι διευκρινίσεις που δόθηκαν για τον πίνακα 4 και 
χρησιµοποιούνται οι ακόλουθες συντοµεύσεις: 
αµφι = αµφιφυλόφιλος, homo = οµοφυλόφιλος, IVDU = χρήστης ενδοφλέβιων 
ναρκωτικών, hemoph = αιµορροφιλικός.  
OF: overflow (πάνω από το ανώτερο όριο προσδιορισµού της µεθόδου). 
†CO: 0.186, ‡CO: 0.133 = Κατώφλι της µεθόδου. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 5: αναλυτικά αποτελέσµατα αρχικού ελέγχου στα άτοµα της οµάδας ελέγχου 
 

Α/α ΟΜΑ∆Α ELISA HIV-1 

Pasteur        Abbott 

LAV blot-1 Pasteur ELISA  

HIV-2 

LAV blot-2 
Pasteur 

1. Α, αµφι, 30 ετών  2.749                  >2.000   p18,24,31,40,55, gp41,120,160 - p26 ασθ 

2. Α, homo, 50 ετών 2.700                  >2.000 p18,24,31,55,68, gp41,120,160  - p26,36 

3. Γ, IVDU, 26 ετών OF                      >2.000 p24,31,55,68, gp41,120,160 - - 

4. Α, homo, 25 ετών OF                      >2.000 p24,31,55,68, gp41,120,160 - p26 

5. A, homo, 16 ετών OF                      >2.000 p18,24,34,40,55,68, gp160 2.657 p16,26, gp140 

6. Α, αµφι, 45 ετών OF                      >2.000 p18,24,34,40,55,68, gp41,120,160 - p26 

7. Α, homo, 30 ετών 1.800                  >2.000 p18,24,34,40,55,68, gp41,120,160 - p26 

8. Α, homo, 20 ετών 1.100                   1.150† p18,24,34,40,55,68, gp160 +(0.400) p16,26 

9. Α, homo, 35 ετών OF                      >2.000 p18,24,34,40,55,68, gp41,120,160 - p26 

10. Α, αµφι, 20 ετών 2.882                  >2.000 p18,24,34,40,55,68, gp41,120,160 +(0.511) p16,26,36, gp140 

11. Α, hemoph, 14 ετών 1957                   >2.000 p16,18,24,34,40,55,68, gp41,120,160 - - 

12. Α, homo, 38 ετών 2.585                  >2.000 p18,24,34,40,55,68, gp41,120,160 - p26,36,68, gp140 

13. Α, homo, 24 ετών 1.799                  >2.000 p18,24,34,40,55,68, gp160 ±(0.250) p26,36, gp105,140 

14. Α, homo, 36 ετών 2.395                   1.879‡ p18,24,34,40,55,68, gp41,120,160 - p26,36 
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   Στις εικόνες 3 και 4 (α,β) παρουσιάζονται επιβεβαιωτικές µέθοδοι ανοσοαποτύπωσης 
πρώτης γενιάς (Western blot) και ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών (RIBA). 
 
 

 
 
Εικόνα 3: Western blot πρώτης γενιάς. +: θετικός µάρτυρας, -: αρνητικός µάρτυρας, 
1,2,5-16: δείγµατα µε αδιευκρίνιστη εικόνα, 3,4: δείγµατα θετικά 
 

 
 

Εικόνα 4α: RIBA. +: θετικός µάρτυρας, -: αρνητικός µάρτυρας, 1-4,6-12,16: 
αρνητικά δείγµατα, 13: δείγµα µε αδιευκρίνιστη εικόνα (αντι-p24), 5,14,15: δείγµατα 
θετικά 
 

 
 
Εικόνα 4β: RIBA. +: θετικός µάρτυρας, -: αρνητικός µάρτυρας, 1-8,10: αρνητικά 
δείγµατα, 9: δείγµα µε αδιευκρίνιστη εικόνα (αντι-p31) 
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ΑΑΑΛΛΛΓΓΓΟΟΟΡΡΡΙΙΙΘΘΘΜΜΜΟΟΟΣΣΣ   ∆∆∆ΙΙΙΕΕΕΡΡΡΕΕΕΥΥΥΝΝΝΗΗΗΣΣΣΗΗΗΣΣΣ   ΑΑΑΜΜΜΦΦΦΙΙΙΒΒΒΟΟΟΛΛΛΩΩΩΝΝΝ   
ΑΑΑΤΤΤΟΟΟΜΜΜΩΩΩΝΝΝ   

   Τα αµφίβολα άτοµα διερευνήθηκαν σύµφωνα µε τον αλγόριθµο που παρουσιάζεται 
στη συνέχεια και είχε πέντε βασικές κατευθύνσεις: ορολογική - ιολογική - µοριακή 
διερεύνηση - µελέτη του φαινότυπου των λεµφοκυττάρων - ορολογική µελέτη των 
ερωτικών συντρόφων των εξεταζόµενων ατόµων. 

 
 

ELISA θετική/οριακή και Western blot (WB) αδιευκρίνιστο  ⇒ 
 

11..  ΟΟΡΡΟΟΛΛΟΟΓΓΙΙΚΚΗΗ  ∆∆ΙΙΕΕΡΡΕΕΥΥΝΝΗΗΣΣΗΗ  
 
 
 

WB 1ης γενιάς   Ειδικότητα αντι-HIV αντίδρασης   ∆ιαχρονική εξέλιξη WB 
                                                       
 
                                                   
                                                    RIBA    Pepti-LAV 
 
                                         
    

22..  ΙΙΟΟΛΛΟΟΓΓΙΙΚΚΗΗ  ∆∆ΙΙΕΕΡΡΕΕΥΥΝΝΗΗΣΣΗΗ  
 
 
 

Έκφραση ιϊκών πρωτεϊνών        Καλλιέργεια/αποµόνωση ιού      Καλλιέργεια/µόλυνση 
                                                                                                    δεκτικών κυττάρων        
 
               
                p24     gp120           
                                                     RT                 ιϊκές αλληλουχίες     
                                                             Ag p24  

           (στο υπερκείµενο) 
 
 
 

33..  ΜΜΟΟΡΡΙΙΑΑΚΚΗΗ  ∆∆ΙΙΕΕΡΡΕΕΥΥΝΝΗΗΣΣΗΗ  
                         
 
 
 

Southern blot                          Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) 
 
 
 
 

44..  ΦΦΑΑΙΙΝΝΟΟΤΤΥΥΠΠΟΟΣΣ  ΛΛΕΕΜΜΦΦΟΟΚΚΥΥΤΤΤΤΑΑΡΡΩΩΝΝ  
 
 

CD4      CD8 
 
 
 

55..  ΟΟΡΡΟΟΛΛΟΟΓΓΙΙΚΚΗΗ  ∆∆ΙΙΕΕΡΡΕΕΥΥΝΝΗΗΣΣΗΗ  ΕΕΡΡΩΩΤΤΙΙΚΚΩΩΝΝ  ΣΣΥΥΝΝΤΤΡΡΟΟΦΦΩΩΝΝ  
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111...   ΟΟΟΡΡΡΟΟΟΛΛΛΟΟΟΓΓΓΙΙΙΚΚΚΗΗΗ   ∆∆∆ΙΙΙΕΕΕΡΡΡΕΕΕΥΥΥΝΝΝΗΗΗΣΣΣΗΗΗ   
 

111...   WWWeeesssttteeerrrnnn   bbblllooottt   πππρρρώώώτττηηηςςς   γγγεεενννιιιάάάςςς   
   Όπως περιγράφηκε παραπάνω, όλα τα άτοµα της οµάδας µελέτης εµφάνιζαν 
αντισώµατα στο Western blot έναντι του HIV-1 (ή/και του HIV-2), χωρίς να 
πληρούνται τα κριτήρια θετικότητας της µεθόδου (πίνακας 4). 
   Για τον HIV-1, η αντίδραση στρεφόταν βασικά έναντι των πρωτεϊνών Gag (p18, 
p24, p55). Eξαίρεση αποτελεί η αιµοδότης α/α 22 στην οποία διαπιστώθηκαν 
αντισώµατα µόνο έναντι πρωτεϊνών που κωδικοποιούνται από τα γονίδια pol 
(p34,p68) και env (gp120, gp160) του ιού. Σε δύο αιµοδότες διαπιστώθηκε, εκτός των 
αντι-gag, και παρουσία αντισωµάτων έναντι της πολυµεράσης (p68) και 
ενδονουκλεάσης του HIV-1 (p34) [α/α 7,10] και σε µία έγκυο (α/α 5) έναντι της gp41 
γλυκοπρωτεΐνης του περιβλήµατος.  
   Στο Western blot για HIV-2 ανιχνεύθηκαν και πάλι αντι-gag αντισώµατα (p16, p26, 
p56) σε 16 από τα 24 εξεταζόµενα άτοµα. Επιπλέον, διαπιστώθηκε η παρουσία 
αντισωµάτων αντι-pol (p36, p64) και αντι-env (gp105) σε έναν αιµοκαθαιρόµενο 
ασθενή [α/α 20] και έναν αιµοδότη [α/α 4], αντίστοιχα (πίνακας 4).   
 

222...   ΕΕΕιιιδδδιιικκκόόότττηηητττααα   τττηηηςςς   αααννντττίίίδδδρρρααασσσηηηςςς   έέέννναααννντττιιι   τττωωωννν   πππρρρωωωτττεεεϊϊϊνννώώώννν   τττοοουυυ   HHHIIIVVV  
α. Με σκοπό να διευκρινιστεί αν η αντίδραση προς τις πρωτεΐνες του HIV που 
ανιχνεύθηκε µε το Western blot πρώτης γενιάς ήταν ειδική, όλα τα άτοµα της οµάδας 
µελέτης ελέγχθηκαν µε HIV1/2 RIBA (recombinant immunoblot assay [RIBA], Ortho, 
Raritan, NJ, ΗΠΑ). Η RIBA είναι µέθοδος ανοσοαποτύπωσης η οποία χρησιµοποιεί: 1) 
τέσσερα ανασυνδυασµένα αντιγόνα του HIV-1 (p24, p31, gp120, gp41) και 2) µία 
ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη (p26) και ένα συνθετικό πεπτίδιο οµόλογο της 
διαµεµβρανικής πρωτεΐνης (gp36) του περιβλήµατος του HIV-2. Επίσης περιλαµβάνει 
δύο ζώνες ανθρώπινης IgG διαφορετικής έντασης (επίπεδο Ι και επίπεδο ΙΙ) σαν 
εσωτερικούς µάρτυρες ελέγχου: το επίπεδο Ι ορίζεται αυθαίρετα να αντιστοιχεί σε 
ένταση 1+ και το ΙΙ σε 3+. Ζώνη έντασης µικρότερης του 1+ χαρακτηρίζεται σαν ±. 
   Η αξιολόγηση των αποτελεσµάτων έγινε σύµφωνα µε τις οδηγίες του 
κατασκευαστή. Αρνητικό είναι ένα δείγµα αν δεν εµφανίζει ζώνες έντασης ≥1+. Για να 
χαρακτηριστεί ένα δείγµα σαν θετικό µόνο για HIV-1 απαιτείται αντίδραση ≥1+ προς 
την gp41 και οποιαδήποτε άλλη πρωτεΐνη του ιού και <1+ αντίδραση προς την 
πρωτεΐνη του περιβλήµατος του HIV-2. Ένα δείγµα είναι θετικό µόνο για HIV-2 αν 
εµφανίζει αντίδραση ≥1+ προς την πρωτεΐνη του περιβλήµατος του ιού και 
οποιαδήποτε άλλη πρωτεΐνη του HIV-1, αλλά <1+ αντίδραση προς την gp120 του 
HIV-1. Ένα δείγµα θεωρείται θετικό και για τους δύο ιούς αν διαπιστωθεί ταυτόχρονα 
αντίδραση ≥1+ προς τις δύο γλυκοπρωτεΐνες του περιβλήµατος του HIV-1 (gp41 και 
gp120) και προς το πεπτίδιο που αντιστοιχεί στο περίβληµα του HIV-2. Οποιοδήποτε 
άλλο σχήµα παρουσίας αντισωµάτων χαρακτηρίζεται σαν αδιευκρίνιστο.  
 
   Σε περισσότερες από τις µισές από τις περιπτώσεις που µελετήσαµε (15/24, 62.5%) 
η ανοσοαποτύπωση µε RIBA έδειξε ότι η αντίδραση προς τις ιϊκές πρωτεΐνες στο 
Western blot πρώτης γενιάς δεν ήταν ειδική (αρνητικό θεωρείται και το p24± 
αποτέλεσµα) (πίνακας 4). 
   Στις υπόλοιπες περιπτώσεις (37.5%) η αντίδραση προς τις Gag-Pol πρωτεΐνες (προς 
την p24 σε 8/24 άτοµα, αλλά και προς την ενδονουκλεάση στα άτοµα 1 και 10) 
διατηρείτο και µε τη χρήση ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών σαν αντιγόνων. Το γεγονός 
ότι δεν πληρούνταν τα κριτήρια θετικότητας της µεθόδου µε την ανίχνευση 
αντισωµάτων έναντι των πρωτεϊνών Env, σήµαινε ότι τα αποτελέσµατα [αν και ειδικά] 
χαρακτηρίζονταν και πάλι σαν αδιευκρίνιστα, επιβάλλοντας τη χρήση πιο 
εξειδικευµένων τεχνικών για τη διαλεύκανσή τους (πίνακας 4, σχήµα 17).    
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β. Επιπλέον, έγινε ανίχνευση αντισωµάτων έναντι των κωδικοποιούµενων από το 
γονίδιο env πρωτεϊνών των HIV-1 και -2 µε ειδικά συνθετικά πεπτίδια που 
αντιστοιχούν σε µονοεπιτόπους των διαµεµβρανικών γλυκοπρωτεϊνών των δύο ιών 
(Pepti-LAV, Pasteur).  
   Το αποτέλεσµα ήταν σε όλες τις περιπτώσεις αρνητικό.                                                     
   Η αδυναµία ανίχνευσης αντισωµάτων έναντι των διαµεµβρανικών γλυκοπρωτεϊνών 
του περιβλήµατος των δύο ιών µε οµόλογά τους συνθετικά πεπτίδια, ήταν ένα ακόµα 
στοιχείο που µας αποµάκρυνε από την υπόνοια της οροµετατροπής, αφού είναι 
γνωστό ότι η αντίδραση προς τις πρωτεΐνες αυτές εµφανίζεται πριν την ανάπτυξη 
άλλων αντισωµάτων. 
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Σχήµα 17: % ανίχνευση αντι-gag αντισωµάτων σε οροθετικά [HIV-1 (+)] και 
αµφίβολα άτοµα µε Western blot πρώτης γενιάς (WB-1) και µε χρήση 
ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών (RIBA). 
 
 
 

333...   ΕΕΕξξξέέέλλλιιιξξξηηη   τττηηηςςς   οοορρροοολλλοοογγγιιικκκήήήςςς   εεειιικκκόόόννναααςςς      
   Φαινόταν λογικό να υποθέσουµε ότι αν κάποια από τα αµφίβολα άτοµα ήταν όντως 
µολυσµένα µε HIV, η ορολογική τους εικόνα θα εξελισσόταν µετά από κάποιο χρονικό 
διάστηµα που, φυσιολογικά, δεν θα έπρεπε να υπερβαίνει τους έξι µήνες.      
   Κατεβλήθη, λοιπόν, προσπάθεια για προοπτική παρακολούθηση της εξέλιξης της 
ορολογικής εικόνας σε όσο το δυνατόν περισσότερα αµφίβολα άτοµα και για διάστηµα 
τουλάχιστον έξι µηνών, ώστε να εξαντληθούν όλα τα περιθώρια για την ανίχνευση 
πιθανής οροµετατροπής. 
∆όθηκαν οδηγίες για προσέλευση και συλλογή δειγµάτων κάθε 3-6 µήνες στα 
εξεταζόµενα άτοµα, ώστε αφενός να δοθεί η δυνατότητα καταγραφής της εξέλιξης της 
ELISA και του Western blot σε τακτά χρονικά διαστήµατα και αφετέρου να 
χρησιµοποιηθούν και νεώτερα αντιδραστήρια που συνεχώς γίνονταν διαθέσιµα.  
Αν και η συµµόρφωση δεν ήταν ιδιαίτερα επιτυχής, µεταγενέστερα δείγµατα ορού 
ελέγχθηκαν στην πλειοψηφία των ατόµων µετά από διάστηµα 3-6 µηνών. Η απόπειρα, 
όµως, προοπτικής παρακολούθησης για µεγαλύτερο χρονικό διάστηµα συνάντησε 
µεγάλες δυσκολίες. 
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   Τα άτοµα µε α/α 11 (αιµοδότης) και 21 (έγκυος), που ήταν ζεύγος, δεν 
ανταποκρίθηκαν στη σύσταση για επανέλεγχο. Ο α/α 11 προσήλθε µόνο µία φορά για 
έλεγχο 1 µήνα µετά το αρχικό αδιευκρίνιστο αποτέλεσµα, ενώ η σύζυγός του 
προφανώς συνέχισε τον προγεννητικό έλεγχο σε άλλο Κέντρο. 
  

ELISA  
   Όπως φαίνεται στον πίνακα 4, από τα 24 άτοµα της οµάδας µελέτης, θετική/οριακή 
ELISA HIV-1 είχαν τα 21 και από αυτά 4 εµφάνιζαν θετική/οριακή τιµή και για τον 
HIV-2. Από τα υπόλοιπα τρία άτοµα της οµάδας, τα δύο είχαν θετική και το ένα οριακή 
τιµή στην ELISA µόνο για HIV-2.  
 
1. Η ELISA αρνητικοποιήθηκε σε 14 από τα 22 εξεταζόµενα άτοµα (64%) που 
προσήλθαν για επανέλεγχο, µετά από χρονικό διάστηµα που κυµάνθηκε από 1-7 
µήνες. Εξαίρεση αποτέλεσε ο αιµοδότης α/α 2, στον οποίο αρνητική τιµή στην ELISA 
διαπιστώθηκε 13 και 17 µήνες µετά τον έλεγχο του πρώτου δείγµατος για τους HIV-1 
και  HIV-2, αντίστοιχα (πίνακας 6).  
 
2. Στα υπόλοιπα 8 άτοµα (36%) η ELISA διατηρήθηκε θετική για διάστηµα που 
κυµάνθηκε από 8 ηµέρες µέχρι και 4 χρόνια (πίνακας 6). 
  

Western blot  
1. Σε κανένα από τα άτοµα της οµάδας µελέτης δεν παρατηρήθηκε εικόνα 
συµβατή µε οροµετατροπή, είτε για HIV-1 είτε για HIV-2, στο διάστηµα που 
παρακολουθήθηκαν (από 22 ηµέρες έως 4 χρόνια). 
 
2. Στην πλειοψηφία των εξεταζόµενων ατόµων (18/22, 82%) η εικόνα του Western 
blot παρέµεινε αδιευκρίνιστη (πίνακας 6). 
 
3. Αρνητικοποίηση του Western blot [απουσία οποιασδήποτε ζώνης] παρατηρήθηκε 
σε 4 άτοµα (4/22, 18%) µετά από διάστηµα 3-14 µηνών (πίνακας 6). 
 
 
    
   Στον πίνακα 6 παρουσιάζονται τα αρχικά και τελικά αποτελέσµατα του ορολογικού 
ελέγχου των εξεταζόµενων ατόµων (τα άτοµα µε α/α 11 και 21 δεν 
συµπεριλαµβάνονται, αφού δεν υπήρχε διαθέσιµο δείγµα για επανέλεγχο). 
ΑΜ∆: αιµοδότης, ΜΤΝ: µονάδα τεχνητού νεφρού, ΕΓΚ: έγκυος 
+ : θετικό, - : αρνητικό, ± : οριακό  
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ΠΙΝΑΚΑΣ 6: Αρχικά και τελικά αποτελέσµατα της ELISA και του 
Western blot στα άτοµα της οµάδας µελέτης 

                         

Α/α ∆ΕΙΓΜΑΤΑ ELISA 
HIV-1 

LAV blot-1 
Pasteur 

ELISA 
HIV-2 

LAV blot-2 
Pasteur 

1. ΑΜ∆ 1ο δείγµα + Αδιευκρίνιστο - Αδιευκρίνιστο 
 Μετά 15 µήνες + Αδιευκρίνιστο - Αδιευκρίνιστο 

2. ΑΜ∆ 1ο δείγµα + Αδιευκρίνιστο + Αδιευκρίνιστο 
 Μετά 17 µήνες - - - Αδιευκρίνιστο 

3. ΑΜ∆ 1ο δείγµα ± Αδιευκρίνιστο - Αδιευκρίνιστο 
 Μετά 12 µήνες - Αδιευκρίνιστο - - 

4. ΑΜ∆ 1ο δείγµα - Αδιευκρίνιστο + Αδιευκρίνιστο 
 Μετά 12 µήνες - - + - 

5. ΕΓΚ 1ο δείγµα + Αδιευκρίνιστο - - 
 Μετά 14 µήνες - Αδιευκρίνιστο - - 

6. ΜΤΝ 1ο δείγµα + Αδιευκρίνιστο - - 
 Μετά 3 χρόνια  - Αδιευκρίνιστο - - 

7. ΑΜ∆ 1ο δείγµα ± Αδιευκρίνιστο - Αδιευκρίνιστο 
 Μετά 10 µήνες + Αδιευκρίνιστο - - 

8. ΑΜ∆ 1ο δείγµα ± Αδιευκρίνιστο - - 
 Μετά 10 µήνες - Αδιευκρίνιστο - - 

9. ΜΤΝ 1ο δείγµα + Αδιευκρίνιστο - Αδιευκρίνιστο 
 Μετά 3 χρόνια + Αδιευκρίνιστο - Αδιευκρίνιστο 

10. ΑΜ∆ 1ο δείγµα + Αδιευκρίνιστο - Αδιευκρίνιστο 
 Μετά 8 ηµέρες + Αδιευκρίνιστο - - 

12. ΑΜ∆ 1ο δείγµα + Αδιευκρίνιστο - - 
 Μετά 3 µήνες - Αδιευκρίνιστο - - 

13. ΑΜ∆ 1ο δείγµα + Αδιευκρίνιστο - Αδιευκρίνιστο 
 Μετά 7 µήνες - Αδιευκρίνιστο - Αδιευκρίνιστο 

14. ΑΜ∆ 1ο δείγµα - Αδιευκρίνιστο ± Αδιευκρίνιστο 
 Μετά 2 µήνες - Αδιευκρίνιστο - Αδιευκρίνιστο 

15. ΑΜ∆ 1ο δείγµα + Αδιευκρίνιστο - - 
 Μετά 4 µήνες - - - - 

16. ΑΜ∆ 1ο δείγµα + Αδιευκρίνιστο - - 
 Μετά 6 µήνες - Αδιευκρίνιστο - - 

17. ΑΜ∆ 1ο δείγµα + Αδιευκρίνιστο ± Αδιευκρίνιστο 
 Μετά 3 µήνες - - - - 

18. ΑΜ∆ 1ο δείγµα + Αδιευκρίνιστο + Αδιευκρίνιστο 
 Μετά 4 χρόνια + Αδιευκρίνιστο - - 

19. ΜΤΝ 1ο δείγµα + Αδιευκρίνιστο - Αδιευκρίνιστο 
 Μετά 20 µήνες - Αδιευκρίνιστο - - 

20. ΜΤΝ 1ο δείγµα - Αδιευκρίνιστο + Αδιευκρίνιστο 
 Μετά 2 χρόνια  - Αδιευκρίνιστο - Αδιευκρίνιστο 

22. ΑΜ∆ 1ο δείγµα ± Αδιευκρίνιστο - - 
 Μετά 2 µήνες + Αδιευκρίνιστο - - 

23. ΑΜ∆ 1ο δείγµα ± Αδιευκρίνιστο - - 
 Μετά 22 ηµέρες ± Αδιευκρίνιστο - - 

24. ΕΓΚ 1ο δείγµα + Αδιευκρίνιστο ± Αδιευκρίνιστο 
 Μετά 14 µήνες - - - - 
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   Στον πίνακα 7 η διαχρονική εξέλιξη της ορολογικής εικόνας στα άτοµα της οµάδας 
µελέτης φαίνεται αναλυτικά και σχολιάζονται ορισµένα επιµέρους ευρήµατα. 

 
 

ΠΙΝΑΚΑΣ 7: ∆ιαχρονική εξέλιξη της ELISA και του Western blot στα 
άτοµα της οµάδας µελέτης 

 

Α/α ΗΜΕΡΟ-
ΜΗΝΙΑ 

ELISA HIV-1 

Pasteur   Abbott 

LAV blot-1 Pasteur ELISA 
HIV-2 

LAV blot-2 
Pasteur 

1. 20-6-88 +(0.535)#           - p18,24,40,55 - p26 ασθ 
 25-7-88 +(0.508)             - p24, 55 - p26 ασθ 
 15-9-89 +(0.500)             - p18 ασθ - p16 

2. 18-2-87 +(0.564)             - p18, 24, 40, 55 +(0.533) p16, 26 
 9-3-87 +(0.407)             - p18, 24   
 24-6-87 +(0.383)             - p18, 24   
 10-3-88 -(0.189)              - p18, 24, 40, 55 +(0.477) p26  
 14-7-88 -(0.108)              - - - p16, 26 

3. 25-4-88 ±(0.246)             - p24, 40, 55 - p26ασθ, gp105 
 22-7-88 -(0.143)              - p24, 55 - p26 ασθ 
 3-11-88 -(0.196)               - p24 - - 
 12-4-89 -(0.096)               - p24 - - 

4. 15-7-87 -                         - p18, 24± +(0.379) p16, 26, 56 
 20-6-88 -                         - - +(0.309) p26 ασθ 
 25-7-88 -                         - - +(0.395) - 

5. 11-7-89 +(0.949)             - p18,40,55,gp41ασθ - - 
 26-7-89 +(0.654)              -   p18, 55 - - 
 8-9-89 +(1.291)             -    p18, 40, 55 - - 
 1-12-89 +(1.160)              - p18, 40, 55 - - 
 17-9-90 -(0.024)              -    p18 - - 

6. 2-4-87 +(0.548)             - p18, 24, 40, 55 - - 
 15-5-87  ±(0.298)            - p18, 24, 55 - - 

 20-7-87 -(0.006)              - p18, 24, 55± - - 
 30-6-88 +(0.526)             -    p24, 40, 55 - - 
 10-11-88 ±(0.270)             -    p24,40,55,gp160ασθ - - 
 30-3-89 +(0.756)             -    p24, 55                - - 
 4-7-89 +(1.360)             -    p24                - - 
 8-5-90 -(0.193)              - p24   - - 

7. 5-9-88 ±(0.246)             - p18, 24, 40, 55, 68 - p26 
 19-9-88 -(0.129)              - p18 ασθ, 40 ασθ, 55 - - 
 26-6-89 +(0.441)             -    p24 - - 

8. 30-7-86 -           ±(0.079)1 p18, 24, 55 - - 
 27-1-87 -                         -   p18, 24   
 13-4-87 -                         - p18, 24 - - 

 12-5-87 -                         - p18, 24 - - 
9. 3-4-87 +(0.389)             - p18, 24, 40, 55 - p16, 26 ασθ 

 12-5-87 +(0.545)             - p18, 24, 40, 55 - p16, 26 
 20-7-87 -(0.053)              - p18, 24, 40, 55 - p16, 26 
 17-11-87 -(0.063)              - p18, 24, 40, 55 - p16, 26 ασθ 
 8-5-90 +(0.798)             - p24 - p16 ασθ 

10. 23-3-87 +(0.604)             - p18, 24, 34, 55 - p26 
 31-3-87 +(0.493)             - p18, 24, 55 - - 

11. 2-4-87 ±(0.261)             - p18, 24, 55 - p16, 26 
12. 27-10-86 +(0.492)             - p18, 24 - - 

 27-1-87 ±(0.254)             - p18, 24 - - 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 7 (συνέχεια) 
 

Α/α ΗΜΕΡΟ-

ΜΗΝΙΑ 

ELISA HIV-1 

Pasteur     Abbott 

LAV blot-1 Pasteur ELISA 

HIV-2 

LAV blot-2 

Pasteur 

13. 26-2-87 +(1.087)              - p18, 24, 40, 55 - p16 
 3-3-87 +(1.151)             - p18, 24, 40, 55 - - 
 14-7-87 -(0.183)               - p18, 24, 40, 55 - - 
 21-8-87 +(0.311)              - p18, 24, 40, 55 - p16 
 15-9-87 -(0.176)              - p18, 24, 40, 55 - p16 

14. 14-5-87 -                         -   p18 ±(0.208) p16, 26 
 17-7-87 -                         - p18, 25± - p16 

15. 20-5-87 -             +(0.256)2 p18, 24 - - 
 17-7-87 -            +(0.306)3  p18, 24, 40± - - 
 28-9-87 -             -(0.033)4 - - - 

16. 5-2-87 +(0.337)              -   p18, 24, 40 - - 
 12-2-87 +(0.363)             - p18, 24, 40, 55± - - 
 12-3-87 ±(0.219)             - p18, 24, 40, 55± - - 
 27-7-87 -                         - p18, 24 ασθ - - 

17. 14-5-87 +(0.447)             - p18, 24 ±(0.243) p26 
 18-5-87 ±(0.223)             - p18, 24± +(0.442) p26 
 22-7-87 -                         - - - - 

18. 18-5-87 +(0.353)             - p18, 24, 40, 55 +(0.439) p16, 26 
 16-7-87 ±(0.247)             - p18, 24, 40, 55 +(0.517) p16, 26 
 7-6-91 +(0.476)              - p24 - - 

19. 3-12-87 +(0.545)              - p18, 40, 55 - p16 
 4-1-88 -                         - p24                                - - 
 24-7-89 -                         -   p24   - - 

20. 12-5-87 -                         -   p18, 24± +(0.419) p26,36±,64 
 4-1-88 -                         - p18, 55 - p26 ασθ 
 24-11-88 -                         - p18 ασθ -(0.202) p26  
 21-4-89 -                         - p18 ασθ - p26 ασθ 

21. 13-5-87 -(0.121)               -   p18, 24, 55± - p16, 26 
22. 13-3-89 ±(0.290)              -   p34ασθ,68,gp120ασθ,160 - - 

 11-5-89 +(0.459  +(0.382)5 p34, gp160 - - 
23. 3-11-88 ±(0.295)              -   p55 - - 

 25-11-88 ±(0.282)              - p18 ασθ, 55 - - 
24. 6-10-87 +(0.393)              -   p24, 40, 55 ±(0.209) p26 

 14-10-87 ±(0.270)             - p24, 40, 55 - p26 
 11-1-88 +(0.543)              - p24, 40, 55 +(0.369) p26 

 25-4-88 +(0.330)              - p40 ασθ, 55 ασθ ±(0.209) p26 
 23-11-88 -(0.031)               - - - (0.021) - 

 
 

Και  για τον πίνακα 7 ισχύουν οι διευκρινίσεις που σηµειώνονται στον πίνακα 4. 
Κατώφλι της ELISA Abbott = 1:0.096, 2:0.229, 3:0.209, 4: 0.189, 5:0.234. 
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ΣΣΣΧΧΧΟΟΟΛΛΛΙΙΙΑΑΑ   
 

EELLIISSAA  
Τα άτοµα στα οποία η ELISA αρνητικοποιήθηκε ήταν 9 αιµοδότες, 2 έγκυοι και 3 
αιµοκαθαιρόµενοι ασθενείς. 
   Για τον HIV-1: από τα 19 άτοµα που αρχικά είχαν θετική/οριακή τιµή και 
επανελέγχθηκαν, αρνητικοποιήθηκαν τα 12 (πίνακας 6). 
   Για τον HIV-2: από τα 7 άτοµα που αρχικά είχαν θετική/οριακή τιµή και 
επανελέγχθηκαν, αρνητικοποιήθηκαν τα 6 (πίνακας 6). 
 
1. Οι δύο έγκυοι που παρακολουθήσαµε συστηµατικά (α/α 5,24) είχαν πρακτικά την 
ίδια εξέλιξη. Η ELISA παρέµεινε θετική στη διάρκεια της εγκυµοσύνης, ενώ στον 
επανέλεγχο που έγινε 6 µήνες µετά τον τοκετό είχε αρνητικοποιηθεί  και στις δύο 
γυναίκες και για τους δύο ιούς.  
 
2. Ιδιαίτερο µοτίβο εξέλιξης, µε εναλλαγή µεταξύ σαφώς θετικών και σαφώς 
αρνητικών τιµών, παρατηρήθηκε σε δύο (α/α 6,9) από τους τέσσερις ασθενείς της 
µονάδας τεχνητού νεφρού που µετείχαν στην οµάδα µελέτης. 
 

WWeesstteerrnn  bblloott    
1. Στα περισσότερα από τα εξεταζόµενα άτοµα (17/22: 12 αιµοδότες, 4 
αιµοκαθαιρόµενοι, 1 έγκυος) η εικόνα του Western blot για HIV-1 παρέµεινε 
αδιευκρίνιστη, ενώ σε 5/22 αρνητικοποιήθηκε µετά από διάστηµα 2-17 µηνών. Στην 
πλειοψηφία των περιπτώσεων (13/17) παρατηρήθηκε προοδευτική απώλεια 
πρωτεϊνικών κλασµάτων που κωδικοποιούνται από τα γονίδια gag, pol και env, 
χωρίς όµως ποτέ το Western blot να αρνητικοποιηθεί τελείως (πίνακες 6,7).  
   Η εικόνα του Western blot για HIV-2 παρέµεινε αδιευκρίνιστη σε 6/14 άτοµα, 
ενώ απώλεια αντισωµάτων έναντι ιϊκών πρωτεϊνών (Gag και Pol) παρατηρήθηκε σε 
τρία από αυτά. Στα υπόλοιπα 8 άτοµα το Western blot αρνητικοποιήθηκε µετά από 
διάστηµα που κυµάνθηκε από λίγες ηµέρες έως 14 µήνες (πίνακες 6,7). 
 
2. Στα τρία άτοµα που εµφάνιζαν ELISA θετική/οριακή µόνο για HIV-2 (α/α 4,14,20), 
το Western blot για HIV-1 είχε κοινή εικόνα που δεν παρατηρήθηκε σε άλλον 
εξεταζόµενο και εµφάνιζε αντισώµατα έναντι µόνο της p18, ενώ η αντίδραση προς 
την p24 (α/α 4,20) ήταν αµφίβολη. 
 
3. Ειδικά για την αιµοκαθαιρόµενη α/α 6, αξίζει να σηµειωθεί ότι 19 µήνες µετά τον 
αρχικό έλεγχο εµφάνισε και αντι-gp160 αντισώµατα (επιπλέον των p24,40,55 αντι-
gag) στο Western blot, µε τιµή ELISA στη «γκρίζα ζώνη». Με τα κριτήρια αξιολόγησης 
του CDC η εικόνα αυτή στο blot χαρακτηρίζεται σαν θετική για HIV-1. Το φαινόµενο 
αυτό ήταν παροδικό, καθώς σε επόµενο έλεγχο διαπιστώθηκε οροϋποστροφή 
(πίνακας 7).  
 

ΠΠλλήήρρηηςς  οορροολλοογγιικκήή  ααρρννηηττιικκοοπποοίίηησσηη  
1. Τελείως αρνητικό αποτέλεσµα στον ορολογικό έλεγχο για HIV-1 (ELISA και WB 
αρνητικά) διαπιστώθηκε σε 5 από τα 22 εξεταζόµενα άτοµα που αρχικά παρουσίασαν 
θετικό ή αδιευκρίνιστο αποτελέσµα µε µία τουλάχιστον από τις δύο µεθόδους (πίνακες 
6,7,8). 
2. Αντίστοιχα, πλήρη ορολογική αρνητικοποίηση για τον HIV-2 εµφάνισαν 7 από 14 
άτοµα (πίνακες 6,7,8).  
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   Τα συνολικά αποτελέσµατα του τελικού ορολογικού ελέγχου των ατόµων της 
οµάδας µελέτης κατά κατηγορία (αιµοδότες, αιµοκαθαιρόµενοι, έγκυοι) δίνονται στον 
πίνακα 8 (τα άτοµα µε α/α 11 και 21 δεν συµπεριλαµβάνονται). 

 
ΠΙΝΑΚΑΣ 8: Συνοπτικά αποτελέσµατα τελικού ορολογικού ελέγχου 

στην οµάδα µελέτης 
                           
Ορολογική εξέλιξη Αιµοδότες   

n=16 
ΜΤΝ      
n=4 

Έγκυοι   
n=2 

Σύνολο  
n=22 

HIV-1     

ELISA (-), WB (-) 4/16 0/4 1/2 5/22 

ELISA (-), WB (±) 5/16 3/4 1/2 9/22 

ELISA (+), WB (±) 5/16 1/4 0/2 6/22 

ELISA (±), WB (±) 2/16 0/4 0/2 2/22 

HIV-2     

ELISA (-), WB (-) 11/16 2/4 2/2 15/22 

ELISA (-), WB (±) 4/16 2/4 0/2 6/22 

ELISA (+), WB (-) 1/16 0/4 0/2 1/22 

ELISA (+), WB (±) 0/16 0/4 0/2 0/22 

HIV-1 και -2     

ELISA (-), WB (-) 2/16 0/4 1/2 3/22 

ELISA (-), WB (±) 6/16 3/4 1/2 10/22 

ELISA (+), WB (-) 1/16 0/4 0/2 1/22 

ELISA (+), WB (±) 5/16 1/4 0/2 6/22 

ELISA (±), WB (±) 2/16 0/4 0/2 2/22 

 
n=αριθµός εξεταζόµενων ατόµων 

 
 
 

   Σχετικά µε τον πίνακα 8 αξίζει να σχολιαστούν τα εξής σηµεία: 
 
1.  Από τους 16 αιµοδότες της οµάδας µελέτης, στον τελευταίο ορολογικό έλεγχο 
είχαν αρνητική ELISA για HIV-1 και HIV-2 οι 8. Τα αντίστοιχα Western blots ήταν 
ταυτόχρονα αρνητικά µόνο στους 2.  
Αυτό σηµαίνει ότι αν δεν υπήρχε το ιστορικό του αρχικού αδιευκρίνιστου 
αποτελέσµατος (οπότε δεν θα υπήρχε και λόγος να γίνει WΒ στα συγκεκριµένα 8 
άτοµα), οι 8 αυτοί αιµοδότες θα µπορούσαν επιτυχώς να δώσουν αίµα. Μετά το 
αποτέλεσµα της επιβεβαιωτικής µεθόδου, όµως, 6 από τα άτοµα αυτά αποκλείονται 
από αιµοδότες και αυτό συµβαίνει παρά το γεγονός ότι είναι τελείως απίθανο να είναι 
µολυσµένοι από HIV (το διάστηµα που έχει µεσολαβήσει από τον αρχικό έλεγχο είναι 
από 2 έως 17 µήνες), ενώ η µη καταληκτική εικόνα στο WB δεν συνδυάζεται µε άλλο 
γνωστό πρόβληµα υγείας.    
 
2.  Και οι 4 αιµοκαθαιρόµενοι ασθενείς της µονάδας τεχνητού νεφρού εµφάνιζαν 
επίµονα αδιευκρίνιστη εικόνα στο Western blot. Οι εναλλαγές µεταξύ αρνητικών και 
θετικών τιµών στην ELISA και η απουσία σταθερής εξέλιξης προς θετικότητα στο WΒ 
για διάστηµα 2-3 ετών, πρακτικά απέκλειαν την πιθανότητα κλασσικής HIV λοίµωξης 
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στην οµάδα αυτή. Το γεγονός ότι κανένας από τους 4 δεν είχε λάβει µεταγγίσεις, 
δηµιουργεί πρόβληµα στην ερµηνεία του φαινοµένου. 

 
3.  Οι δύο έγκυοι που παρακολουθήσαµε είχαν πρακτικά την ίδια εξέλιξη. Σε όλη τη 
διάρκεια της κύησης η ELISA ήταν θετική (και µάλιστα µε ιδιαίτερα υψηλές τιµές στη 
µία από τις δύο γυναίκες) και το Western blot σταθερά αδιευκρίνιστο. Μετά τον 
τοκετό η ELISA αρνητικοποιήθηκε και στις δύο, ενώ το WΒ (που και πάλι δεν θα 
γινόταν αν δεν υπήρχε το αρχικό αδιευκρίνιστο αποτέλεσµα) ήταν αρνητικό στη µία 
και εµφάνιζε µόνο p18 ζώνη στην άλλη. Ουσιαστικά, λοιπόν, και στην οµάδα αυτή η 
λοίµωξη από HIV αποκλείστηκε.     
 
 
 

222...   ΙΙΙΟΟΟΛΛΛΟΟΟΓΓΓΙΙΙΚΚΚΗΗΗ   ΜΜΜΕΕΕΛΛΛΕΕΕΤΤΤΗΗΗ   
   Προκειµένου να διευκρινιστεί η πιθανότητα µόλυνσης των ατόµων µε εικόνα 
αδιευκρίνιστη στο Western blot, ακολουθήθηκε ένας αλγόριθµος ιολογικής 
διερεύνησης χρησιµοποιώντας διάφορες τεχνικές.  
Σύµφωνα µε τον αλγόριθµο αυτό, ελέγχθηκε: 
  

11..  ΈΈκκφφρραασσηη  ιιϊϊκκώώνν  ππρρωωττεεϊϊννώώνν  
   Με έµµεσο ανοσοφθορισµό, ελέγχθηκε η έκφραση των ιϊκών πρωτεϊνών p24 και 
gp120 στην επιφάνεια ολικών µονοπύρηνων κυττάρων και εµπλουτισµένων 
µακροφάγων των  αδιευκρίνιστων ατόµων, χρησιµοποιώντας τα αντίστοιχα 
µονοκλωνικά αντισώµατα.  
 

α. Σε 22 άτοµα ελέγχθηκε η επιφανειακή έκφραση της πρωτεΐνης p24 σε ολικά 

µονοπύρηνα κύτταρα του περιφερικού αίµατος (PBMCs): η p24 ανιχνεύθηκε σε 8 
περιπτώσεις (36%) και σε ποσοστό 3-22% των κυττάρων.  

Στα ίδια άτοµα έγινε έλεγχος και για έκφραση της gp120: η ιϊκή γλυκοπρωτεΐνη 
ανιχνεύθηκε σε 10 άτοµα (45%) στα ολικά µονοπύρηνα κύτταρα, σε ποσοστό 2-16% 
των κυττάρων (πίνακες 9,10). 
Σε 6 άτοµα παρατηρήθηκε ταυτόχρονη έκφραση των δύο πρωτεϊνών του HIV στα 
ολικά µονοπύρηνα κύτταρα του περιφερικού αίµατος. 
β. Σε 10 άτοµα η µεµβρανική έκφραση των p24 και gp120 µελετήθηκε και σε 

εµπλουτισµένα µακροφάγα (ΜΦ). Σε 7 περιπτώσεις (70%) το αποτέλεσµα ήταν θετικό 

για την p24 σε ποσοστό 4-17% των κυττάρων. Έκφραση της gp120 παρατηρήθηκε 
σε 8 περιπτώσεις (80%) σε ποσοστό 2-16% των κυττάρων (πίνακες 9,10).  
Σε 6 περιπτώσεις τα µακροφάγα ήταν θετικά και για τις δύο ιϊκές πρωτεΐνες 
ταυτόχρονα. 
   Σε ένα άτοµο (α/α 22) τόσο η p24 όσο και η gp120 ανιχνεύθηκαν σε εµπλουτισµένα 
µακροφάγα (σε ποσοστό 6% και 9% των κυττάρων, αντίστοιχα), ενώ τα ολικά 
µονοπύρηνα κύτταρα ήταν αρνητικά για έκφραση ιϊκών πρωτεϊνών. 
 
   Λιγότερα από 1% των κυττάρων βρέθηκαν θετικά µε τα αντίστοιχα µονοκλωνικά 
αντισώµατα σε οροαρνητικούς αιµοδότες. 
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   Tα αναλυτικά αποτελέσµατα για κάθε εξεταζόµενο άτοµο παρουσιάζονται στον 
πίνακα 9.  
   Τα συνολικά αποτελέσµατα της επιφανειακής έκφρασης πρωτεϊνών του HIV σε 
µονοπύρηνα κύτταρα του περιφερικού αίµατος και σε εµπλουτισµένα µακροφάγα 
ατόµων µε αδιευκρίνιστο Western blot, φαίνονται στον πίνακα 10.  
     
 
ΠΙΝΑΚΑΣ 9: έκφραση ιϊκών πρωτεϊνών σε κύτταρα αδιευκρίνιστων 

ατόµων 
 

 

   θετικά PBMCs (%)  θετικά  ΜΦ (%)  

 Α/α  p24 gp120  p24 gp120  
 1.  5 0  4 3  
 2.  10 3  9 11  
 3.  0 5  4 2  
 4.  3 2  8 5  
 5.  0 3  0 3  
 6.  22 16  17 16  
 7.  0 0  ∆Ε ∆Ε  
 8.  5 0  ∆Ε ∆Ε  
 9.  1 13  ∆Ε ∆Ε  
 10.  0 0  ∆Ε ∆Ε  
 11.  11 10  6 0  
 12.  8 2  ∆Ε ∆Ε  
 13.  13 8  0 0  
 14.  0 0  ∆Ε ∆Ε  
 15.  0 0  ∆Ε ∆Ε  
 16.  0 0  ∆Ε ∆Ε  
 17.  0 0  ∆Ε  ∆Ε  
 18.  0 4  0 5  
 19.  0 0  ∆Ε ∆Ε  
 20.  0 0  ∆Ε ∆Ε  
 21.  0 0  ∆Ε ∆Ε  
 22.  0 0  6 9  
 

           ∆Ε: δεν έγινε 
 
                                                                                          
            

ΠΙΝΑΚΑΣ 10: Συγκεντρωτικά αποτελέσµατα επιφανειακής 
έκφρασης πρωτεϊνών του HIV σε κύτταρα αδιευκρίνιστων ατόµων 

 

  ΠΡΩΤΕΪΝΗ     PBMCs       ΜΦ  

   n ΘΕΤΙΚΑ (%)  n ΘΕΤΙΚΑ (%)  
 p24  22 8 (36%)  10 7 (70%)  
 gp120  22 10 (45%)  10 8 (80%)  
 p24 + gp120  22 6 (27%)  10 6 (60%)  
 
n: αριθµός δειγµάτων που εξετάστηκαν         
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   Στα οροθετικά άτοµα της οµάδας ελέγχου, τα ολικά µονοπύρηνα κύτταρα 
εξέφραζαν ταυτόχρονα p24 και gp120 σε 13 από τους 14 εξετασθέντες (93%). Τα 
αντίστοιχα ποσοστά των θετικών κυττάρων ήταν 3-24% και 3-26%.  
Σε ένα µόνο οροθετικό (ασυµπτωµατικό) άτοµο δεν ανιχνεύθηκε έκφραση ιϊκών 
πρωτεϊνών στα κύτταρα (πίνακες 11,12). 
   Όταν εξετάστηκαν εµπλουτισµένα µακροφάγα για έκφραση ιϊκών πρωτεϊνών, 
θετικό αποτέλεσµα βρέθηκε σε 9 άτοµα (64%) για την p24 και σε 10 (71%) για την 
gp120. Τα ποσοστά θετικότητας των κυττάρων ήταν 4-11% και 3-12%, αντίστοιχα. 
Ταυτόχρονη έκφραση και των δύο πρωτεϊνών στα µακροφάγα ανιχνεύθηκε σε 9 
άτοµα (64%) (πίνακες 11, 12).  
 
 
ΠΙΝΑΚΑΣ 11: έκφραση ιϊκών πρωτεϊνών σε κύτταρα οροθετικών 

ατόµων 
 

                        % θετικών PBMCs                % θετικών ΜΦ            
 Α/α  p24 gp120  p24 gp120  
 1.  11 21  7 5  
 2.  9 7  6 7  
 3.  21 25  10 8  
 4.  19 13  0 0  
 5.  6 5  5 4  
 6.  4 3  0 0  
 7.  24 26  11 12  
 8.  7 5  4 3  
 9.  3 3  8 7  
 10.  13 17  0 10  
 11.  18 15  0 0  
 12.  4 3  4 3  
 13.  19 20  5 12  
 14.  0 0  0 0  

                  
 
 
 
 

ΠΙΝΑΚΑΣ 12: Συγκεντρωτικά αποτελέσµατα επιφανειακής 
έκφρασης πρωτεϊνών του HIV σε κύτταρα οροθετικών ατόµων 

 

  ΠΡΩΤΕΪΝΗ     PBMCs       ΜΦ  

   n ΘΕΤΙΚΑ (%)  n ΘΕΤΙΚΑ (%)  
 p24  14 13 (93%)  14 9 (64%)  
 gp120  14 13 (93%)  14 10 (71%)  
 p24 + gp120  14 13 (93%)  14 9 (64%)  

 
                 n: αριθµός δειγµάτων που εξετάστηκαν         
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22..  ΚΚααλλλλιιέέρργγεειιαα  κκυυττττάάρρωωνν  κκααιι  ααππόόππεειιρραα  ααπποοµµόόννωωσσηηςς  ιιοούύ    
   ∆ιαπιστώσαµε, συνεπώς, ότι η αντίδραση έναντι των πρωτεϊνών Gag ήταν ειδική και 
παραµένουσα για µακρό χρονικό διάστηµα, ενώ σε µερικές περιπτώσεις ανιχνεύθηκαν 
στον ορό αντισώµατα και έναντι των πρωτεϊνών των γονιδίων pol και env. Επιπλέον, 
τα κύτταρα ορισµένων από τα αδιευκρίνιστα άτοµα εξέφραζαν ιϊκές πρωτεΐνες στην 
επιφάνειά τους.  
Τα δεδοµένα όµως αυτά δεν ήταν επαρκή για κάποιο συµπέρασµα, αφού άτοµα µε 
συναφή αποτελέσµατα στον πρωτογενή έλεγχο δεν είχαν αντίστοιχα θετικά ευρήµατα, 
ενώ και αντίστροφα, τα άτοµα µε ενδείξεις µόλυνσης δεν αποτελούσαν οµοιογενή 
οµάδα.         
   Το επόµενο βήµα ήταν η προσπάθεια αποµόνωσης HIV µε καλλιέργεια.  
 
   Ολικά µονοπύρηνα κύτταρα ήταν διαθέσιµα σε 20 (α/α 1-20) από τα άτοµα µε 
αδιευκρίνιστο Western blot. Αφού διεγέρθηκαν επί 3 ηµέρες µε PHA-P, τέθηκαν σε 
συγκαλλιέργεια µε τη δεκτική στον HIV λευχαιµική κυτταρική σειρά CEM-A310, που 
εκφράζει CD4 υποδοχέα. Η συγκαλλιέργεια έγινε µε την προσθήκη IL-2, saif και 
polybrene για ενίσχυση του ιϊκού πολλαπλασιασµού και διευκόλυνση της µόλυνσης 
υγιών κυττάρων από τον HIV. 
Σε 7 (α/α 1-7) από τα εξεταζόµενα άτοµα έγινε καλλιέργεια διαδοχικών δειγµάτων στη 
διάρκεια 3 ετών. 
 
   Τα υπερκείµενα που ελήφθησαν από τις ανά 3ήµερο αλλαγές του θρεπτικού µέσου 
της κυτταροκαλλιέργειας καταψύχθηκαν σε κλάσµατα του 1 ml στους -800C και στη 
συνέχεια ελέγχθηκαν για ένδειξη παρουσίας HIV µε δύο τρόπους: ανίχνευση 
δραστηριότητας ανάστροφης µεταγραφάσης (RT) και έλεγχο παρουσίας αντιγόνου 
p24 (Ag p24). 
Σε κάθε αλλαγή έγινε επίσης έλεγχος για επιφανειακή έκφραση p24 και gp120 στα 
κύτταρα του ιζήµατος. 
 
   Μία καλλιέργεια χαρακτηρίστηκε σαν θετική αν παρουσίαζε στο υπερκείµενο 
δραστηριότητα RT ή παραγωγή p24 αντιγόνου. 
 

2α. Ανίχνευση δραστηριότητας ανάστροφης µεταγραφάσης (RT) 
   Κριτήριο ιϊκού πολλαπλασιασµού αποτέλεσε η ανίχνευση δραστηριότητας 
ανάστροφης µεταγραφάσης, πάνω από 5000 cpm/ml, στα υπερκείµενα των 
καλλιεργειών.     
 
   ∆ραστηριότητα Mg++ - εξαρτώµενης RT στις ιοντικές συνθήκες που απαιτεί το 
ένζυµο του HIV διαπιστώθηκε µόνο σε 3 από τα 20 άτοµα που ελέγχθηκαν, σε χαµηλό 
τίτλο (πίνακας 13). Η παραγωγή ιού γινόταν εµφανής σχετικά αργά, µετά την ένατη 
ηµέρα της καλλιέργειας, και είχε διάρκεια 3-4 ηµερών.    
 

2β. Ανίχνευση αντιγόνου p24 (Ag p24) 
   Η παραγωγή p24 αντιγόνου ελέγχθηκε χρησιµοποιώντας ELISA διπλού αντισώµατος 
(Abbott). Όλα τα θετικά δείγµατα επιβεβαιώθηκαν στη συνέχεια µε συµπληρωµατική 
δοκιµασία εξουδετέρωσης.  
Θετικά θεωρήθηκαν τελικά τα δείγµατα που εµφάνιζαν τιµές ίσες ή υψηλότερες του 
κατωφλίου µε την κλασσική µέθοδο και µεγαλύτερη από 50% µείωση της οπτικής 
πυκνότητας µετά την επώαση µε το εξουδετερωτικό αντίσωµα.  
 
   Η ανίχνευση του p24 αντιγόνου απέβη θετική στα υπερκείµενα των καλλιεργειών 
των 3 περιπτώσεων στις οποίες διαπιστώθηκε δραστηριότητα RT πάνω από 5000 cpm. 
Σε 4 ακόµα άτοµα διαπιστώθηκε παραγωγή αντιγόνου στο υπερκείµενο της 
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καλλιέργειας, παρά το γεγονός ότι η δραστηριότητα της RT ήταν χαµηλότερη των 
5000 cpm/ml (πίνακας 13).  
Για τα άτοµα µε α/α 3 και 4, η τιµή του αντιγόνου ήταν ίση µε αυτήν του κατωφλίου 
της µεθόδου και θεωρήθηκε αµφίβολη. 
 
   Όπως και στην περίπτωση της RT, η παραγωγή p24 στα υπερκείµενα των θετικών 
συγκαλλιεργειών αποδείχθηκε µάλλον βραδεία (µετά τη 10η ηµέρα), παροδική 
(διάρκεια 2-4 ηµέρες) και σχετικά χαµηλή, όπως συµπεραίνεται από τις διακυµάνσεις 
της συγκέντρωσης του αντιγόνου σε αυτά (πίνακας 14). 
 
 
ΠΙΝΑΚΑΣ 13: Θετικό αποτέλεσµα από τη συγκαλλιέργεια PBMCs 
ατόµων µε αδιευκρίνιστο Western blot µε την δεκτική στον HIV-1 

λευχαιµική κυτταρική σειρά CEM-A310 
                        
Α/α  Ag p24 

(pg/ml) 
 % θετικών  

p24 
κυττάρων 

gp 120 
 ∆ΡΑΣΤΗΡΙΟΤΗΤΑ 

RT (cpm+SD) ∗‡ 

1.  83.3  13 14  6242 + 426 

2.  203.3  6 12  4563 + 265 

3.  62.5 †  ∆Ε ∆Ε  2742 + 165 

4.  62.5 †  5 5  3976 + 228 

5.  83.3  0 0  4625 + 135 

6.  167.4  6 12  10813 + 365 

7.  264.5  12 13  5687 + 438 
 

 ∗Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται σαν µέση τιµή + SD των cpm από τη µέτρηση 
τριών κλασµάτων του ίδιου δείγµατος. 
 ‡∆ραστηριότητα του ενζύµου πάνω από 5000 cpm/ml θεωρείται σαν θετικό 
αποτέλεσµα.             
 † CO: τιµή κατωφλίου (cutoff).  
 ∆Ε: δεν έγινε. 
 
 
 

ΠΙΝΑΚΑΣ 14: Παρουσία αντιγόνου p24‡ στα υπερκείµενα 
συγκαλλιέργειας κυττάρων CEM-A310 µε PHA-P-διεγερµένα 
λεµφοµονοκύτταρα ατόµων µε αδιευκρίνιστο Western blot 

                                     

 Α/α                                 Ηµέρα συγκαλλιέργειας 
3 6  9 12 15 18  21  24 

1. 0 0  0 29 83.3 21  0  0 
2. 0 0  24 203.3 186 29  0  0 
5. 0 0  83.3 35.1 0 0  0  - 
6. 0 0  0 167.4 28 0  0  0 
7. 0 21  48.5 264.5 97.3 21  0  0 

               

      ‡ σε pg/ml. Το κατώφλι της µεθόδου ήταν 62.5 pg/ml. 
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   Σε αντίστοιχη απόπειρα αποµόνωσης ιού από υπερκείµενα συγκαλλιέργειας 
µονοπύρηνων κυττάρων περιφερικού αίµατος 20 οροθετικών ατόµων µε κύτταρα 
CEM-A310, έγινε εµφανής η ετερογένεια της βιολογικής συµπεριφοράς των διαφόρων 
στελεχών του HIV.  
Τα 20 άτοµα περιελάµβαναν 11 ασυµπτωµατικούς φορείς HIV-1, 2 ασθενείς µε 
γενικευµένη λεµφαδενοπάθεια (PGL) και 7 ασθενείς µε ARC/AIDS. 
 
   Αποµόνωση του ιού (RT ή/και αντιγόνο θετικά) επιτεύχθηκε συνολικά σε 15/20 
άτοµα (75%) και, συγκεκριµένα, σε 7/11 οροθετικά ασυµπτωµατικά άτοµα, 2/2 
ασθενείς µε PGL και 6/7 ασθενείς µε ARC/AIDS. Στις περιπτώσεις αυτές το p24 
αντιγόνο κυµάνθηκε από 97-250 pg/ml και η RT από 2020-17171 cpm. 
Πρώιµη αποµόνωση του HIV παρατηρήθηκε σε έναν ασυµπτωµατικό (ηµέρα 8), τους 
δύο ασθενείς µε PGL (ηµέρα 4 και 7, αντίστοιχα) και τρεις ασθενείς µε AIDS (ηµέρα 
5,6 και 8, αντίστοιχα). 
 

2γ. Επιφανειακή έκφραση ιϊκών πρωτεϊνών 
   Εκτός από την ανίχνευση παρουσίας p24 αντιγόνου και δραστηριότητας 
ανάστροφης µεταγραφάσης στο υπερκείµενο, τα κύτταρα των καλλιεργειών 
ελέγχονταν σε κάθε αλλαγή του θρεπτικού µέσου για την πιθανότητα επιφανειακής 
έκφρασης ιϊκών πρωτεϊνών µε έµµεσο ανοσοφθορισµό.  
   Σε όλα τα άτοµα µε θετική καλλιέργεια, πλην ενός (α/α 5), η µελέτη µε έµµεσο 
ανοσοφθορισµό αποκάλυψε και µεµβρανική έκφραση των ιϊκών πρωτεϊνών p24 και 
gp120 στα κύτταρα της συγκαλλιέργειας, σε υψηλά ποσοστά στις περισσότερες 
περιπτώσεις (πίνακας 13).  
 
 
   Στα υπόλοιπα 13 άτοµα της οµάδας µελέτης οι προσπάθειες αποµόνωσης HIV µε 
καλλιέργεια (συνολικά περισσότερες από 200 φορές) απέτυχε, αφού δεν έγινε δυνατή 
η ανίχνευση δραστηριότητας RT ή/και Ag p24.  
Σε όλες τις περιπτώσεις πρόβληµα αποτέλεσε η αδυναµία διατήρησης των 
συγκαλλιεργειών για αρκετό χρονικό διάστηµα (περισσότερο από 18-20 ηµέρες), γιατί 
παρατηρήθηκε µεγάλο ποσοστό κυτταρικού θανάτου µετά την ένατη µέρα.  
 

2δ. Προσπάθεια in vitro µόλυνσης κυττάρων 
   Επόµενη σκέψη ήταν να ελεγχθεί η δυνατότητα περάσµατος του ιού από τις 
καλλιέργειες που είχαν στοιχεία θετικά για παρουσία HIV, σε άλλα δεκτικά κύτταρα. 
Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκαν τα ακυτταρικά υπερκείµενα των θετικών 
καλλιεργειών (από τα άτοµα µε α/α 1,2,5,6,7) σε επανειληµµένες προσπάθειες 
µετάδοσης του ιού, παρουσία polybrene και saif.  
 
   Σαν στόχοι χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα CEM-A310 ή λεµφοµονοκύτταρα 
φυσιολογικών ατόµων µετά από διέγερση µε PHA-P και, σε ορισµένες περιπτώσεις 
(άτοµα α/α 1-7), και η προ-µονοκυτταρική σειρά U937, η οποία εκφράζει τόσο CD4 
όσο και Fc υποδοχείς.  
Σκοπός της χρήσης διαφορετικών κυττάρων για συγκαλλιέργεια ήταν να 
προσφερθούν στον ιό περισσότεροι από ένας στόχοι, αφού είναι γνωστός ο 
διαφορετικός τροπισµός των στελεχών του HIV.  
 
   Παρά το γεγονός ότι οι καλλιέργειες διατηρήθηκαν για αρκετό χρονικό διάστηµα 
(µέχρι και 6 εβδοµάδες) και χρησιµοποιήθηκαν διαφορετικά κύτταρα-στόχοι, οι 
προσπάθειες µόλυνσης απέτυχαν, αφού σε καµία περίπτωση δεν ανιχνεύθηκε 
δραστηριότητα RT ή/και παρουσία αντιγόνου p24 στα υπερκείµενα.  
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2ε. Ανίχνευση HIV-σχετικών αλληλουχιών σε υπερκείµενα 
καλλιέργειας 
   Τα δεδοµένα από τις καλλιέργειες αφήνουν ανοικτή την υπόθεση της ύπαρξης ενός 
ρετροϊού µε Mg++-εξαρτώµενη ανάστροφη µεταγραφάση, ο οποίος πολλαπλασιάζεται 
µε δυσκολία στις συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν και ο οποίος δεν µολύνει in vitro 
HIV-δεκτικά κύτταρα.  
Η ανίχνευση Mg++-εξαρτώµενης RT δραστηριότητας υποδηλώνει την παρουσία του 
ιού στα υπερκείµενα των καλλιεργειών. Ως εκ τούτου, κατεβλήθη απόπειρα 
ανίχνευσης ιϊκού RNA στα υπερκείµενα των καλλιεργειών των εξεταζόµενων ατόµων. 
 
   Αρχικά, µετά από λύση των πιθανών ιοσωµατίων και αποµόνωση RNA από το 
υπερφυγοκεντρηµένο ίζηµα του υπερκείµενου των συγκαλλιεργειών, το νουκλεϊκό οξύ  
προσροφήθηκε σε µεµβράνη πλαστικοποιηµένης νιτροκυτταρίνης σε συσκευή slot 
blot. Ακολούθησε υβριδοποίηση της µεµβράνης σε συνθήκες υψηλής συγγένειας 
(650C) µε τα BglII/EcoRI θραύσµατα του γενωµικού κλώνου HXB2 του HIV-1 που 
αντιστοιχούν στις περιοχές gag-pol, env και tat µετά από σήµανση µε 32P και, τελικά, 
αυτοραδιογραφία.   
 
   Θετικό σήµα διαπιστώθηκε σε 8, 9 και 2 περιπτώσεις, αντίστοιχα (πίνακας 15).  
Ταυτόχρονη αντίδραση µε gag-pol και env cDNA δείκτες του HIV-1 παρατηρήθηκε σε 
7 από τις 20 περιπτώσεις που εξετάστηκαν, ενώ δύο άτοµα έδωσαν θετικό σήµα στον 
υβριδισµό και µε τους 3 cDNA δείκτες του HIV-1 που χρησιµοποιήθηκαν. 
 
 

ΠΙΝΑΚΑΣ 15: Ανίχνευση HIV-1-σχετικών αλληλουχιών στο 
υπερκείµενο συγκαλλιεργειών PBMCs ατόµων µε αδιευκρίνιστο 

Western blot µε την δεκτική στον HIV λευχαιµική κυτταρική σειρά 
CEM-A310 

                                               

         Α/α                                      cDNA δείκτες HIV-1 
 gag-pol  env  tat  

 1.  -  -  -  
 2.  +  +  +  
 3.  -  -  -  
 4.  -  -  -  
 5.  -  -  -  
 6.  +  +  +  
 7.  +  -  -  
 8.  +  +  -  
 9.  +  +  -  
 10.  +  +  -  
 11.  -  -  -  
 12.  -  -  -  
 13.  +  +  -  
 14.  -  -  -  
 15.  -  -  -  
 16.  -  -  -  
 17.  -  -  -  
 18.  +  +  -  
 19.  -  +  -  
 20.  -  +  -  
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Εικόνα 5: αυτοραδιογραφία µετά από υβριδοποίηση του gag-pol θραύσµατος του 
κλώνου HXB2 του HIV-1 µε RNA αποµονωµένο από το υπερκείµενο καλλιεργειών, σε 
διαδοχικές υποδιπλάσιες αραιώσεις. 
A: υπερκείµενο 3ης ηµέρας συγκαλλιέργειας διεγερµένων µε PHA-P µονοπύρηνων 
κυττάρων περιφερικού αίµατος οροαρνητικού αιµοδότη, µε κύτταρα CEM-A310. 
B: υπερκείµενο 6ης ηµέρας καλλιέργειας κυττάρων CEM-A310 µολυσµένων µε HIV-1.  
C-D-E-F: υπερκείµενα συγκαλλιέργειας µονοπύρηνων κυττάρων περιφερικού αίµατος 
ατόµων µε αδιευκρίνιστο Western blot (α/α 2,6,7,9 αντίστοιχα) µε κύτταρα CEM-A310 
(ηµέρα 12). 

 
 

 
   Παρά το γεγονός ότι η λοίµωξη από HIV-2 έχει περιορισµένη και συγκεκριµένη 
γεωγραφική κατανοµή και ενώ δεν υπήρχαν στοιχεία από το ιστορικό των 
εξεταζόµενων ατόµων που να παραπέµπουν στην πιθανότητα αυτή, η εικόνα στον 
πρωτογενή έλεγχο και το Western blot δεν απέκλειε την παρουσία HIV-2. 
Επιχειρήθηκε λοιπόν και ανίχνευση αλληλουχιών HIV-2 στα υπερκείµενα των  
συγκαλλιεργειών των αµφίβολων ατόµων, µε την ίδια µεθοδολογία.  
   Σαν ανιχνευτές χρησιµοποιήθηκαν θραύσµατα του κλώνου ROD1.12 του HIV-2 που 
αντιστοιχούν στις περιοχές gag-pol και env του ιού, µετά από πέψη µε την 
περιοριστική ενδονουκλεάση PstI.  
 
   Σε τρία από τα ιζήµατα που µελετήθηκαν παρατηρήθηκε θετικό σήµα στον 
υβριδισµό µε τον gag-pol cDNA δείκτη και σε δύο µε ανιχνευτή το θραύσµα που 
αντιστοιχεί στην περιοχή env (πίνακας 16).  
Ταυτόχρονα θετική αντίδραση για τις gag-pol και env περιοχές του HIV-2 
παρατηρήθηκε σε 1 περίπτωση. 
 
 
Τα συνολικά αποτελέσµατα ανίχνευσης ιϊκού RNA (HIV-1 και HIV-2) στα υπερκείµενα 
συγκαλλιέργειας κυττάρων CEM-A310 µε PHA-P - διεγερµένα λεµφοµονοκύτταρα 
ατόµων µε αδιευκρίνιστο Western blot παρουσιάζονται στον πίνακα 17. 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 16: Ανίχνευση HIV-2-σχετικών αλληλουχιών στο 
υπερκείµενο συγκαλλιεργειών PBMCs ατόµων µε αδιευκρίνιστο 

Western blot µε την δεκτική στον HIV λευχαιµική κυτταρική σειρά 
CEM-A310 

 

                  Α/α                            cDNA δείκτες HIV-2 
 gag-pol env  

 1.  - -  
 2.  - +  
 3.  - -  
 4.  - -  
 5.  - -  
 6.  - -  
 7.  - -  
 8.  - -  
 9.  + -  
 10.  - -  
 11.  - -  
 12.  - -  
 13.  + +  
 14.  - -  
 15.  - -  
 16.  - -  
 17.  - -  
 18.  + -  
 19.  - -  
 20.  - -  

 
 

 
 
ΠΙΝΑΚΑΣ 17: Ανίχνευση HIV-1 και HIV-2-σχετικών αλληλουχιών στο 
υπερκείµενο συγκαλλιεργειών PBMCs ατόµων µε αδιευκρίνιστο 

Western blot µε την δεκτική στον HIV λευχαιµική κυτταρική σειρά 
CEM-A310 

                         

cDNA ∆ΕΙΚΤΗΣ  n  ΘΕΤΙΚΑ  

HIV-1 gag-pol  20  8  
HIV-1 env  20  9  
HIV-1 tat  20  2  
HIV-1 gag-pol+env  20  7  
HIV-1 gag-pol+env+tat  20  2  
HIV-2 gag-pol  20  3  
HIV-2 env  20  2  
HIV-2 gag-pol+env  20  1  
HIV-1 gag-pol+env και HIV-2 gag-pol  20  2 
HIV-1 gag-pol+env+tat και HIV-2 env  20  1 
HIV-1 και HIV-2 gag-pol+-env  20  1 

                   
n = αριθµός δειγµάτων που εξετάστηκαν         
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  Η ανίχνευση HIV-1 και HIV-2 - σχετικών αλληλουχιών ταυτόχρονα σε ορισµένα 
υπερκείµενα (α/α 2,9,13,18) υποδηλωνει την παρουσία ενός RNA ιού συγγενικού τόσο 
µε τον HIV-1 όσο και µε τον HIV-2 (πίνακας 17). 
Επίσης, ο µειωµένος αριθµός των θετικών για tat αλληλουχίες δειγµάτων σε 
συνδυασµό µε την βραδεία και χαµηλού τίτλου ιϊκή αναπαραγωγή που διαπιστώθηκε 
από την ανίχνευση αντιγόνου και δραστηριότητας RT, κατευθύνουν προς την ύπαρξη 
στελέχους µε σηµαντική µετάλλαξη στη συγκεκριµένη περιοχή του γονιδιώµατος. 
Σαν αρνητικοί µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν σε όλα τα παραπάνω πειράµατα 
υπερφυγοκεντρηµένα υπερκείµενα από συγκαλλιέργειες λεµφοµονοκυττάρων 
περιφερικού αίµατος οροαρνητικών αιµοδοτών µε µη µολυσµένα κύτταρα CEM-A310.  
    

ΣΣΣυυυνννοοοψψψίίίζζζοοονννττταααςςς    
τα αποτελέσµατα της προσπάθειας ανίχνευσης παρουσίας HIV στις καλλιέργειες 
µονοπύρηνων κυττάρων περιφερικού αίµατος των αµφίβολων ατόµων είναι εµφανές 
ότι: 
Αφενός, παρατηρήθηκε ετερογένεια των αποτελεσµάτων και  
Αφετέρου, σε ορισµένα από τα εξεταζόµενα άτοµα διαπιστώθηκαν ισχυρές ενδείξεις 
παρουσίας πολλαπλασιαζόµενου ρετροϊού που το γονιδίωµά του περιέχει 
αλληλουχίες οµόλογες γονιδίων των HIV-1 και HIV-2 (πίνακας 18). 

 
 

ΠΙΝΑΚΑΣ 18: Ιολογική διερεύνηση ατόµων µε αδιευκρίνιστο Western 
blot: Ενδείξεις παρουσίας HIV σε υπερκείµενα συγκαλλιέργειας 

PBMCs µε την δεκτική στον HIV-1 λευχαιµική κυτταρική σειρά CEM-
A310 

                                                               

Ag p24  RT   
gag-pol 

HIV-1 
env 

 
tat    

   HIV
gag-pol  

-2 
env  

1. + + - - - - - 
2. + - + + + - + 
3. ± - - - - - - 
4. ± - - - - - - 
5. + - - - - - - 
6. + + + + + - - 
7. + + + - - - - 
8. - - + + - - - 
9. - - + + - + - 
10. - - + + - - - 
11. - - - - - - - 
12. - - - - - - - 
13. - - + + - + + 
14. - - - - - - - 
15. - - - - - - - 
16. - - - - - - - 
17. - - - - - - - 
18. - - + + - + - 
19. - - - + - - - 
20. - - - + - - - 

 
 ±: κατώφλι της µεθόδου 
 gag-pol/env/tat HIV-1 και HIV-2: αντίστοιχες ιϊκές αλληλουχίες  
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   Αντίστοιχη προσπάθεια ανίχνευσης RNA του HIV-1 έγινε και σε υπερκείµενα 
συγκαλλιεργειών µονοπύρηνων κυττάρων περιφερικού αίµατος από 13 οροθετικά 
άτοµα της οµάδας ελέγχου. Η υβριδοποίηση µε τα BglII/EcoRI θραύσµατα του 
κλώνου HXB2 έδωσε τα ακόλουθα αποτελέσµατα (πίνακας 19):  
Ο αντίστοιχος της gag-pol περιοχής cDNA δείκτης υβριδίστηκε µε τρία δείγµατα,  
Το env θραύσµα µε 4 και  
Ο tat δείκτης µε 1. 
 
   Ήταν, συνεπώς, απόλυτα σαφές ότι η αδυναµία ανίχνευσης ιϊκού RNA στο 
υπερκείµενο καλλιέργειας κάποιου ατόµου, τουλάχιστον µε τους δείκτες που 
χρησιµοποιήθηκαν, δεν σήµαινε και απουσία HIV λοίµωξης. 
 

 
ΠΙΝΑΚΑΣ 19: Ανίχνευση HIV-1-σχετικών αλληλουχιών στο 

υπερκείµενο συγκαλλιεργειών PBMCs οροθετικών ατόµων µε την 
δεκτική στον HIV λευχαιµική κυτταρική σειρά CEM-A310 

                                               

         Α/α                                      cDNA δείκτες HIV-1 
 gag-pol  env  tat  

 1.  -  -  -  
 2.  -  -  -  
 3.  ∆Ε  ∆Ε  ∆Ε  
 4.  -  -  -  
 5.  -  -  -  
 6.  -  -  -  
 7.  -  +  -  
 8.  -  -  -  
 9.  -  -  -  
 10.  +  +  +  
 11.  +  +  -  
 12.  +  +  -  
 13.  -  -  -  
 14.  -  -  -  

 
∆Ε: δεν έγινε 

 
                                 

 

333...   ΜΜΜΕΕΕΛΛΛΕΕΕΤΤΤΗΗΗ   ΑΑΑΜΜΜΦΦΦΙΙΙΒΒΒΟΟΟΛΛΛΩΩΩΝΝΝ   ΑΑΑΤΤΤΟΟΟΜΜΜΩΩΩΝΝΝ   ΜΜΜΕΕΕ   ΜΜΜΟΟΟΡΡΡΙΙΙΑΑΑΚΚΚΕΕΕΣΣΣ   
ΤΤΤΕΕΕΧΧΧΝΝΝΙΙΙΚΚΚΕΕΕΣΣΣ   

 

1α. Ανίχνευση ενσωµατωµένου HIV-1 προϊού σε ολικά 
µονοπύρηνα κύτταρα µε Southern blot 

   Είναι γνωστό από τη φυσική πορεία της HIV λοίµωξης ότι ο ιός µπορεί να 
παραµείνει ενσωµατωµένος στο γονιδίωµα του ξενιστή σε DNA µορφή (προϊός) σε 
κατάσταση «λανθάνουσα», δηλαδή µεταγραφικά ανενεργός. Επιπλέον, ο αριθµός των 
κυττάρων του περιφερικού αίµατος που είναι µολυσµένα κάθε στιγµή είναι µικρός. 
Στις περιπτώσεις αυτές είναι πιθανό µία καλλιέργεια να δώσει αρνητικό αποτέλεσµα και 
οι πρωτεΐνες του ιού να µην εκφράζονται στην επιφάνεια των κυττάρων.  
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Η ανίχνευση αλληλουχιών του ιού στο χρωµοσωµικό DNA του κυττάρου-ξενιστή, 
όµως, είναι ανεξάρτητη και από την παραγωγή αντισωµάτων ή µη έναντι των 
πρωτεϊνών του HIV και από την µεταγραφή ή µη του ιϊκού γονιδιώµατος.   
   Η προσπάθειά µας εστιάστηκε λοιπόν στη συνέχεια, στην απόπειρα ανίχνευσης 
ενσωµατωµένου HIV-1 προϊού στο DNA από εµπύρηνα κύτταρα του περιφερικού 
αίµατος στα άτοµα που συγκέντρωναν τις περισσότερες ενδείξεις µόλυνσης (α/α 1-
10).  
 
   Η µέθοδος που χρησιµοποιήσαµε αρχικά ήταν η υβριδοποίηση µετά από Southern 
blot, τεχνική που επιτρέπει την αναγνώριση αλληλουχιών στο ολικό ευκαρυωτικό DNA 
µετά από πέψη του µε περιοριστικά ένζυµα.  
 
Θετικοί µάρτυρες ήταν ο γενωµικός κλώνος HXB2 του HIV-1 µετά από πέψη µε PvuII 
(µεγέθη 2737 - 2190 - 1961 - 1044 - 474 - 119 bp), καθώς και χρωµοσωµικό DNA από 
τρία οροθετικά για HIV άτοµα µετά από πέψη µε BglII, EcoRI και PvuII (α/α 1,4,14 
της οµάδας ελέγχου).  
Σαν αρνητικοί µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα µεγαλοµοριακού DNA από 
περιφερικά µονοπύρηνα κύτταρα πέντε υγιών αιµοδοτών (οροαρνητικών για VDRL, 
HBsAg και HIV) µετά από πέψη µε τα ίδια περιοριστικά ένζυµα. 
 
   Σε καµία περίπτωση δεν αποκαλύφθηκε υβριδισµός κάποιου από τα PvuII 
θραύσµατα του κλώνου HXB2 του HIV-1 µε οµόλογες αλληλουχίες στο χρωµοσωµικό 
DNA των ολικών µονοπύρηνων κυττάρων των αµφίβολων ατόµων που εξετάστηκαν.  
Αρνητικό ήταν επίσης το αποτέλεσµα στους οροαρνητικούς αιµοδότες. 
   Από τα τρία άτοµα της οµάδας ελέγχου, θετικό σήµα στην αυτοραδιογραφία 
παρατηρήθηκε σε δύο (α/α 1 και 4).  
 

1β. Ανίχνευση ενσωµατωµένου HIV-1 προϊού σε µακροφάγα 
µε Southern blot 

   Σε 4 περιπτώσεις (α/α 1,2,5,6) έγινε απόπειρα ανίχνευσης ενσωµατωµένου 
γονιδιώµατος του HIV-1 και σε χρωµοσωµικό DNA από εµπλουτισµένα µακροφάγα, µε 
την ίδια ακριβώς µεθοδολογία.  
 
   Τα δείγµατα α/α 1,5 και 6 ήταν αρνητικά.  
   Στο δείγµα του ατόµου α/α 2, το µεγέθους 1961 bp PvuII θραύσµα του γονιδίου 
env και το µεγέθους 2190 bp θραύσµα gag-pol του κλώνου HXB2 υβριδίζονταν µε 
οµόλογες αλληλουχίες του κυτταρικού DNA. Το µέγεθος των υβριδιζόµενων περιοχών, 
όµως, ήταν αρκετά µεγαλύτερο από το αναµενόµενο: 3.3 kb για την περιοχή env και 
3.9 kb για την περιοχή gag-pol (εικόνα 6). 
 
Το γεγονός αυτό υποδείκνυε ότι οι HIV-σχετικές αλληλουχίες που υπήρχαν στο 
χρωµοσωµικό DNA των µακροφάγων του ατόµου αυτού είχαν υποστεί κάποια 
µετάλλαξη, αποτέλεσµα της οποίας ήταν η µετατόπιση των θέσεων αναγνώρισης 
του ενζύµου PvuII στο συγκεκριµένο γονιδίωµα συγκριτικά µε το γονιδίωµα του 
κλώνου HXB2 του ιού. 
 
 
 
 

 
 



 82

 
 
Εικόνα 6: αυτοραδιογραφία µετά από Southern blot. 
A και C: αναµενόµενο σήµα µεγέθους 2.0 και 2.2 kb για τις περιοχές env και gag-pol, 
αντίστοιχα, του κλώνου HXB2 του HIV-1 (θετικός µάρτυρας). 
B και D: αλληλουχίες µεγέθους 3.3 και 3.9 kb, οµόλογες των περιοχών env και gag-pol 
του κλώνου HXB2, αντίστοιχα, ενσωµατωµένες στο κυτταρικό DNA του αµφίβολου 
ατόµου α/α 2. 

  
 
 

1γ. Ανίχνευση ενσωµατωµένου HIV-2 προϊού σε ολικά 
µονοπύρηνα κύτταρα µε Southern blot 

   Μετά τη διαπίστωση ότι αλληλουχίες συγγενικές του γονιδιώµατος του HIV-2 είχαν 
ανιχνευτεί στο υπερκείµενο συγκαλλιεργειών σε ορισµένα από τα αµφίβολα άτοµα 
(α/α 2,9,13,18), προχωρήσαµε σε αντίστοιχα πειράµατα ανίχνευσης ενσωνατωµένου 
προϊού HIV-2 µε Southern blot, χρησιµοποιώντας σαν ανιχνευτές τα PstI θραύσµατα 
του κλώνου ROD1.12 του HIV-2 που αντιστοιχούν στις περιοχές gag-pol και env του 
ιού.  
   Ελέγχθηκαν 10 από τα αµφίβολα άτοµα (α/α 1,2,3,4,7,8,9,10,13,18).  
Θετικοί µάρτυρες ήταν ο γενωµικός κλώνος ROD1.12 του HIV-2 µετά από πέψη µε 
PstI, καθώς και χρωµοσωµικό DNA από τρία οροθετικά για HIV άτοµα µετά από πέψη 
µε BglII, EcoRI και PvuII (α/α 5,10,13 της οµάδας ελέγχου, που εµφάνιζαν 
διασταυρούµενα θετικά αποτελέσµατα για HIV-2 µόλυνση στον πρωτογενή έλεγχο). 
Σαν αρνητικοί µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα µεγαλοµοριακού DNA από 
περιφερικά µονοπύρηνα κύτταρα πέντε υγιών αιµοδοτών (οροαρνητικών για VDRL, 
HBsAg και HIV) µετά από πέψη µε τα ίδια περιοριστικά ένζυµα.  
 
   Σε καµία περίπτωση δεν αποκαλύφθηκε υβριδισµός κάποιου από τα PstI θραύσµατα 
του κλώνου ROD1.12 του HIV-2 µε οµόλογες αλληλουχίες στο χρωµοσωµικό DNA των 
αµφίβολων ατόµων που εξετάστηκαν.  
Αρνητικό ήταν επίσης το αποτέλεσµα και στα οροθετικά άτοµα και στους 
οροαρνητικούς αιµοδότες. 
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2α. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) σε ολικά 
µονοπύρηνα κύτταρα 

   Η ανίχνευση και ο ποσοτικός προσδιορισµός των νουκλεϊκών οξέων, πριν την εποχή 
της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης, γινόταν µε τις τεχνικές Southern (για DNA) 
και Northern (για RNA) blotting, που έχουν ελάχιστο όριο ανίχνευσης ποσοτικού 
προσδιορισµού των µορίων στόχου από 104 έως 107 µόρια. Το αρνητικό αποτέλεσµα 
των αµφίβολων ατόµων στο Southern blot, συνεπώς,  µπορούσε να εξηγηθεί µε δύο 
τρόπους.  
   Η µία προφανής εκδοχή ήταν ότι απλά δεν υπήρχε ενσωµατωµένος προϊός (HIV-1 ή 
-2) στο γονιδίωµα των εξεταζόµενων ατόµων. Αυτό όµως ερχόταν σε αντίθεση µε τα 
αρνητικά ευρήµατα όταν χρησιµοποιήθηκε DNA από επιβεβαιωµένα οροθετικούς 
ασθενείς. 
   Η δεύτερη πιθανότητα ήταν ότι η συγκεκριµένη µέθοδος δεν είναι αρκετά 
ευαίσθητη για να ανιχνεύσει αλληλουχίες που υπάρχουν σε µικρό µόνο αριθµό των 
κυττάρων και σε λίγα (πιθανά ένα) αντίγραφα ανά κύτταρο. Η συγκεκριµένη αδυναµία 
ήταν γνωστό ότι υπήρχε όταν το Southern blot χρησιµοποιήθηκε στη διερεύνηση της 
HIV λοίµωξης από διάφορες οµάδες ερευνητών [411]. Το πρόβληµα αυτό γίνεται 
εντονότερο αν ληφθεί υπόψη και η ικανότητα ταχείας και συνεχούς µετάλλαξης του 
ιού. 
 
   Από το 1990 εφαρµόσαµε την τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης 
(PCR) για την ανίχνευση αλληλουχιών του HIV-1 ενσωµατωµένων στο DNA 
εµπύρηνων κυττάρων του περιφερικού αίµατος. Είναι γνωστή η ιδιαίτερη εφαρµογή 
της PCR σε περιπτώσεις επιµένουσας αντισωµατικής απάντησης που δεν είναι δυνατό 
να διαλευκανθούν οριστικά µε Western blot. Επιπλέον, η ευαισθησία της µεθόδου 
επιτρέπει, θεωρητικά, την ανίχνευση  ενός αντιγράφου προϊού σε 105 κύτταρα.  
 
   Ο γονιδιακός πολλαπλασιασµός εφαρµόστηκε σε δείγµατα από 12 άτοµα στα οποία 
ήταν διαθέσιµο µεγαλοµοριακό DNA από ολικά µονοπύρηνα κύτταρα. Οκτώ άτοµα µε 
ορολογικά επιβεβαιωµένη HIV λοίµωξη αποτέλεσαν τους θετικούς µάρτυρες, µαζί µε 
κύτταρα CEM-A310 µολυσµένα µε HIV-1.    
   Ιδιαίτερη προσοχή δόθηκε στο να συµπεριληφθεί µεγάλος αριθµός επιβεβαιωµένα 
αρνητικών δειγµάτων στα πειράµατα, για να διαπιστωθούν άµεσα τυχόν προβλήµατα 
επιµολύνσεων που συχνά προκύπτουν λόγω της µεγάλης ευαισθησίας της τεχνικής. 
Σαν αρνητικοί µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα DNA από ολικά µονοπύρηνα 
κύτταρα από 25 οροαρνητικούς για VDRL, HIV και HBsAg αιµοδότες και κύτταρα της 
σειράς CEM-A310.    
 
   Η PCR έγινε χρησιµοποιώντας 3 ζεύγη εκκινητικών µορίων, που αντιστοιχούν στα 
γονίδια gag (LAV-1, LAV-2), pol (SK32, SK33) και env (SK68, SK69) του HIV-1 και 
τους αντίστοιχους ανιχνευτές. Είναι γνωστό ότι όσο περισσότερα ζεύγη εκκινητών 
χρησιµοποιούνται (κατά προτίµηση από διαφορετικά γονίδια), τόσο υψηλότερο είναι 
το ποσοστό επιτυχίας της µεθόδου [412].  
 
   Τόσο στο πήκτωµα της πολυακρυλαµίδης µετά από χρώση µε ethidium bromide, 
όσο και στο φιλµ της αυτοραδιογραφίας, ένα από τα 12 αµφίβολα άτοµα βρέθηκε 
θετικό για το gag γονίδιο και δύο άλλα για το pol, ενώ δεν υπήρξε θετικό αποτέλεσµα 
για το γονίδιο env µε τα ολιγονουκλεοτιδικά ζεύγη που χρησιµοποιήθηκαν (πίνακας 
20). 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 20: Ανίχνευση HIV-1 αλληλουχιών στο γονιδίωµα ολικών 
µονοπύρηνων κυττάρων (PBMCs) αµφίβολων ατόµων µε PCR, µε 
εκκινητές που αντιστοιχούν στα γονίδια gag, pol και env του ιού 

 

 Α/α  gag  pol  env  

 1.  -  -  ∆Ε  
 2.  -  -  -  
 3.  -  -  -  
 4.  -  -  -  
 5.  -  -  -  
 6.  -  +  -  
 7.  +  -  -  
 8.  -  -  -  
 9.  -  +  -  
 10.  -  -  -  
 11.  -  -  -  
 12.  -  -  -  

 
∆Ε: δεν έγινε 

 
 
 

   Στους 8 οροθετικούς ασθενείς της οµάδας ελέγχου η PCR έδωσε τα ακόλουθα 
αποτελέσµατα: όλα τα άτοµα ήταν θετικά για το γονίδιο gag,  
                      4/8 έδωσαν θετικό σήµα για το γονίδιο pol και  
                      6/8 έδωσαν θετικό σήµα για το γονίδιο env  
µε τα ολιγονουκλεοτιδικά ζεύγη εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν (πίνακας 21).  

 
 
 
 
ΠΙΝΑΚΑΣ 21: Ανίχνευση HIV-1 αλληλουχιών στο γονιδίωµα ολικών 
µονοπύρηνων κυττάρων (PBMCs) οροθετικών ατόµων µε PCR, µε 
εκκινητές που αντιστοιχούν στα γονίδια gag, pol και env του ιού 

                                                                

 Α/α  gag  pol  env  

 1.  +  +  +  
 2.  +  -  -  
 4.  +  +  +  
 5.  +  -  -  
 6.  +  +  +  
 7.  +  +  +  
 8.  +  -  +  
 9.  +  -  +  
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   Τα µολυσµένα µε HIV-1 κύτταρα CEM-A310 έδωσαν σε όλα τα πειράµατα θετικό 
σήµα, µε ζώνη στη θέση του αναµενόµενου µεγέθους του προϊόντος ενίσχυσης.  
   Κανένα από τα δείγµατα που χρησιµοποιήθηκαν σαν αρνητικοί µάρτυρες δεν 
εµφάνισε θετικό σήµα µε τους εκκινητές και ανιχνευτές που χρησιµοποιήθηκαν.  
 
Όλα τα δείγµατα ελέγχθηκαν εις διπλούν και όλα τα θετικά αποτελέσµατα 
επαναλήφθηκαν για επαλήθευση, µε τα ίδια ζεύγη εκκινητικών µορίων.   
 
 
 

 
 
Εικόνα 7: Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης µετά την PCR σε ολικά 
µονοπύρηνα κύτταρα µε εκκινητικά µόρια αντίστοιχα των γονιδίων gag (Α) και pol (Β). 
Α. 1: κύτταρα CEM-A310, 2: οροαρνητικός αιµοδότης, 3: άτοµο α/α 7, 4: κύτταρα 
CEM-A310 µολυσµένα µε HIV. Αναµενόµενο µέγεθος του προϊόντος ενίσχυσης 214 bp. 
Β. 1: οροαρνητικός αιµοδότης, 2: άτοµο α/α 6, 3: άτοµο α/α 9, 4: κύτταρα CEM-A310 
µολυσµένα µε HIV. Αναµενόµενο µέγεθος του προϊόντος ενίσχυσης 104 bp. 
 
 
 

2β. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) σε µακροφάγα 
   Η διαπίστωση της παρουσίας αλληλουχιών που στο Southern blot υβριδίζονταν µε 
τα gag-pol και env θραύσµατα του κλώνου HXB2 του HIV-1 στο γενωµικό DNA 
µακροφάγων του αµφίβολου ατόµου α/α 2 (ενώ τα ολικά µονοπύρηνα κύτταρα ήταν 
αρνητικά) µας οδήγησε να δοκιµάσουµε τον γονιδιακό πολλαπλασιασµό και σε 
µακροφάγα, σε όσα από τα άτοµα υπήρχε διαθέσιµο DNA.   
   Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης και ο υβριδισµός έγιναν όπως ακριβώς 
περιγράφηκε παραπάνω για τα ολικά µονοπύρηνα κύτταρα, σε DNA από 
εµπλουτισµένα µακροφάγα (ΜΦ) 8 ατόµων της οµάδας µελέτης. Χρησιµοποιήθηκαν τα 
ίδια ζεύγη εκκινητικών µορίων για τα γονίδια gag, pol και env του HIV-1 και οι 
αντίστοιχοι ανιχνευτές. 
Θετικοί µάρτυρες ήταν κύτταρα CEM-A310 µολυσµένα µε HIV-1 και DNA από 
µακροφάγα από τα οκτώ οροθετικά άτοµα που αποτέλεσαν τους θετικούς µάρτυρες 
και στο γονιδιακό πολλαπλασιασµό σε ολικά µονοπύρηνα κύτταρα.  
Σαν αρνητικοί µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα DNA από µακροφάγα 12 
οροαρνητικών για VDRL, HIV και HBsAg αιµοδοτών και κύτταρα της σειράς CEM-A310.    
 
   Από την οµάδα των 8 αµφίβολων ατόµων, κανένα δείγµα δεν ήταν θετικό για τα 
γονίδια gag και env, ενώ ένα βρέθηκε θετικό για το γονίδιο pol (πίνακας 22).  
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   Τα µολυσµένα µε HIV-1 κύτταρα CEM-A310 έδωσαν σε όλα τα πειράµατα θετικό 
σήµα, µε ζώνη στη θέση του αναµενόµενου µεγέθους του προϊόντος ενίσχυσης.  
   Κανένα από τα δείγµατα που χρησιµοποιήθηκαν σαν αρνητικοί µάρτυρες δεν 
εµφάνισε θετικό σήµα µε τους εκκινητές και ανιχνευτές που χρησιµοποιήθηκαν.     

 
ΠΙΝΑΚΑΣ 22: Ανίχνευση HIV-1 αλληλουχιών στο γονιδίωµα 

µακροφάγων (ΜΦ) αµφίβολων ατόµων µε PCR, µε εκκινητές που 
αντιστοιχούν στα γονίδια gag, pol και env του ιού 

                                                                            

 Α/α  gag  pol  env  

 2.  -  -  -  
 3.  -  -  -  
 4.  -  -  -  
 5.  -  +  -  
 6.  -  -  -  
 7.  -  -  -  
 8.  -  -  -  
 9.  -  -  -  

 
                           
                      
   Στους 8 οροθετικούς ασθενείς της οµάδας ελέγχου η PCR έδωσε τα ακόλουθα 
αποτελέσµατα: σε όλα τα άτοµα διαπιστώθηκε θετικό σήµα για το γονίδιο gag,  
                      5/8 έδωσαν θετικό σήµα για το γονίδιο pol και  
                      6/8 για το γονίδιο env,  
µε τα ολιγονουκλεοτιδικά ζεύγη εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν (πίνακας 23).  
 
 

 
ΠΙΝΑΚΑΣ 23: Ανίχνευση HIV-1 αλληλουχιών στο γονιδίωµα 

µακροφάγων (ΜΦ) οροθετικών ατόµων µε PCR, µε εκκινητές που 
αντιστοιχούν στα γονίδια gag, pol και env του ιού 

                                                            

 Α/α  gag  pol  env  

 1.  +  +  +  
 2.  +  -  -  
 4.  +  +  +  
 5.  +  -  +  
 6.  +  +  +  
 7.  +  +  +  
 8.  +  -  +  
 9.  +  +  -  
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   Τα συνολικά αποτελέσµατα από την ιολογική και µοριακή διερεύνηση 
παρουσίας HIV στα άτοµα µε αδιευκρίνιστο Western blot που συγκέντρωναν 
τα περισσότερα στοιχεία πιθανής µόλυνσης, παρουσιάζονται στον πίνακα 24. 
 
 

 
ΠΙΝΑΚΑΣ 24: Συνολικές ενδείξεις παρουσίας HIV σε άτοµα µε 

αδιευκρίνιστο Western blot 
 

Α/α 

 

Καλλιέργεια 
ιού# 

 Dot blot1 %θετικών   
p24 

κυττάρων2 

gp 120 

Southern 
blot 

PCR 

1. + (Ag,RT) - 13 14 - - 
2. + (Ag) +(gag,env,tat) 6 12 + (ΜΦ) - 

3. ±* (Ag) - ∆Ε ∆Ε - - 
4. ±* (Ag) - 5 5 - - 

5. +(Ag) - 0 0 - +(pol, ΜΦ)

6. + (Ag,RT) +(gag,env,tat) 6 12 - + (pol)  
7. + (Ag,RT) + (gag) 12 13 - + (gag)  
8. - + (gag,env) 0 0 - - 

9. - + (gag,env) 0 0 - + (pol)  
10. - + (gag,env) 0 0 - - 

11. - - 0 0 - - 
12. - - 0 0 - - 

 
# Θετική χαρακτηρίστηκε µία καλλιέργεια αν εµφάνιζε στο υπερκείµενο                         
δραστηριότητα RT>5000 cpm/ml ή/και παρουσία Ag p24.       
*Τιµή Agp24 ίση µε το κατώφλι της µεθόδου. 
1 Ανίχνευση HIV-σχετικών αλληλουχιών µε dot blot στο υπερκείµενο της καλλιέργειας. 
2  Επιφανειακή έκφραση των ιϊκών πρωτεϊνών στα κύτταρα της καλλιέργειας.  
ΜΦ: µακροφάγα. 
∆Ε: δεν έγινε 

 
 
 

444...   ΜΜΜΕΕΕΛΛΛΕΕΕΤΤΤΗΗΗ   ΦΦΦΑΑΑΙΙΙΝΝΝΟΟΟΤΤΤΥΥΥΠΠΠΟΟΟΥΥΥ   ΛΛΛΕΕΕΜΜΜΦΦΦΟΟΟΚΚΚΥΥΥΤΤΤΤΤΤΑΑΑΡΡΡΩΩΩΝΝΝ   
   Με δεδοµένο ότι κύριο χαρακτηριστικό της λοίµωξης από HIV είναι η µείωση του 
αριθµού των CD4+ Τ λεµφοκυττάρων και ότι αυτό µπορεί να παρατηρηθεί (παροδικά) 
στην οξεία φάση αµέσως µετά τη µόλυνση, εκτιµήσαµε τη σχέση CD4+/CD8+ στα 
περιφερικά Τ λεµφοκύτταρα των ύποπτων ατόµων σαν σχετικό δείκτη ανοσολογικής 
επάρκειας.  
Ο έλεγχος έγινε µε τη µέθοδο του έµµεσου ανοσοφθορισµού. 
 
   Φυσιολογικά ο λόγος αυτός είναι περίπου 2, ενώ τυπικά σε ασθενείς µε 
προχωρηµένη HIV λοίµωξη εµφανίζεται µικρότερος του 1. 
Πραγµατικά, στα οροθετικά για HIV άτοµα της οµάδας ελέγχου ο λόγος CD4/CD8 
ήταν, όπως αναµενόταν, χαµηλός και κυµάνθηκε από 0.4-1.4 (πίνακας 26). 
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   Σε 11 από τα 24 αµφίβολα άτοµα που µελετήθηκαν ο λόγος CD4+/CD8+ ήταν <1.0.  
   Σε 7 ακόµα άτοµα ήταν χαµηλότερος του φυσιολογικού και κυµαινόταν µεταξύ 1.05 
και 1.13.  
Στα υπόλοιπα άτοµα ο λόγος ήταν µεγαλύτερος του 1.5 (εύρος 1.69-2.06), όπως και 
στους φυσιολογικούς µάρτυρες (πίνακας 25).  
   Ο απόλυτος αριθµός των CD4+ κυττάρων στα άτοµα µε µη καταληκτικό Western 
blot κυµαινόταν µεταξύ 424 και 1215/dL, ενώ στους φυσιολογικούς αιµοδότες µεταξύ 
725 και 1493/dL. 
 
   Σαν αρνητικοί µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν εθελοντές αιµοδότες, αντίστοιχης 
ηλικίας και φύλου µε τα άτοµα της οµάδας µελέτης, οροαρνητικοί για HBsAg και HIV.  
   

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 25: φαινοτυπική ανάλυση Τ λεµφοκυττάρων στην οµάδα 
µελέτης 

 
 

A/α CD4+ (%) CD8+ (%)  CD4/CD8  Αξιολόγηση 
1. 56 30  1.87  Φ 
2. 62 64  0.97  ↓↓ 
3. 36 20  1.8  Φ 
4. 56 33  1.7  Φ 
5. 53 29  1.8  Φ 
6. 44 65  0.67  ↓↓ 
7. 49 45  1.09  ↓ 
8. 32 45  0.71  ↓↓ 
9. 54 62  0.87  ↓↓ 
10. 32 49  0.65  ↓↓ 
11. 13 51  0.25  ↓↓ 
12. 37 35  1.05  ↓ 
13. 43 38  1.13  ↓ 
14. 27 30  0.9  ↓↓ 
15. 64 31  2.06  Φ 
16. 59 53  1.11  ↓ 
17. 22 23  0.95  ↓↓ 
18. 29 21  1.38  Φ 
19. 51 47  1.08  ↓ 
20. 36 60  0.6  ↓↓ 
21 13 22  0.59  ↓↓ 
22. 44 43  1.02  ↓ 
23. 40 55  0.72  ↓↓ 
24. 55 50  1.1  ↓ 

 
Φ: φυσιολογικός (1.7-2.1),   ↓: µειωµένος (1.05-1.13),   ↓↓: πολύ µειωµένος (<1) 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 26: φαινοτυπική ανάλυση Τ λεµφοκυττάρων στην οµάδα 
ελέγχου 

 

A/α CD4+ (%) CD8+ (%)  CD4/CD8  Αξιολόγηση 
1. 32 46  0.69  ↓↓ 
2. 49 45  1.1  ↓ 
3. 32 64  0.5  ↓↓ 
4. 28 47  0.6  ↓↓ 
5. 42 33  1.27  ↓ 
6. 54 41  1.3  ↓ 
7. 42 64  0.66  ↓↓ 
8. 49 35  1.4  ↓ 
9. 31 51  0.6  ↓↓ 
10. 56 57  0.98  ↓↓ 
11. 31 32  0.97  ↓↓ 
12. 23 56  0.41  ↓↓ 
13. 27 67  0.4  ↓↓ 
14. 51 36  1.4  ↓ 
 
Φ: φυσιολογικός (1.7-2.1),   ↓: µειωµένος ,   ↓↓: πολύ µειωµένος (<1) 

 
 
 

555...   ΟΟΟΡΡΡΟΟΟΛΛΛΟΟΟΓΓΓΙΙΙΚΚΚΟΟΟΣΣΣ   ΕΕΕΛΛΛΕΕΕΓΓΓΧΧΧΟΟΟΣΣΣ   ΤΤΤΩΩΩΝΝΝ   ΕΕΕΡΡΡΩΩΩΤΤΤΙΙΙΚΚΚΩΩΩΝΝΝ   
ΣΣΣΥΥΥΝΝΝΤΤΤΡΡΡΟΟΟΦΦΦΩΩΩΝΝΝ   ΑΑΑΜΜΜΦΦΦΙΙΙΒΒΒΟΟΟΛΛΛΩΩΩΝΝΝ   ΑΑΑΤΤΤΟΟΟΜΜΜΩΩΩΝΝΝ   

   Ζητήθηκε από τα άτοµα της οµάδας µελέτης να παραπέµψουν για HIV έλεγχο τους 
ερωτιικούς συντρόφους τους. Αυτό έγινε λιγότερο µε σκοπό να διευκρινιστεί αν 
κάποιος από αυτούς ήταν µολυσµένος από HIV (θεωρήθηκε απίθανο µε τα στοιχεία 
που είχαµε από την οµάδα µελέτης) και περισσότερο για να έχουµε κάποια εικόνα της 
αντίδρασης στον πρωτογενή έλεγχο συγκριτικά µε τα άτοµα της οµάδας µελέτης. 
Στην οµάδα αυτή κατατάσσεται ουσιαστικά και η έγκυος α/α 21, που ήταν σύζυγος 
αιµοδότη (α/α 11) µε αδιευκρίνιστο Western blot. 
   Η πρόταση δεν έγινε στους αιµοκαθαιρόµενους ασθενείς µετά από συνεννόηση µε 
τη µονάδα τεχνητού νεφρού. 
   Συνολικά προσήλθαν για ορολογικό έλεγχο HIV 8 υγιή άτοµα, 2 άνδρες και 6 
γυναίκες. Οι 6 γυναίκες ήταν σύζυγοι των αιµοδοτών µε α/α 3,8,11,13,17,18 και οι 2 
άνδρες οι σύζυγοι των εγκύων µε α/α 5 και 24. Κανένας παράγοντας κινδύνου για HIV 
λοίµωξη δεν αναγνωρίστηκε από το ιστορικό που έδωσαν. Το HBsAg και η VDRL ήταν 
αρνητικά σε όλους. 
 
   Η ELISA για HIV-1 (µε αντιδραστήρια δύο εταιρειών) και HIV-2 έδωσε τελείως 
αρνητικά αποτελέσµατα. Η µοναδική τιµή που, αν και σαφώς αρνητική, διέφερε από 
τις υπόλοιπες ήταν της εγκύου συζύγου του αιµοδότη µε α/α 11, η οποία τελικά 
συµπεριλήφθηκε στην οµάδα µελέτης (πίνακας 27). 
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   Ο έλεγχος µε Western blot πρώτης γενιάς που ακολούθησε, αποκάλυψε την 
παρουσία αντι-gag αντισωµάτων σε 5 από τα 8 άτοµα για τον HIV-1 και µόνο σε ένα 
για τον HIV-2.  
Η αντίδραση στο blot του HIV-1 στρεφόταν βασικά έναντι των p18 (4/5) και p24 
(3/5). Σε δύο άτοµα υπήρχε πρωτεϊνική ζώνη στην περιοχή της p24 και σε ένα ακόµα 
στην περιοχή της p55 (η α/α 21 της οµάδας µελέτης), χωρίς όµως να είναι απόλυτα 
σίγουρο ότι ήταν ιϊκής προέλευσης (πίνακας 27).  
Για τον HIV-2 το µοναδικό δείγµα µε αδιευκρίνιστο blot ανήκε στην έγκυο µε α/α 21 
της οµάδα µελέτης.   
   Όλες αυτές οι αντιδράσεις χαρακτηρίζονταν σαν µη ειδικές µετά τον έλεγχο µε 
συνθετικά πεπτίδια (RIBA). 

 
   Τελικά, η εικόνα του Western blot στους ερωτικούς συντρόφους των αµφίβολων 
ατόµων δεν είχε κάποια εµφανή οµοιότητα µε την αντίστοιχη των ατόµων της οµάδας 
µελέτης.  
Το ποσοστό των αδιευκρίνιστων Western blots στους συντρόφους των 
αµφίβολων ατόµων ήταν, πάντως, υψηλό και µη αναµενόµενο µε βάση τις 
αρνητικές τιµές του πρωτογενούς ελέγχου.  
 
 
ΠΙΝΑΚΑΣ 27: Αναλυτικά αποτελέσµατα πρωτογενούς ελέγχου και 
επιβεβαιωτικών δοκιµασιών σε ερωτικούς συντρόφους ατόµων µε 

αµφίβολο W. blot 
                        

Α/α ΣΤΟΙΧΕΙΑ 
ΣΥΝΤΡΟΦΟΥ 

ELISA HIV-1 
Pasteur Abbott 

LAV  
blot-1  

RIBA ELISA 
HIV-2 

LAV 
blot-2 

1. Γ, σύζυγος 3, 38 ετών  0.002           0.035 - - 0.008 - 

2. Α, σύζυγος 5, 32 ετών  0.040           0.024 - - 0.039 - 

3. Γ, σύζυγος 8, 20 ετών  0.028           0.003 p24ασθ - 0.004 - 

4. Γ, σύζυγος 11, 22 ετών  0.121           0.065 p18,24,55± - 0.055 p16,26 

5. Γ, µνηστή 13, 19 ετών  0.006           0.034 p18,24± - 0.005 - 

6. Γ, σύζυγος 17, 31 ετών  0.016           0.049 p18,24ασθ - 0.005 - 

7. Γ, σύζυγος 18, 43 ετών  0.050           0.060 p18,24± - 0.020 - 

8. Α, σύζυγος 24, 38 ετών  0.024           0.046 - - 0.033 - 

 
Οι τιµές του κατωφλίου της ELISA Abbott ήταν κατά σειρά: 0.224, 0.280, 0.233, 
0.246, 0.233, 0.215, 0.186, 0.204. 
Ισχύουν οι διευκρινίσεις που δόθηκαν και για τον πίνακα 4. 
 
 
 
   Στον πίνακα 28 δίνονται συγκριτικά τα αποτελέσµατα του πρωτογενούς 
ελέγχου στα άτοµα της οµάδας µελέτης (µε α/α του πίνακα 4) και στους 
ερωτικούς τους συντρόφους. 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 28: Συγκριτικά αποτελέσµατα πρωτογενούς ελέγχου και 
επιβεβαιωτικών δοκιµασιών στα άτοµα της οµάδας µελέτης των 

οποίων ελέγχθηκαν οι ερωτικοί σύντροφοι 
                                                 

 ELISA 
HIV-1 

ELISA 
HIV-2 

LAV blot-1 Pasteur LAV blot-
2 Pasteur 

RIBA 

1.  α/α 3 ± - ± (p24,40,55) ± (p26ασθ) - 
   Σύζυγος 3 - - - - - 
2.  α/α 5 + - ± (p18,40,55,gp41ασθ) - - 
   Σύζυγος 5 - - - - - 
3.  α/α 8 ± - ± (p18,24,55) - - 
   Σύζυγος 8 - - ± (p24ασθ) - - 
4.  α/α 11 ± - ± (p18,24,55) ± (p16,26) - 
   Σύζυγος 11 ± - ± (p18,24,55±) ± (p16,26) - 
5.  α/α 13 + - ± (p18,24,40,55 ) ± (p16) - 
   Σύζυγος 13 - - ± (p18,24±) - - 
6.  α/α 17 + ± ± (p18,24) ± (p26) - 

   Σύζυγος 17 - - ± (p18,24ασθ) - - 

7.  α/α 18 + + ± (p18,24,40,55) ± (p16,26) p24 

   Σύζυγος 18 - - ± (p18,24±) - - 

8.  α/α 24 + - ± (p24,40,55) ± (p26) p24 
   Σύζυγος 24 - - -  - 

 
 
 
 
 
 

666...   ΤΤΤΕΕΕΛΛΛΙΙΙΚΚΚΗΗΗ   ΑΑΑΝΝΝΑΑΑΛΛΛΥΥΥΣΣΣΗΗΗ   
 
   Με την ενσωµάτωση των αποτελεσµάτων όλων των δοκιµασιών που έγιναν για τη 
διερεύνηση παρουσίας HIV σε άτοµα µε αδιευκρίνιστο Western blot στα οποία ο 
έλεγχος ολοκληρώθηκε, ο συγκεντρωτικός πίνακας (24) µετατρέπεται στον 
τελικό πίνακα 29. 
 



 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 29: Συνολικές ενδείξεις παρουσίας HIV σε άτοµα µε αδιευκρίνιστο Western blot 
 

Α/α Αντίδραση 
αντι-HIV 

Καλλιέργεια 
ιού# 

Dot blot‡ Southern 
blot 

PCR Εξέλιξη 
ELISA 

Εξέλιξη 

W. blot 

Λόγος 
CD4/CD8 

Συµπέρασµα 

1. Ειδική + (Ag,RT) - - - + ± Φ Πιθανή µόλυνση 

2. Ειδική + (Ag) + (gag,env,tat) + (ΜΦ) - - - ↓↓ Πιθανή µόλυνση 

3. Μη ειδική ±* (Ag) - - - - ± Φ ∆ιασταυρούµενη 
αντίδραση  

4. Μη ειδική ±* (Ag) - - - - - Φ ∆ιασταυρούµενη 
αντίδραση 

5. Μη ειδική + (Ag) - - + (pol, ΜΦ) - ± Φ Πιθανή µόλυνση 

6. Ειδική + (Ag,RT) + (gag,env,tat) - + (pol) - ± ↓↓ Πιθανή µόλυνση 

7. Μη ειδική + (Ag,RT) +  (gag) - + (gag) + ± ↓ Πιθανή µόλυνση 

8. Μη ειδική - + (gag,env) - - - ± ↓↓ Άγνωστο 

9. Ειδική - + (gag,env) - + (pol) + ± ↓↓ Πιθανή µόλυνση 

10. Ειδική - + (gag,env) - - + ± ↓↓ Πιθανή µόλυνση 

11. Μη ειδική - - ∆Ε - ∆Ε ∆Ε 
↓↓ ∆ιασταυρούµενη 

αντίδραση 
12. Μη ειδική - - ∆Ε - ± ± ↓ ∆ιασταυρούµενη 

αντίδραση 
 

        # Θετική χαρακτηρίστηκε µία καλλιέργεια αν εµφάνιζε στο υπερκείµενο δραστηριότητα RT>5000 cpm/ml ή/και παρουσία Agp24       
        * Τιµή Agp24 ίση µε το κατώφλι της µεθόδου  
        ‡ Ανίχνευση αντίστοιχων HIV-σχετικών αλληλουχιών µε dot blot στο υπερκείµενο της καλλιέργειας  
        ∆Ε: δεν έγινε
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   Ο αιµοδότης α/α 1:  
Αρχικά εµφάνιζε θετικό αποτέλεσµα στην ELISA και παρουσία αντισωµάτων έναντι 4 
πρωτεϊνών gag του HIV-1 στο Western blot (WB) πρώτης γενιάς. 
Φαινότυπος λεµφοκυττάρων: Ο λόγος CD4/CD8 ήταν φυσιολογικός (1.86). 
Ορολογική διερεύνηση: Η χρήση ανασυνδυασµένων ιϊκών πρωτεϊνών (RIBA) έδειξε 
ότι η αντίδραση προς την p24 και την ενδονουκλεάση p31 ήταν ειδική. Η ELISA 
διατηρήθηκε θετική και το WB αδιευκρίνιστο, παρά την απώλεια πρωτεϊνικών 
κλασµάτων, για διάστηµα 15 µηνών.  
Ιολογική διερεύνηση: Τα κύτταρα του ατόµου εξέφραζαν ιϊκές πρωτεΐνες (p24 και 
gp120) σε χαµηλά ποσοστά. Στο υπερκείµενο της καλλιέργειας διαπιστώθηκε 
δραστηριότητα ανάστροφης µεταγραφάσης και παρουσία αντιγόνου p24, ενώ δεν 
ανιχνεύθηκε ιϊκό RNA.  
Μοριακή διερεύνηση: ∆εν ανιχνεύθηκαν ιϊκές αλληλουχίες στο χρωµοσωµικό DNA µε 
µοριακές τεχνικές (Southern blot και PCR).  

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑ: Παρατηρείται ειδική και επιµένουσα αντι-gag/pol αντίδραση στον 
ορό και παρουσία, στην καλλιέργεια, ρετροϊού που πολλαπλασιάζεται στις ίδιες 
συνθήκες µε τους HIVs και που το γονιδίωµά του διαφέρει σηµαντικά από των 
κλασσικών HIVs. 
 
   Ο αιµοδότης α/α 2: 
Αρχικά εµφάνιζε θετικό αποτέλεσµα στην ELISA (HIV-1 και HIV-2) και παρουσία 
αντισωµάτων έναντι 4 πρωτεϊνών gag του HIV-1 στο WB πρώτης γενιάς. 
Φαινότυπος λεµφοκυττάρων: Ο λόγος CD4/CD8 ήταν χαµηλός (0.98).  
Ορολογική διερεύνηση: Η χρήση ανασυνδυασµένων ιϊκών πρωτεϊνών (RIBA) έδειξε 
ότι η αντίδραση προς την p24 ήταν ειδική. Η ELISA (HIV-1 και HIV-2) και το WB για 
HIV-1 αρνητικοποιήθηκαν µετά από περίπου 1.5 χρόνο ενώ το WB για HIV-2 
παρέµεινε αδιευκρίνιστο.    
Ιολογική διερεύνηση: Τα κύτταρα του ατόµου εξέφραζαν ιϊκές πρωτεΐνες. Στο 
υπερκείµενο της καλλιέργειας διαπιστώθηκε παρουσία αντιγόνου p24 και αλληλουχιών 
που ήταν οµόλογες γονιδίων του HIV-1 (gag-pol, env, tat) και του HIV-2 (env), ενώ 
δεν ανιχνεύθηκε δραστηριότητα ανάστροφης µεταγραφάσης.  
Μοριακή διερεύνηση: Σε DNA από µακροφάγα ανιχνεύθηκαν µε Southern blot 
αλληλουχίες οµόλογες των περιοχών gag-pol και env του κλώνου ΗΧΒ2 του HIV-1, 
µεγέθους µεγαλύτερου από το αναµενόµενο. ∆εν ανιχνεύθηκαν ιϊκές αλληλουχίες 
ενσωµατωµένες στο χρωµοσωµικό DNA µε PCR.  

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑ: Παρά την ορολογική αρνητικοποίηση το άτοµο εµφανίζει ειδική 
αντι-gag αντίδραση, ενώ στην καλλιέργεια ανιχνεύεται ιός που το γονιδίωµά του έχει 
εµφανή οµολογία µε δοµικά και ρυθµιστικά γονίδια των κλασσικών HIVs. Επιπλέον, 
ανιχνεύονται στο χρωµοσωµικό DNA του ατόµου ενσωµατωµένες αλληλουχίες 
οµόλογες του HIV-1, αλλά εµφανώς µεταλλαγµένες.  
 
   Ο αιµοδότης α/α 3:  
Αρχικά εµφάνιζε υψηλό αρνητικό αποτέλεσµα στην ELISA και παρουσία αντισωµάτων 
έναντι 3 πρωτεϊνών gag του HIV-1 στο WB πρώτης γενιάς, καθώς και αντι-env 
αντισώµατα στο WB για HIV-2. 
Φαινότυπος λεµφοκυττάρων: Ο λόγος CD4/CD8 ήταν φυσιολογικός (1.8). 
Ορολογική διερεύνηση: Η χρήση ανασυνδυασµένων ιϊκών πρωτεϊνών (RIBA, Pepti-
LAV) έδειξε ότι η αντι-HIV-1/2 αντίδραση ήταν µη ειδική. Η ELISA αρνητικοποιήθηκε, 
όπως και το WB HIV-2, ενώ το WB HIV-1 παρέµεινε αδιευκρίνιστο (αντι-p24) για 1 
χρόνο, µε σταδιακή απώλεια πρωτεϊνικών κλασµάτων.  
Ιολογική διερεύνηση: Τα κύτταρα του ατόµου εξέφραζαν ιϊκές πρωτεΐνες (p24 και 
gp120) σε χαµηλά ποσοστά. Στο υπερκείµενο της καλλιέργειας διαπιστώθηκε οριακή 
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τιµή για παρουσία αντιγόνου p24, ενώ δεν ανιχνεύθηκε δραστηριότητα ανάστροφης 
µεταγραφάσης ούτε και ιϊκό RNA.  
Μοριακή διερεύνηση: ∆εν ανιχνεύθηκαν ιϊκές αλληλουχίες στο χρωµοσωµικό DNA µε 
µοριακές τεχνικές (Southern blot και PCR).  

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑ: Η επιµένουσα, µη ειδική, αντι-HIV-1/2 αντισωµατική απάντηση είναι 
πιθανότατα αποτέλεσµα διασταυρούµενης αντίδρασης, αφού δεν προέκυψε κάποιο 
στοιχείο από την ιολογική και µοριακή διερεύνηση που να θέτει σοβαρά την υπόνοια 
µόλυνσης από ιό σχετικό µε τους HIVs. 
    
   Ο αιµοδότης α/α 4:  
Αρχικά είχε πρακτικά αρνητικό αποτέλεσµα στον έλεγχο για HIV-1, όµως εµφάνιζε 
θετικό αποτέλεσµα στην ELISA HIV-2 και παρουσία αντισωµάτων έναντι 3 πρωτεϊνών 
gag στο αντίστοιχο WΒ.  
Φαινότυπος λεµφοκυττάρων: Ο λόγος CD4/CD8 ήταν φυσιολογικός (1.69). 
Ορολογική διερεύνηση: Η χρήση ανασυνδυασµένων ιϊκών πρωτεϊνών (RIBA) έδειξε 
ότι η αντι-gag αντίδραση ήταν µη ειδική. Η ELISA για HIV-2 παρέµεινε θετική για ένα 
χρόνο, ενώ  το WB αρνητικοποιήθηκε.  
Ιολογική διερεύνηση: Τα κύτταρα του ατόµου εξέφραζαν ιϊκές πρωτεΐνες (p24 και 
gp120) σε χαµηλά ποσοστά. Στο υπερκείµενο της καλλιέργειας διαπιστώθηκε µόνο 
οριακή τιµή για παρουσία αντιγόνου p24. 
Μοριακή διερεύνηση: ∆εν ανιχνεύθηκαν ιϊκές αλληλουχίες στο χρωµοσωµικό DNA µε 
µοριακές τεχνικές (Southern blot και PCR).  

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑ: Ισχύει ότι και για τον αιµοδότη α/α 3. Η επίµονα θετική, σε χαµηλό 
τίτλο, τιµή στην ELISA HIV-2 είναι πιθανότατα διασταυρούµενη αντίδραση. 
 
   Η έγκυος α/α 5:  
Αρχικά εµφάνιζε πολύ υψηλή τιµή στην ELISA που διατηρήθηκε σε όλη τη διάρκεια 
της εγκυµοσύνης και παρουσία αντισωµάτων έναντι 3 πρωτεϊνών gag και της gp41 
του HIV-1 στο WB. 
Φαινότυπος λεµφοκυττάρων: Ο λόγος CD4/CD8 ήταν φυσιολογικός (1.8). 
Ορολογική διερεύνηση: Η χρήση ανασυνδυασµένων ιϊκών πρωτεϊνών (RIBA, Pepti-
LAV) έδειξε ότι η αντι-HIV-1 αντίδραση δεν ήταν ειδική. Η ELISA αρνητικοποιήθηκε  
µετά τον τοκετό αλλά το WB, παρά την απώλεια των περισσότερων πρωτεϊνικών 
κλασµάτων, παρέµεινε αδιευκρίνιστο.  
Ιολογική διερεύνηση: Τα κύτταρα εξέφραζαν µόνο gp120 σε πολύ χαµηλά ποσοστά. 
Στο υπερκείµενο της καλλιέργειας διαπιστώθηκε παρουσία αντιγόνου p24.  
Μοριακή διερεύνηση: Με PCR ανιχνεύθηκαν ιϊκές αλληλουχίες οµόλογες του γονιδίου 
pol του HIV-1 ενσωµατωµένες στο DNA από µακροφάγα.  

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑ: Η διαπίστωση µη ειδικής αντι-gag/env αντίδρασης στη διάρκεια της 
κύησης η οποία πρακτικά υποχώρησε µετά τον τοκετό και η ανίχνευση µόνο 
αντιγόνου p24 (σε χαµηλό τίτλο) στην καλλιέργεια, θα µπορούσαν να αποδοθούν σε 
διασταυρούµενη αντίδραση. Η παρουσία, όµως, αλληλουχιών οµόλογων µε την 
περιοχή pol του HIV-1 ενσωµατωµένων στο χρωµοσωµικό DNA, αφήνει ανοικτή την 
πιθανότητα ύπαρξης ιού συγγενικού µε τους HIVs.  
 
   Η αιµοκαθαιρόµενη ασθενής α/α 6:  
Αρχικά εµφάνιζε θετικό αποτέλεσµα στην ELISA και παρουσία αντισωµάτων έναντι 4 
πρωτεϊνών gag του HIV-1 στο WB. 
Φαινότυπος λεµφοκυττάρων: Ο λόγος CD4/CD8 ήταν σαφώς µειωµένος (0.67). 
Ορολογική διερεύνηση: Η χρήση ανασυνδυασµένων ιϊκών πρωτεϊνών (RIBA) έδειξε 
ότι η αντίδραση προς την p24 ήταν ειδική. Περίπου 1.5 χρόνο µετά τον αρχικό έλεγχο 
η ασθενής εµφάνισε και αντι-gp160 αντισώµατα (επιπλέον των αντι-gag) στο WΒ, 
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αλλά το φαινόµενο ήταν παροδικό καθώς σε επόµενο έλεγχο διαπιστώθηκε 
οροϋποστροφή. Τελικά, µετά πάροδο τριετίας και µετά από εναλλαγές µεταξύ υψηλών 
θετικών και σαφώς αρνητικών τιµών, η ELISA αρνητικοποιήθηκε αλλά η αντι-p24 
αντίδραση στο WB διατηρήθηκε.   
Ιολογική διερεύνηση: Τα κύτταρα της ασθενούς εξέφραζαν ιϊκές πρωτεΐνες σε 
ιδιαίτερα υψηλά ποσοστά. Στο υπερκείµενο της καλλιέργειας διαπιστώθηκε 
δραστηριότητα ανάστροφης µεταγραφάσης, παρουσία αντιγόνου p24 και 
ανιχνεύθηκαν αλληλουχίες που υβριδίζονταν και µε τα τρία θραύσµατα του κλώνου 
HXB2 του HIV-1 (gag-pol, env, tat) που χρησιµοποιήθηκαν σαν ανιχνευτές στο dot-
blot. 
Μοριακή διερεύνηση: Με PCR ανιχνεύθηκαν ιϊκές αλληλουχίες οµόλογες του γονιδίου 
pol ενσωµατωµένες στο DNA των µονοπύρηνων κυττάρων του περιφερικού αίµατος.  

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑ: Η συγκεκριµένη ασθενής εµφανίζει ειδική αντι-gag αντίδραση που 
παραµένει για χρόνια, ενώ στην καλλιέργεια ανιχνεύεται πολλαπλασιαζόµενος ρετροϊός 
που το γονιδίωµά του έχει εµφανή οµολογία µε δοµικά και ρυθµιστικά γονίδια του 
HIV-1. Επιπλέον, ανιχνεύονται στο χρωµοσωµικό DNA του ατόµου ενσωµατωµένες 
αλληλουχίες οµόλογες του γονιδίου pol του HIV-1. Τα δεδοµένα αυτά υποδεικνύουν 
σαφώς την παρουσία ιού σχετικού µε τον κλασσικό HIV-1.  
  
   Ο αιµοδότης α/α 7:  
Αρχικά εµφάνιζε υψηλό αρνητικό αποτέλεσµα στην ELISA και παρουσία αντισωµάτων 
έναντι 4 πρωτεϊνών gag και της πολυµεράσης του HIV-1 στο WB πρώτης γενιάς. 
Φαινότυπος λεµφοκυττάρων: Ο λόγος CD4/CD8 ήταν χαµηλότερος του φυσιολογικού 
(1.08). 
Ορολογική διερεύνηση: Η χρήση ανασυνδυασµένων ιϊκών πρωτεϊνών (RIBA) έδειξε 
ότι η αντίδραση προς τις gag-pol πρωτεΐνες δεν ήταν ειδική. Η ELISA διατηρήθηκε 
θετική και το WB αδιευκρίνιστο (αντι-p24), παρά την απώλεια πρωτεϊνικών 
κλασµάτων, για διάστηµα 10 µηνών.  
Ιολογική διερεύνηση: ∆εν διαπιστώθηκε µεµβρανική έκφραση ιϊκών πρωτεϊνών στα 
κύτταρα. Στο υπερκείµενο της καλλιέργειας διαπιστώθηκε δραστηριότητα ανάστροφης 
µεταγραφάσης, παρουσία αντιγόνου p24 και ανιχνεύθηκαν αλληλουχίες οµόλογες της 
gag-pol περιοχής του HIV-1.  
Μοριακή διερεύνηση: Με PCR ανιχνεύθηκαν ιϊκές αλληλουχίες οµόλογες του γονιδίου 
gag ενσωµατωµένες στο DNA των µονοπύρηνων κυττάρων.  

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑ: Στον αιµοδότη αυτόν παρατηρείται επιµένουσα, αλλά µη ειδική, 
αντι-gag/pol αντίδραση και παρουσία πολλαπλασιαζόµενου ρετροϊού στην καλλιέργεια, 
µε εµφανή οµολογία µε τον HIV-1. Επιπλέον, η ανίχνευση ενσωµατωµένων στο 
χρωµοσωµικό DNA αλληλουχιών οµόλογων της διατηρηµένης gag περιοχής του HIV-
1, κατευθύνει προς την παρουσία ιού σχετικού µε τους κλασσικούς HIVs. 
 
   Ο αιµοδότης α/α 8:  
Αρχικά εµφάνιζε υψηλό αρνητικό αποτέλεσµα στην ELISA και παρουσία αντισωµάτων 
έναντι 3 πρωτεϊνών gag του HIV-1 στο WB. 
Φαινότυπος λεµφοκυττάρων: Ο λόγος CD4/CD8 ήταν χαµηλός (0.71).   
Ορολογική διερεύνηση: Η χρήση ανασυνδυασµένων ιϊκών πρωτεϊνών (RIBA) έδειξε 
ότι η αντι-gag αντίδραση ήταν µη ειδική. Μετά από 6 µήνες η ELISA είχε 
αρνητικοποιηθεί, αλλά το WB παρέµεινε αδιευκρίνιστο (αντι-p24) για 1 χρόνο.  
Ιολογική διερεύνηση: Τα κύτταρα του ατόµου εξέφραζαν µόνο p24 σε χαµηλό 
ποσοστό. Στο υπερκείµενο της καλλιέργειας δεν διαπιστώθηκε δραστηριότητα 
ανάστροφης µεταγραφάσης ούτε παρουσία αντιγόνου p24, ενώ ανιχνεύθηκαν 
αλληλουχίες οµόλογες των γονιδίων gag-pol και env του HIV-1 µε dot blot .  
Μοριακή διερεύνηση: ∆εν ανιχνεύθηκαν ιϊκές αλληλουχίες στο χρωµοσωµικό DNA µε 
µοριακές τεχνικές (Southern blot και PCR).  
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ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑ: ∆ιαπιστώνεται µη ειδική αντι-gag αντίδραση στον ορό. Το αρνητικό 
αποτέλεσµα στην καλλιέργεια (µε κριτήρια τη δραστηριότητα ανάστροφης 
µεταγραφάσης και την παρουσία αντιγόνου p24) σε συνδυασµό µε την ανίχνευση στο 
υπερκείµενο αλληλουχιών οµόλογων µε δύο γονίδια του HIV-1, είναι δύσκολο να 
εκτιµηθούν.  
 
   Ο αιµοκαθαιρόµενος ασθενής α/α 9: 
Αρχικά εµφάνιζε θετικό αποτέλεσµα στην ELISA και παρουσία αντισωµάτων έναντι 4 
πρωτεϊνών gag του HIV-1 στο WB πρώτης γενιάς. 
Φαινότυπος λεµφοκυττάρων: Ο λόγος CD4/CD8 ήταν χαµηλός (0.87).  
Ορολογική διερεύνηση: Η χρήση ανασυνδυασµένων ιϊκών πρωτεϊνών (RIBA) έδειξε 
ότι η αντι-p24 αντίδραση ήταν ειδική. Τέσσερις µήνες αργότερα η ELISA 
αρνητικοποιήθηκε, αλλά ήταν πάλι θετική µετά από 3 χρόνια. Το WB διατηρήθηκε 
αδιευκρίνιστο σε όλο αυτό το διάστηµα, µε παραµονή τελικά µόνο του αντι-p24 
κλάσµατος.   
Ιολογική διερεύνηση: Τα κύτταρα του ατόµου εξέφραζαν µόνο gp120 σε υψηλό 
ποσοστό. Στο υπερκείµενο της καλλιέργειας δεν διαπιστώθηκε δραστηριότητα 
ανάστροφης µεταγραφάσης ούτε παρουσία αντιγόνου p24, ενώ ανιχνεύθηκαν 
αλληλουχίες οµόλογες των γονιδίων gag-pol των HIV-1 και HIV-2 και env του HIV-1 
µε dot blot.  
Μοριακή διερεύνηση: Με την PCR ανιχνεύθηκαν ιϊκές αλληλουχίες οµόλογες του 
γονιδίου pol του HIV-1 στο χρωµοσωµικό DNA.  

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑ: Η ειδική και παραµένουσα για µακρό διάστηµα αντι-gag αντίδραση, 
η αδυναµία αποµόνωσης ιού µε τις συνθήκες καλλιέργειας που χρησιµοποιήσαµε και η 
ανίχνευση, τόσο στο υπερκείµενο της καλλιέργειας όσο και στο χρωµοσωµικό DNA 
του ατόµου, αλληλουχιών οµόλογων µε γονίδια των HIV-1 και HIV-2, κατευθύνουν 
στην παρουσία ιού που σχετίζεται στενά µε τους HIVs. 
 
   Ο αιµοδότης α/α 10:  
Αρχικά εµφάνιζε θετικό αποτέλεσµα στην ELISA και παρουσία αντισωµάτων έναντι 3 
πρωτεϊνών gag και της ενδονουκλεάσης (p34) του HIV-1 στο WB πρώτης γενιάς. 
Φαινότυπος λεµφοκυττάρων: Ο λόγος CD4/CD8 ήταν πολύ χαµηλός (0.65). 
Ορολογική διερεύνηση: Η χρήση ανασυνδυασµένων ιϊκών πρωτεϊνών (RIBA) έδειξε 
ότι η αντίδραση έναντι της ενδονουκλεάσης ήταν ειδική. Μετά από 10 ηµέρες η ELISA 
ήταν ακόµη θετική, δεν δόθηκε όµως η ευκαιρία επανελέγχου αργότερα. Το WB 
παρέµεινε αδιευκρίνιστο µε απώλεια του p34 κλάσµατος.   
Ιολογική διερεύνηση: Τα κύτταρα του ατόµου δεν εξέφραζαν ιϊκές πρωτεΐνες. Η 
καλλιέργεια ήταν αρνητική, ενώ στο υπερκείµενο ανιχνεύθηκαν αλληλουχίες οµόλογες 
των γονιδίων gag-pol και env του HIV-1.  
Μοριακή διερεύνηση: ∆εν ανιχνεύθηκαν ιϊκές αλληλουχίες στο χρωµοσωµικό DNA µε 
µοριακές τεχνικές (Southern blot και PCR).  

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑ: Η ειδική αντι-gag/pol αντίδραση, η αδυναµία αποµόνωσης ιού µε 
καλλιέργεια και η ανίχνευση στο υπερκείµενο της καλλιέργειας αλληλουχιών οµόλογων 
µε τα δοµικά γονίδια του HIV-1, κατευθύνουν στην παρουσία ιού συγγενικού µε τους 
HIVs. 
 
   Ο αιµοδότης α/α 11: 
Αρχικά εµφάνιζε υψηλό αρνητικό αποτέλεσµα στην ELISA και παρουσία αντισωµάτων 
έναντι 3 πρωτεϊνών gag του HIV-1 στο WB. 
Φαινότυπος λεµφοκυττάρων: Ο λόγος CD4/CD8 ήταν εντυπωσιακά χαµηλός (0.25).  
Ορολογική διερεύνηση: Η χρήση ανασυνδυασµένων ιϊκών πρωτεϊνών (RIBA) έδειξε 
ότι η αντι-gag αντίδραση δεν ήταν ειδική. Η ορολογική εξέλιξη του ατόµου δεν είναι 
γνωστή, αφού αρνήθηκε να προσέλθει για επανέλεγχο. 
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Ιολογική διερεύνηση: Τα κύτταρα του ατόµου ήταν αρνητικά για έκφραση p24 και 
gp120. Η καλλιέργεια ήταν τελείως αρνητική. 
Μοριακή διερεύνηση: Southern blot δεν έγινε στο συγκεκριµένο άτοµο, ενώ η PCR 
ήταν αρνητική.  

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑ: Η µη ειδική αντι-HIV-1 αντισωµατική απάντηση φαίνεται να είναι 
αποτέλεσµα διασταυρούµενης αντίδρασης, αφού δεν προέκυψε κανένα στοιχείο από 
την ιολογική και µοριακή διερεύνηση που να θέτει σοβαρά την υπόνοια µόλυνσης από 
ιό σχετικό µε τους HIVs. 
 
   Η αιµοδότης α/α 12: 
Αρχικά εµφάνιζε θετικό αποτέλεσµα στην ELISA και παρουσία αντισωµάτων έναντι 2 
πρωτεϊνών gag του HIV-1 στο WB. 
Φαινότυπος λεµφοκυττάρων: Ο λόγος CD4/CD8 ήταν χαµηλός (1.05).  
Ορολογική διερεύνηση: Η χρήση ανασυνδυασµένων ιϊκών πρωτεϊνών (RIBA) έδειξε 
ότι η αντι-gag αντίδραση ήταν µη ειδική. Μετά παρέλευση 3 µηνών η ELISA ήταν 
οριακή και το WB αµετάβλητο. 
Ιολογική διερεύνηση: Τα κύτταρα του ατόµου εξέφραζαν ιϊκές πρωτεΐνες σε χαµηλό 
ποσοστό. Η καλλιέργεια ήταν τελείως αρνητική.  
Μοριακή διερεύνηση: Southern blot δεν έγινε στο συγκεκριµένο άτοµο, ενώ η PCR 
ήταν αρνητική.  

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑ: Όπως και για τον αιµοδότη α/α 11, η µη ειδική αντι-HIV-1 
αντίδραση είναι πιθανότατα διασταυρούµενη.  
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ΣΣΣΥΥΥΖΖΖΗΗΗΤΤΤΗΗΗΣΣΣΗΗΗ  
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ΣΣΣΥΥΥΖΖΖΗΗΗΤΤΤΗΗΗΣΣΣΗΗΗ   
 
   Καθώς δεν υπάρχει ακόµα διαθέσιµη αποτελεσµατική θεραπεία, η διάγνωση της 
λοίµωξης από HIV εξακολουθεί να αποτελεί πρόβληµα µε σοβαρές, εφ’ όρου ζωής, 
συνέπειες για το µολυσµένο άτοµο. Οι διαγνωστικές διαδικασίες επιβάλλεται να είναι 
λεπτοµερείς, εκµεταλλευόµενες όλες τις διαθέσιµες τεχνολογικές εξελίξεις. 
Ταυτόχρονα, όµως, είναι απαραίτητο να υπάρχει σε βάθος γνώση και κατανόηση των 
περιορισµών που συνοδεύουν την κάθε µία από αυτές.  
 

Επίπτωση λοίµωξης HIV 
   Η δήλωση των κρουσµάτων AIDS αποτελεί τον κυριότερο τρόπο παρακολούθησης 
της λοίµωξης HIV στις χώρες του ∆υτικού κόσµου. Στην Ελλάδα η καταγραφή τους 
ξεκίνησε το 1984 και είναι ανώνυµη, απόρρητη και υποχρεωτική. Το ποσοστό 
πληρότητας των δεδοµένων στη χώρα µας είναι υψηλό και εκτιµάται ότι φτάνει το 80-
90%, λόγω της δωρεάν χορήγησης αντιρετρο-ιϊκών φαρµάκων. Από το 1998 ξεκίνησε 
και η δήλωση των οροθετικών για HIV ατόµων, αφού θεωρήθηκε αναγκαία η 
επέκταση του επιδηµιολογικού συστήµατος ώστε να συλλεχθούν πληροφορίες για τις 
πιο πρόσφατες µολύνσεις και να είναι πληρέστερη η παρακολούθηση της επιδηµίας. 
Για τα προηγούµενα χρόνια (από το 1983) έγινε προσπάθεια αναδροµικής συλλογής 
των στοιχείων, αλλά µόνο τα δεδοµένα της τελευταίας δεκαετίας θεωρούνται 
αξιολογήσιµα σε ότι αφορά την πορεία της λοίµωξης HIV στην Ελλάδα.  
   Σύµφωνα µε τα στοιχεία του Κέντρου Ελέγχου Ειδικών Λοιµώξεων (Κ.Ε.Ε.Λ.) του 
Υπουργείου Υγείας και Πρόνοιας, ο αριθµός των δηλωθέντων HIV-οροθετικών ατόµων 
(συµπεριλαµβανόµένων των κρουσµάτων AIDS) στην πενταετία 1986-1990 είναι 678. 
Όπως προκύπτει από τα συνολικά αποτελέσµατα ελέγχου για HIV λοίµωξη του 
Κέντρου Αναφοράς AIDS Κρήτης στην πενταετία αυτή, 65 (9.6%) από τα παραπάνω 
άτοµα διαγνώστηκαν στην Κρήτη, ποσοστό υπερβολικά υψηλό αναλογικά µε τον 
πληθυσµό του νησιού. 
   Η επίπτωση της λοίµωξης HIV στην Κρήτη για τη συγκεκριµένη πενταετία φαίνεται 
να είναι, µε βάση τα στοιχεία µας, 0.096% σε σύνολο 67325 ατόµων που ελέγχθηκαν.  
Το ποσοστό αυτό είναι παραπλανητικό σε ότι αφορά τον Κρητικό πληθυσµό, για δύο 
λόγους:  
- στο συγκεκριµένο χρονικό διάστηµα ελέγχθηκαν στο Κέντρο Αναφοράς AIDS Κρήτης 
αρκετοί επιλεγµένοι οροί που εστάλησαν από διάφορα Νοσοκοµεία της χώρας για 
επιβεβαίωση, µετά από θετικό αποτέλεσµα στον πρωτογενή έλεγχο.  
- άτοµα που ανήκαν σε οµάδες µε συµπεριφορά υψηλού κινδύνου και προέρχονταν 
από άλλες περιοχές της Ελλάδας, παρουσιάστηκαν για έλεγχο και παρακολουθούνταν 
θεραπευτικά στην Κρήτη. 
Συνεπώς, η φαινοµενικά υψηλή συχνότητα λοίµωξης HIV που παρατηρήθηκε στην 
πενταετία 1986-1990 δεν αφορά πραγµατικά τον Κρητικό πληθυσµό, γεγονός που 
αποδείχθηκε τα επόµενα χρόνια.  
   Από µία συστηµατική πολυκεντρική µελέτη που έγινε σε 7 Κέντρα Αιµοδοσίας της 
Αττικής στο ίδιο χρονικό διάστηµα (1985-1990) και αφορούσε την επίπτωση της 
λοίµωξης HIV στον ελληνικό αιµοδοτικό πληθυσµό, φαίνεται ότι το ποσοστό 
θετικότητας κυµαινόταν περί το 0.02% (0.012% το 1985-0.025% το 1987) [453].  
 

Σχολιασµός αποτελεσµάτων 
Τα αποτελέσµατα που παρουσιάζονται στην παρούσα µελέτη βασίζονται στον έλεγχο 
µίας οµάδας ατόµων που θεωρητικά είχαν µικρό κίνδυνο µόλυνσης από HIV.  
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 Τα άτοµα που επελέγησαν λόγω αδιευκρίνιστου Western blot κατά τον έλεγχο του 
προς µετάγγιση αίµατος ήταν 17 εθελοντές περιστασιακοί αιµοδότες και το 
ερωτηµατολόγιο που συµπληρώθηκε από όλους, σαν ρουτίνα, δεν αποκάλυψε 
εµφανείς παράγοντες κινδύνου για λοίµωξη από HIV. ∆εν µπορεί βέβαια να 
αποκλειστεί η πιθανότητα κάποια άτοµα σε υψηλό κίνδυνο για µόλυνση από HIV να 
επιλέγουν την αιµοδοσία σαν τρόπο ελέγχου για τη λοίµωξη, αντί να παρουσιαστούν 
σε Κέντρο Αναφοράς AIDS, για καθαρά κοινωνικούς λόγους.  
 Οι 3 έγκυοι που ελέγχθηκαν για HIV λοίµωξη σε πλαίσια προγραµµατισµένου 
προγεννητικού ελέγχου, ήταν επίσης άτοµα µε αρνητικό ιστορικό για κίνδυνο HIV 
λοίµωξης. 
 Το ίδιο ισχύει και για τους 4 αιµοκαθαιρόµενους ασθενείς της Μονάδας Τεχνητού 
Νεφρού, κανένας από τους οποίους δεν είχε λάβει µετάγγιση αίµατος ή παραγώγων 
στο παρελθόν. 
 
   Στη δική µας µελέτη ο πρωτογενής έλεγχος για HIV λοίµωξη έγινε µε ανοσοενζυµική 
µέθοδο ELISA, µε αντιδραστήρια πρώτης και δεύτερης γενιάς.  
Τα άτοµα της οµάδας µελέτης επελέγησαν αρχικά µε βάση το αποτέλεσµα του 
πρωτογενούς ελέγχου, που ήταν επαναλαµβανόµενα θετική ή οριακή τιµή µε ένα 
τουλάχιστον από τα αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν. Το πρόβληµα που συχνά 
αποδίδεται στις ELISAs πρώτης γενιάς είναι η κάπως χαµηλότερη ευαισθησία σε σχέση 
µε τα νεώτερα αντιδραστήρια, που όµως δεν επηρέαζε την επιλογή των εξεταζόµενων 
ατόµων.    
   Τα αδιευκρίνιστα Western blots εντοπίστηκαν µε αντιδραστήρια πρώτης γενιάς, που 
χρησιµοποιούν κυτταρόλυµα ιού σαν αντιγόνο. Το γεγονός αυτό είναι γνωστό ότι 
οδηγεί µερικές φορές σε µη ειδικές αντιδράσεις που αποδίδονται στην παρουσία 
αντισωµάτων στον ορό που αναγνωρίζουν αντιγόνα της κυτταρικής σειράς στην οποία 
καλλιεργήθηκε ο ιός.  
 
   Με δεδοµένο ότι κάθε τεχνική έχει τα αδύνατα σηµεία και τους περιορισµούς της, 
επιχειρήθηκε ανάλυση των εξεταζόµενων ατόµων µε πολλαπλές προσεγγίσεις: έλεγχος 
της ειδικότητας της αντι-HIV αντίδρασης, παρακολούθηση της διαχρονικής εξέλιξης 
της ορολογικής εικόνας, ιολογική διερεύνηση µε καλλιέργεια κυττάρων και προσπάθεια 
αποµόνωσης και µετάδοσης του πιθανού ιού, ανίχνευση ενσωµατωµένων ιϊκών 
αλληλουχιών στο DNA των αµφίβολων ατόµων µε µοριακές τεχνικές, φαινοτυπική 
ανάλυση των Τ λεµφοκυττάρων, ορολογική διερεύνηση των ερωτικών συντρόφων 
των εξεταζόµενων. 
 

1. Ειδικότητα της αντι-HIV αντίδρασης.  
   Σε ποσοστό 37% (9/24 εξεταζόµενα άτοµα) οι ελεγχόµενοι οροί αντιδρούσαν µε 
ανασυνδυασµένη p24 ή/και p31 πρωτεΐνη, που χρησιµοποιούνται σαν αντιγόνα σε 
µεθόδους ανοσοαποτύπωσης δεύτερης γενιάς (RIBA). Το συµπέρασµα είναι ότι η 
αντίδραση που παρατηρείται στο Western blot πρώτης γενιάς είναι ειδική σε κάποια 
αµφίβολα άτοµα και οι επίτοποι που τα συγκεκριµένα αντισώµατα αναγνωρίζουν είναι 
ταυτόσηµοι ή πολύ παρεµφερείς µε αντίστοιχους των gag-pol πρωτεϊνών του HIV-1.  
   Αντίθετα, η αδυναµία ανίχνευσης αντισωµάτων έναντι των γλυκοπρωτεϊνών του 
περιβλήµατος των HIV-1 και HIV-2, χρησιµοποιώντας ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες και 
συνθετικά πεπτίδια σαν αντιγόνα (RIBA, Pepti-LAV), πιθανότατα σηµαίνει πραγµατική 
απουσία ανάπτυξης αντι-env αντισωµάτων. 

 

2. Ορολογική εξέλιξη.  
   Κανένα από τα άτοµα της οµάδας µελέτης δεν εµφάνισε οροµετατροπή για 
διάστηµα που κυµαινόταν από 2 µήνες µέχρι και 4 χρόνια. Επίσης, κανένας 
εξεταζόµενος δεν ανέφερε ούτε παρουσίασε συµπτώµατα συµβατά µε οροµετατροπή 
ή νόσο από HIV στο διάστηµα παρακολούθησης.    
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Παροδική εµφάνιση εικόνας συµβατής µε οροµετατροπή στο Western blot, σύµφωνα 
µε τα τότε κριτήρια του CDC, παρατηρήθηκε σε µία αιµοκαθαιρόµενη ασθενή που 
ελεγχόταν σε τακτά χρονικά διαστήµατα και, συνοδευόταν από υψηλή αρνητική τιµή 
στην ELISA. Μετά από 5 µήνες, η εικόνα του Western blot είχε πάλι υποστραφεί σε 
αδιευκρίνιστη, ενώ η ELISA ήταν σαφώς θετική. 
 

3. Επιφανειακή έκφραση ιϊκών πρωτεϊνών στα κύτταρα. 
   Σε ορισµένα άτοµα τα ολικά µονοπύρηνα κύτταρα και τα µακροφάγα του 
περιφερικού αίµατος εµφάνιζαν µεµβρανική έκφραση ιϊκών πρωτεϊνών, όπως έχει 
περιγραφεί στην τυπική λοίµωξη από HIV. Σε 35-45% από τις 22 περιπτώσεις που 
µελετήθηκαν τα PBMCs εξέφραζαν στην επιφάνειά τους, σε ποικίλο ποσοστό, 
πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από τα γονίδια gag (p24) και env (gp120) του HIV, 
όπως αποκαλύφθηκε µε έµµεσο ανοσοφθορισµό χρησιµοποιώντας τα αντίστοιχα 
µονοκλωνικά αντισώµατα. Το ίδιο διαπιστώθηκε και σε 70-80% των περιπτώσεων στις 
οποίες µελετήθηκαν εµπλουτισµένα ΜΦ.  
Παρόλο που σε κάποια άτοµα διαπιστώθηκαν ιδιαίτερα χαµηλά ποσοστά έκφρασης 
(µέχρι 2-3%), που εύκολα θα µπορούσαν να αποδοθούν στην υποκειµενικότητα της 
µεθόδου, παρόµοιες θετικότητες όµως βρέθηκαν και σε αποδεδειγµένα οροθετικούς 
για HIV λοίµωξη ασθενείς. Κατά συνέπεια, τα δεδοµένα αυτά συνηγορούν υπέρ της 
έκφρασης στη µεµβράνη των κυττάρων πρωτεϊνών που παρουσιάζουν επιτόπους που 
αναγνωρίζονται ειδικά από µονοκλωνικά αντισώµατα έναντι των p24 και gp120 του 
HIV. 
 

4. Καλλιέργεια/αποµόνωση ιού.  
   Πειράµατα συγκαλλιέργειας ολικών µονοπύρηνων κυττάρων του περιφερικού 
αίµατος των αµφίβολων ατόµων µε τη δεκτική στον HIV κυτταρική λευχαιµική σειρά 
CEM-A310,  αποκάλυψαν ενδείξεις παραγωγής ιού σε επτά άτοµα, όπως εκτιµήθηκε µε 
την ανίχνευση δραστηριότητας ανάστροφης µεταγραφάσης (RT) ή/και παρουσίας p24 
αντιγόνου στο υπερκείµενο. Η ιϊκή παραγωγή, όµως, ήταν µικρής διάρκειας και 
χαµηλού τίτλου. Επιπλέον, διαπιστώθηκε έκφραση των πρωτεϊνών p24 και gp120 του 
HIV στην επιφάνεια των κυττάρων της συγκαλλιέργειας, µετά από σήµανσή τους µε 
µονοκλωνικά αντισώµατα και έµµεσο ανοσοφθορισµό.  
   Στο ίζηµα από τα υπερφυγοκεντρηµένα υπερκείµενα της συγκαλλιέργειας 
ανιχνεύθηκαν αλληλουχίες που υβριδίζονταν µε θραύσµατα του κλώνου HXB2 του 
HIV-1, οµόλογα των γονιδίων gag-pol (8/20 άτοµα), env (9/20) και tat (2/20), του 
ιού, αλλά και µε θραύσµατα gag-pol (3/20) και env (2/20) του κλώνου ROD1.12 του 
HIV-2.  
Είναι γνωστό ότι η καλλιέργεια συχνά αποτυγχάνει στην αποµόνωση του HIV ακόµα 
και σε επιβεβαιωµένα οροθετικά άτοµα, ειδικά αν ο πολλαπλασιασµός του ιού 
διατηρείται σε χαµηλά επίπεδα. 
   Στη δική µας περίπτωση, η αδυναµία ανίχνευσης σηµαντικών επιπέδων 
δραστηριότητας Mg2+-εξαρτώµενης RT στα υπερκείµενα, παρά την ταυτόχρονη 
παρουσία αντιγόνου p24 και HIV-1-σχετικών αλληλουχιών, µπορεί να αποδοθεί σε 
πολύ χαµηλή αναπαραγωγή ιού ή σε ανεπάρκεια του πολλαπλασιασµού του λόγω 
γενετικών µεταλλάξεων. Συµβατή µε την υπόθεση αυτή είναι η διαπίστωση µικρού 
αριθµού θετικών για tat αλληλουχίες δειγµάτων, εύρηµα που κατευθύνει προς την 
ύπαρξη στελέχους µε σηµαντική µετάλλαξη στη συγκεκριµένη περιοχή του 
γονιδιώµατος, που αποτελεί ισχυρότατο ενεργοποιητή της µεταγραφής του HIV. 
Επειδή τα πειράµατα προσαρµόστηκαν στις συνθήκες πολλαπλασιασµού των HIVs, 
είναι επίσης πιθανό ο ιός που ανιχνεύεται να απαιτεί συνθήκες καλλιέργειας 
διαφορετικές για άριστη αναπαραγωγή. 
 
   Η ταυτόχρονη ανίχνευση σε ορισµένα υπερκείµενα αλληλουχιών οµόλογων µε 
διαφορετικά γονίδια των HIV-1 και HIV-2, θα µπορούσε θεωρητικά να σηµαίνει διπλή 
µόλυνση ή διασταυρούµενη αντίδραση µεταξύ τους λόγω µόλυνσης από τον έναν 
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(πιθανότερα τον HIV-1). Λαµβάνοντας υπόψη το σύνολο των ευρηµάτων, όµως, είναι 
πολύ πιθανότερο να υποδηλωνει την παρουσία ενός RNA ιού συγγενικού µε τους 
HIVs, αλλά διαφορετικό. ∆ύσκολα το φαινόµενο µπορεί να θεωρηθεί σαν µη ειδικό και 
να αποδοθεί στην απελευθέρωση κατά τον κυτταρικό θάνατο νουκλεοτιδικών 
αλληλουχιών που υβριδίζονται µη ειδικά µε ιϊκά θραύσµατα λόγω τυχαίας 
νουκλεοτιδικής οµολογίας, γιατί η ταυτόχρονη ανίχνευση αλληλουχιών από 
διαφορετικά δοµικά γονίδια αποδυναµώνει σαφώς το επιχείρηµα αυτό. 
 

5. Καλλιέργεια/µετάδοση ιού.  
   Επανειλληµµένες απόπειρες µετάδοσης του πιθανού ιού σε κύτταρα δεκτικά στη 
µόλυνση από HIV, όπως η λευχαιµική σειρά CEM-A310 και τα διεγερµένα µε PHA-P 
φυσιολογικά λεµφοµονοκύτταρα, απέτυχαν.  
Αν ο υποθετικός ιός είναι σχετικός µε τους κλασσικούς HIVs, η αποτυχία αυτή µπορεί 
να οφείλεται στα κύτταρα-στόχους που χρησιµοποιήσαµε ή σε τεχνικά προβλήµατα, 
αλλά ενδεχόµενα υποδεικνύει ότι η αναπαραγωγική και µολυσµατική ικανότητα του 
στελέχους είναι περιορισµένη. Στην περίπτωση αυτή η αδυναµία µόλυνσης δεκτικών 
κυττάρων ίσως αντανακλά σηµαντικές γενετικές µεταλλάξεις, όπως έχει ήδη 
ανακοινωθεί [413]. 
Αντίθετα, ο υποθετικός µολυσµατικός παράγοντας µπορεί να µην σχετίζεται µε τους 
HIVs και να απαιτεί σηµαντικά διαφορετικές συνθήκες καλλιέργειας από τις 
χρησιµοποιούµενες για αυτούς.  
 

6. Ανίχνευση ενσωµατωµένων ιϊκών αλληλουχιών µε Southern blot.    
   Ανάλυση µε Southern blot του DNA από µακροφάγα ενός ατόµου αποκάλυψε την 
ύπαρξη αλληλουχιών που υβριδίζονταν µε ειδικούς gag-pol και env cDNA δείκτες του 
HIV-1. Οι διαφορές µεγέθους που παρατηρήθηκαν ανάµεσα στις ενσωµατωµένες 
αλληλουχίες και τα οµόλογά τους gag-pol και env θραύσµατα του κλώνου HXB2 του 
HIV-1 υποδηλώνουν ότι οι δύο ιοί δεν είναι πανοµοιότυποι. Οι διαφορές µπορούν να 
αποδοθούν στην καλά τεκµηριωµένη γενετική πολυµορφία των HIVs ή στην παρουσία 
ιού που, αν και γονιδιακά παραπλήσιος, εµφανίζει σηµαντικές γενετικές µεταλλάξεις σε 
σύγκριση µε τα άγρια στελέχη HIV-1.  
Η αδυναµία διαπίστωσης ενσωµατωµένου προϊού στα ολικά µονοπύρηνα κύτταρα του 
ίδιου ατόµου, αλλά και στις άλλες περιπτώσεις που µελετήθηκαν µε τη µέθοδο του 
Southern blot, ίσως αντανακλά συνδυασµό της χαµηλής ευαισθησίας της 
συγκεκριµένης µεθόδου στην ανίχνευση αλληλουχιών που βρίσκονται στο κυτταρικό 
γονιδίωµα σε λίγα αντίγραφα και του µικρού αριθµού µολυσµένων κυττάρων. Από την 
άλλη πλευρά, το µεµονωµένο εύρηµα σε συγκεκριµένο κυτταρικό υποπληθυσµό ενός 
ατόµου, µπορεί να σηµαίνει τροπισµό του ιού προς τα κύτταρα αυτά ή να είναι τυχαίο 
γεγονός που οφείλεται σε υβριδισµό κυτταρικών αλληλουχιών που παρουσιάζουν 
νουκλεοτιδική οµολογία µε ιϊκά θραύσµατα. Και πάλι, η ταυτόχρονη αντίδραση µε 
cDNA δείκτες αντιπροσωπευτικούς δύο γονιδίων προκαλεί επιφύλαξη στην ερµηνεία 
του ευρήµατος σαν τυχαίου. 
 

7. Ανίχνευση ενσωµατωµένων ιϊκών αλληλουχιών µε PCR.  
   Από το 1990, η άµεση ανίχνευση ενσωµατωµένου ιϊκού υλικού στο DNA των 
εξεταζόµενων ατόµων έγινε µε την αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR), τεχνική 
που ξεπερνά τα προβλήµατα χαµηλής ευαισθησίας του Southern blot.  
   Στο χρωµοσωµικό DNA από ολικά µονοπύρηνα κύτταρα δύο ατόµων και σε DNA 
από µακροφάγα ενός τρίτου ατόµου, που είχαν θετική καλλιέργεια, διαπιστώθηκε η 
παρουσία gag ή pol ενσωµατωµένου υλικού. Ενσωµατωµένες pol αλληλουχίες 
διαπιστώθηκαν και στα ολικά µονοπύρηνα κύτταρα ενός αιµοκαθαιρόµενου ασθενούς 
που δεν είχε θετικά ευρήµατα στην καλλιέργεια.  
Το γεγονός ότι σε κανένα από τα 12 αµφίβολα άτοµα που ελέγχθηκαν δεν 
ανιχνεύθηκαν ταυτόχρονα ενσωµατωµένες αλληλουχίες οµόλογες τουλάχιστον δύο 
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γονιδίων (σε αντίθεση µε αντίστοιχα πειράµατα σε οροθετικά άτοµα), ίσως οφείλεται 
στα συγκεκριµένα ζεύγη εκκινητικών µορίων που χρησιµοποιήθηκαν [φαινόµενο 
αρκετά συχνό], ή στην παρουσία ιού γενετικά συγγενούς αλλά διαφορετικού από τους 
HIVs. Η αποτυχία ανίχνευσης αλληλουχιών οµόλογων του γονιδίου env µπορεί και 
πάλι να αποδοθεί στο ζεύγος των εκκινητών που χρησιµοποιήσαµε, αφού επιπλέον 
είναι γνωστό ότι η περιοχή του περιβλήµατος εµφανίζει τη µικρότερη νουκλεοτιδική 
οµολογία µεταξύ διαφορετικών στελεχών και τη µεγαλύτερη συχνότητα µεταλλάξεων, 
χωρίς να αποκλείεται η παρουσία συγγενικού µε τους HIVs ιού. 
 

8. Φαινοτυπική ανάλυση λεµφοκυττάρων.  
   Τα αποτελέσµατα της φαινοτυπικής ανάλυσης των Τ λεµφοκυττάρων έδειξαν 
σηµαντικά µειωµένο λόγο CD4/CD8 σε αρκετά από τα άτοµα της οµάδας µελέτης 
(18/24). Το εύρηµα αυτό συναντάται πολύ συχνά στη λοίµωξη από HIV, χωρίς βέβαια 
να είναι ειδικό.  
Σε συνδυασµό, όµως, και µε την παραγωγή αντισωµάτων που ανιχνεύονται µε την 
αντιδραστικότητα στην ELISA και την αδιευκρίνιστη εικόνα στο Western blot, 
υποδεικνύει ότι σε κάποια από τα εξεταζόµενα άτοµα ίσως υπάρχει λανθάνουσα αλλά 
ενεργός λοίµωξη, µε σαφή επίδραση στο ανοσολογικό σύστηµα, παρόµοια µε αυτή 
που προκαλούν οι  HIVs.  
 

9. Ορολογική διερεύνηση ερωτικών συντρόφων.  
   Από τους 8 µόνιµους ερωτικούς συντρόφους αµφίβολων ατόµων που µελετήθηκαν, 
κανένας δεν ήταν οροθετικός για HIV.  
Με κριτήριο το αποτέλεσµα του πρωτογενούς ελέγχου, σε κανένα από τα άτοµα αυτά 
δεν θα είχε προχωρήσει ο έλεγχος ρουτίνας σε Western blot (η µοναδική πιθανή 
εξαίρεση ενσωµατώθηκε στην οµάδα µελέτης). Παράδοξα, στην πλειοψηφία τους τα 
συγεκριµένα άτοµα εµφάνιζαν αδιευκρίνιστο Western blot. Η αντίδραση που 
ανιχνεύθηκε στρεφόταν, και στην περίπτωση αυτή, έναντι πρωτεϊνών του πυρήνα 
(p18 και p24).  
   Το γεγονός αυτό υποδεικνύει ότι αν κάποιος λοιµογόνος παράγοντας είναι 
υπεύθυνος για τον τύπο αυτό αντίδρασης που διαπιστώνεται µε αδιευκρίνιστη εικόνα 
στο Western blot, ίσως είναι (σεξουαλικά) µεταδιδόµενος. 

 

Υποθέσεις 
   Από τα αποτελέσµατα της µελέτης είναι εµφανές ότι τα αµφίβολα άτοµα που 
ελέγξαµε, αφενός δεν παρουσιάζουν κλασσική µορφή λοίµωξης από HIV και αφετέρου 
δεν αποτελούν οµοιογενή οµάδα.  
 
Α) Στο µεγαλύτερο ποσοστό των εξεταζόµενων ατόµων η παρουσία αντι-HIV 
(πρακτικά αντι-gag) αντισωµάτων στο Western blot πρώτης γενιάς  σχεδόν σίγουρα 
αντιπροσωπεύει µία διασταυρούµενη αντίδραση, αφού αποδείχθηκε µη ειδική και 
δεν διαπιστώθηκαν ενδείξεις µόλυνσης από HIV ή σχετικό ιό µε την ιολογική και 
µοριακή διερεύνηση. Το αίτιο του φαινοµένου δεν είναι µε βεβαιότητα γνωστό. Η 
αντίδραση αυτή µπορεί να οφείλεται σε αντιγόνα της κυτταρικής σειράς που 
καλλιεργήθηκε ο ιός και τα οποία αναγνωρίζονται από αντισώµατα στον ορό ή σε 
έκθεση του ατόµου σε (άγνωστα) αντιγόνα παρεµφερή µε τις ιϊκές πρωτεΐνες.  
 
Β) Αντίθετα, σε κάποια άτοµα η αντίδραση έναντι πρωτεϊνών του HIV αποδείχτηκε 
ειδική µε τη χρήση συνθετικών πεπτιδίων και προέκυψαν στοιχεία που υποδεικνύουν 
την παρουσία πολλαπλασιαζόµενου ρετροϊού, όµως η σχέση του µε τους HIVs 
παραµένει αδιευκρίνιστη. Στις περιπτώσεις αυτές τρεις τουλάχιστον υποθέσεις 
µπορούν να γίνουν για την ερµηνεία του φαινοµένου. 
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1. Ο ιός που ανιχνεύεται είναι σχετικός µε την οµάδα των κλασσικών HIVs, 
αλλά γενετικά τροποποιηµένος.  

Υπέρ της παρουσίας HIV-σχετικού ιού είναι η ταυτόχρονη ανίχνευση σε υπερκείµενα 
καλλιεργειών αντιγόνου p24, δραστηριότητας Mg++-εξαρτώµενης ανάστροφης 
µεταγραφάσης (RT) και ιϊκού RNA που παρουσιάζει οµολογία µε διαφορετικά δοµικά 
και ρυθµιστικά γονίδια των HIVs, καθώς και η έκφραση στην επιφάνεια των κυττάρων 
του περιφερικού αίµατος των πρωτεϊνών p24 και gp120 του HIV. Η βραδεία, µικρής 
διάρκειας και χαµηλού τίτλου παραγωγή ιού που ανιχνεύθηκε σε µειοψηφία των 
εξεταζόµενων ατόµων, όµως, πιθανά υποδεικνύει ανεπάρκεια του πολλαπλασιασµού 
του, οφειλόµενη δυνητικά σε µεταλλάξεις σε κάποιες περιοχές του γονιδιώµατος. Έτσι 
µπορεί να εξηγηθεί και η αδυναµία µόλυνσης κυττάρων δεκτικών στη µόλυνση από 
HIV, αφού ο ιός που ανιχνεύεται φαίνεται να µην είναι ιδιαίτερα µολυσµατικός. Η 
ανίχνευση µε PCR ενσωµατωµένων στο χρωµοσωµικό DNA αλληλουχιών οµόλογων µε 
ένα µόνο γονίδιο του HIV-1 και η διαπίστωση µε Southern blot ενσωµατωµένων αλλά 
τροποποιηµένων ιϊκών αλληλουχιών σε ένα άτοµο, κατευθύνουν, επίσης, ισχυρά προς 
την παρουσία HIV-σχετικού ρετροϊού µε σηµαντικές µεταλλάξεις στο γονιδίωµά του.  
 
2. Εναλλακτικά, ο ιός που ανιχνεύεται σε ορισµένα άτοµα ίσως είναι διαφορετικός 

από τους HIVs, εµφανίζει όµως γονιδιακή οµολογία µε αυτούς.  
Η παρουσία σε υπερκείµενα καλλιεργειών αλληλουχιών οµόλογων µε δοµικά και 
ρυθµιστικά γονίδια των HIVs χωρίς ενδείξεις ιϊκού πολλαπλασιασµού HIV-σχετικού ιού, 
υποδεικνύουν ιό που απαιτεί διαφορετικές συνθήκες καλλιέργειας από αυτές που 
χρησιµοποιήσαµε και που ήταν προσαρµοσµένες στους HIVs, αλλά που ταυτόχρονα 
έχει οµολογία µε τους κλασσικούς HIVs σε σηµαντικό τµήµα του γονιδιώµατος. 
Επιπλέον, η ανίχνευση ενσωµατωµένων στο χρωµοσωµικό DNA ιϊκών αλληλουχιών 
µόνο σε µειοψηφία των εξεταζόµενων ατόµων και, µάλιστα, η παρουσία 
διατηρηµένων gag αλληλουχιών σε µόνο ένα άτοµο, υποδηλώνουν ιό που αν και 
γονιδιακά παραπλήσιος εµφανίζει σηµαντικές διαφορές από τα κλασσικά στελέχη HIV-
1. Στο ίδιο συµπέρασµα οδηγεί και η αποτυχία µετάδοσης του πιθανού ιού σε κύτταρα 
αποδεδειγµένα δεκτικά στη µόλυνση από HIV, που κατευθύνει σε ιό που απαιτεί 
σηµαντικά διαφορετικές συνθήκες καλλιέργειας από αυτές που χρησιµοποιούνται για 
τους HIVs. 
 
3. Η λοίµωξη είναι εκτρωτική από µεταλλαγµένα στελέχη HIV ή σχετικό µε τους 

HIVs ιό.  
Η έκθεση σε ένα λοιµογόνο οργανισµό δεν οδηγεί πάντα σε αποτελεσµατική µόλυνση, 
γιατί η επιτυχής µόλυνση προκύπτει από συνδυασµό γεγονότων. 
Η εκτρωτική µόλυνση ηρεµούντων κυττάρων λόγω ελλιπούς ανάστροφης µεταγραφής 
του ιϊκού RNA, θα µπορούσε µε τις µεθόδους που χρησιµοποιήσαµε, να οδηγήσει σε 
σποραδικά επιτυχείς απόπειρες αποµόνωσης ιού ή θετικά αποτελέσµατα µε PCR. Σε 
κάθε χρονική στιγµή, µικρός µόνο αριθµός CD4+ κυττάρων του περιφερικού αίµατος 
βρίσκεται σε διαδικασία διαίρεσης. Επιπέον, απαιτείται επαρκές ιϊκό φορτίο για την 
αποτελεσµατική µόλυνση των κυττάρων αυτών, ώστε να επιτευχθεί ενσωµάτωση του 
ιϊκού DNA στο κυτταρικό γονιδίωµα. Η εδραίωση της λοίµωξης προϋποθέτει ακόµα ότι 
τα µολυσµένα κύτταρα θα διαφύγουν την κάθαρση από το ανοσολογικό σύστηµα. 
Στην αντίθετη περίπτωση το άτοµο δεν έχει επιτυχώς µολυνθεί µετά την επαφή του 
µε τον ιό, ενώ η καλλιέργεια και η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης θα 
ανιχνεύσουν στοιχεία παρουσίας του. Αυτό, βέβαια, σηµαίνει επίσης ότι το άτοµο 
δύσκολα µπορεί να µεταδώσει τον ιό.  
   Το σηµαντικότερο πρακτικό πρόβληµα που αντιµετωπίσαµε στη διεξαγωγή της 
µελέτης ήταν η συµµόρφωση των εξεταζόµενων ατόµων για τακτική παρακολούθησή 
τους. Η αµφιβολία που προκαλεί το άκουσµα «αδιευκρίνιστων» αποτελεσµάτων σε 
συνδυασµό µε την έντονα αρνητική και συχνά επιθετική τοποθέτηση στο θέµα 
πιθανής µόλυνσης µε HIV ήταν σχεδόν αδύνατο να ξεπεραστούν.  
Έτσι, δεν ήταν πάντοτε δυνατό να γίνει απόλυτη συσχέτιση των ευρηµάτων κάθε 
δοκιµασίας στον ίδιο ασθενή.  
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   Η απόπειρα µακροχρόνιας παρακολούθησης µε σκοπό να διευκρινιστούν πιθανά 
αίτια  για την παρουσία επίµονα αδιευκρίνιστης εικόνας στο Western blot, αλλά και για 
την αρνητικοποίησή της,  δεν απέδωσε. 
Η απουσία ορολογικής εξέλιξης προς θετικότητα, αν και ουσιαστικά απέκλειε τη 
λοίµωξη από HIV, δεν ήταν επαρκής για να καθησυχάσει τα αµφίβολα άτοµα, αφού 
παρέµενε το «στίγµα» αδιευκρίνιστων αποτελεσµάτων µε όλες τις συνέπειές του. 
 
   Παρά την εµπειρία σχεδόν 15 χρόνων στο µαζικό έλεγχο µε Western blot, δεν έχουν 
ακόµα διαλευκανθεί τα αίτια που προκαλούν την εµφάνιση αδιευκρίνιστων 
αποτελεσµάτων. Πολλαπλοί παράγοντες έχουν κατά καιρούς ενοχοποιηθεί, χωρίς 
κανένας να επαρκεί για την εξήγηση του φαινοµένου σε υγιή άτοµα. Η 
πολυσυζητηµένη παρουσία HLA αντισωµάτων στο εκχύλισµα ιού που χρησιµοποιείται 
για την παρασκευή αντιδραστηρίων Western blot [310,414], δεν µπορεί να 
ερµηνεύσει τις αντιδράσεις που παρατηρούνται σε µη µολυσµένα άτοµα και αφορούν 
ειδικά για τον HIV συνθετικά πεπτίδια ή ανασυνδυασµένα αντιγόνα [311,414,415]. Το 
αν η αντίδραση αυτή οφείλεται σε έκθεση των ατόµων σε παρόµοιες πρωτεΐνες 
κάποιων ιών, σχετικών ή µη µε τους HIVs, παραµένει αναπάντητο ερώτηµα. 
 
   Ακόµα και αν µε βάση τα παραπάνω δεδοµένα δεχτεί κανείς ότι άτοµα µε επίµονα 
άτυπες εικόνες στο Western blot και θετικά ευρήµατα στην καλλιέργεια ή/και το 
γονιδιακό πολλαπλασιασµό δεν είναι µολυσµένα από κλασσικό στέλεχος HIV, καµία 
ικανοποιητική  εξήγηση αυτών των αποτελεσµάτων δεν έχει προταθεί.  
   Ένα ακόµα στοιχείο που πρέπει να ληφθεί σοβαρά υπόψη είναι η ασύλληπτη 
ικανότητα µεταλλάξεων και, κυρίως, ανασυνδυασµών µεταξύ στελεχών των HIVs, η 
οποία συνεχώς παίρνει µεγαλύτερες διαστάσεις µε την ανακάλυψη καινούριων 
ανασυνδυασµένων µορφών. Η ευαισθησία των χρησιµοποιούµενων αντιδραστηρίων 
στην ισότιµη ανίχνευση του ευρύτατου φάσµατος των µορφών των HIVs είναι 
άγνωστη, συνεπώς απαιτείται συνεχής επαγρύπνηση για την ανάδυση νέων µορφών 
και την τροποποίηση  των διαγνωστικών δοκιµασιών όπου αυτές αποδεικνύονται 
ανεπαρκείς [416,417].  
Αξίζει να σηµειωθεί ότι το στέλεχος 94CY032 από την Κύπρο χαρακτηρίστηκε αρχικά 
σαν πρωτότυπο για τον υπότυπο Ι της οµάδας Μ µε βάση αλληλουχίες της gp120. Ο 
πλήρης χαρακτηρισµός του γονιδιώµατος, όµως, αποκάλυψε ότι ο συγκεκριµένος ιός 
είναι ένα περίπλοκο µωσαϊκό από διάφορους υπότυπους, µεταξύ των οποίων και οι A 
και G [418, 419]. ∆ύο παρόµοιοι ιοί περιγράφησαν από άσχετα µεταξύ τους, 
επιδηµιολογικά, άτοµα στην Ελλάδα [420]. Οι ιοί αυτοί χαρακτηρίζονται σήµερα σαν 
CRF04-cpx [56].   
 
   Αν οι διάφορες οµάδες, υπότυποι και ανασυνδυασµένες µορφές του HIV-1 έχουν 
διαφορετική βιολογική συµπεριφορά, όσον αφορά την ικανότητα µετάδοσης και την 
πορεία της νόσου, δεν είναι ακόµα γνωστό. Η έκταση της γενετικής απόκλισης µεταξύ 
των υπότυπων και, πολύ περισσότερο, των οµάδων, είναι υπερεπαρκής για να 
προκαλέσει τέτοιες διαφορές και ήδη υπάρχουν κάποιες ενδείξεις. Η συγκέντρωση 
στοιχείων από σωστά σχεδιασµένες in vivo µελέτες, όµως, είναι πιθανό να 
καθυστερήσει [421].  
Οι διαγνωστικές δοκιµασίες, τα αντι-ρετροϊϊκά φάρµακα και τα εµβόλια έχουν, µέχρι 
τώρα, βασιστεί κύρια στον υπότυπο Β και απαιτείται στενή παρακολούθηση της 
µοριακής επιδηµιολογίας του HIV-1 ώστε ο ρόλος και οι συνέπειες των 
ανασυνδυασµών στις βιολογικές ιδιότητες του ιού να αξιολογηθούν σωστά και 
έγκαιρα. 
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Προβλήµατα αδιευκρίνιστων αποτελεσµάτων για την 
Αιµοδοσία - ∆ηµόσια Υγεία 

   Στις αναπτυγµένες χώρες η κατάσταση που επικρατεί σχετικά µε τη µετάδοση 
µολυσµατικών παραγόντων µε µετάγγιση, χαρακτηρίζεται από το εξής οξύµωρο: 
αφενός υπάρχει πλέον απαίτηση για απόλυτη ασφάλεια από λοιµώξεις που 
µεταδίδονται µε το αίµα και τα παράγωγά του και, αφετέρου, θεωρείται δεδοµένο 
ότι η µετάγγιση µε µηδενικό κίνδυνο είναι µάλλον ανέφικτος στόχος. 
Υπάρχει ένα περίπλοκο σύστηµα µέτρων για τη διασφάλιση ασφαλούς µετάγγισης. Οι 
ευαίσθητες µέθοδοι µαζικού ελέγχου είναι ένας τέτοιος παράγοντας, όπως και η 
λεπτοµερής εκπαίδευση των αιµοδοτών, οι αυστηρές διαδικασίες ελέγχου, επιλογής 
και απόρριψης δοτών, η µετά την αιµοδοσία αποµόνωση των προς µετάγγιση 
προϊόντων, οι διαδικασίες αδρανοποίησης µολυσµατικών παραγόντων, η εντόπιση και 
ενηµέρωση του δότη όταν συµβαίνει µετάδοση κάποιου µολυσµατικού παράγοντα. 
 
   Σε ότι αφορά τον κίνδυνο µετάδοσης HIV µε µετάγγιση, κύρια απειλή είναι η 
αιµοδοσία στη διάρκεια του «ορολογικού παραθύρου» της λοίµωξης. Το διάστηµα 
αυτό µε τις σήµερα χρησιµοποιούµενες µεθόδους ελέγχου υπολογίζεται σε 22 ηµέρες, 
ενώ µε χρήση τεχνικών γονιδιακής ενίσχυσης (GAT) πιστεύεται ότι θα µειωθεί 
περαιτέρω κατά 11 ηµέρες [257]. Ο κίνδυνος µετάδοσης του ιού µε µετάγγιση είναι 
πολύ χαµηλός και υπολογίζεται σε 1/677000 µονάδες αίµατος [422]. Σε τακτικούς 
αιµοδότες, ο πραγµατικός υπολειπόµενος κίνδυνος µετάδοσης χωρίς έλεγχο του 
αίµατος µε PCR είναι περίπου 1/1-2x106 [423]. 
 
   Κατά τον πρωτογενή έλεγχο ρουτίνας για HIV στον αιµοδοτικό πληθυσµό 
διαπιστώνονται µερικές φορές οριακά αποτελέσµατα, τόσο στην ELISA όσο και στο 
Western blot. Το δίληµµα που προκύπτει στα Κέντρα Αιµοδοσίας από τέτοια δείγµατα 
παραµένει σηµαντικό, αφού έχει σοβαρές επιπτώσεις τόσο για την ενηµέρωση του 
αιµοδότη όσο και για την καταλληλότητα του προσφερόµενου αίµατος. 
Σύµφωνα µε τις οδηγίες της Επιτροπής Αιµοδοσίας του Συµβουλίου της Ευρώπης, 
(Ιανουάριος 1998): 
«- Σε όλους τους αιµοδότες πρέπει να παρέχεται ακριβής και βασιζόµενη σε πρόσφατα 
δεδοµένα ενηµέρωση σχετικά µε τη µετάδοση του HIV και το AIDS, ώστε άτοµα που 
επιδίδονται σε σεξουαλική ή άλλη συµπεριφορά που τα εκθέτει σε δυνητικά 
επικίνδυνες πηγές να απέχουν από αιµοδοσία.  
- Μονάδες αίµατος και παραγώγων που εµφανίζουν κατ’ επανάληψη τιµές θετικές 
στον έλεγχο για HIV δεν πρέπει να χρησιµοποιούνται για θεραπευτικούς σκοπούς.  
- Όλοι οι αιµοδότες που βρίσκονται να έχουν επιβεβαιωµένα θετικό αποτέλεσµα για 
HIV λοίµωξη πρέπει να πληροφορούνται, στα πλαίσια πλήρους ενηµέρωσης, ότι δεν 
πρέπει στο µέλλον να προσφέρουν αίµα.  
- Αιµοδότες που εµφανίζουν κατ’ επανάληψη θετική τιµή σε κάποιον εργαστηριακό 
δείκτη HIV λοίµωξης, που όµως δεν µπορεί να επιβεβαιωθεί µε ασφάλεια, πρέπει να 
ενηµερώνονται σύµφωνα µε τον αλγόριθµο ελέγχου κάθε κράτους.»     
 
Το πρόβληµα συνήθως αφορά οριακά θετικές τιµές στην ELISA, σε άτοµα που δεν 
αναφέρουν παράγοντες κινδύνου για λοίµωξη HIV, και µη καταληκτική εικόνα µε 
παρουσία αντι-gag ή/και αντι-pol αντισωµάτων στον έλεγχο µε Western blot. Τέτοια 
άτοµα χαρακτηρίζονται σαν αµφίβολα για λοίµωξη HIV. Το σχήµα αυτό µπορεί να 
παραµείνει αµετάβλητο για µεγάλο χρονικό διάστηµα.  
Μόνο σε µικρό ποσοστό τέτοιων ατόµων, πάντως, µπορεί να αποδειχθεί µε 
βεβαιότητα η παρουσία HIV λοίµωξης [402,424-428].  
   Είναι γνωστό ότι η gag-pol περιοχή είναι ιδιαίτερα διατηρηµένη κατά τη 
φυλογενετική εξέλιξη των ιών HIV και η θετική/οριακή τιµή ELISA σε συνδυασµό µε 
αδιευκρίνιστο (αντι-gag/pol) Western blot µπορεί να υποδηλώνει αρχικά στάδια 
µόλυνσης από HIV [395].  
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   Η κρισιµότητα του «ορολογικού παραθύρου» αποδεικνύεται από το γεγονός ότι 
πρακτικά όλες οι περιπτώσεις µετάδοσης HIV µε αίµα ή παράγωγα που έχουν υποστεί 
έλεγχο για αντι-HIV αντισώµατα, ήταν αποτέλεσµα αιµοδοσίας από πρόσφατα 
µολυσµένα άτοµα κατά την περίοδο αυτή. Συνεπώς, σε αµφίβολα άτοµα επιβάλλεται 
λεπτοµερής έλεγχος ώστε να αποκλειστεί η πιθανότητα HIV λοίµωξης. 
 

Βιβλιογραφικά δεδοµένα 
   Αρκετές µελέτες έχουν δείξει ότι σε σπάνιες περιπτώσεις ατόµων, που έχουν 
παράγοντες κινδύνου για HIV λοίµωξη, η περίοδος οροµετατροπής µπορεί να 
παραταθεί [396-400,429-432]. Στα άτοµα αυτά επιτεύχθηκε αποµόνωση του ιού ή/και 
ανίχνευση ενσωµατωµένων ιϊκών αλληλουχιών στο DNA των κυττάρων τους, 
αρκετούς µήνες πριν το Western blot γίνει διαγνωστικό.  
   Καθώς άλλες ερευνητικές οµάδες δεν κατάφεραν να επιβεβαιώσουν τους παραπάνω 
ισχυρισµούς [394,402,426,435], τα δεδοµένα σχετικά µε την ανοσολογικά «σιωπηλή» 
περίοδο σε άτοµα υψηλού κινδύνου είναι αντικρουόµενα. Οι Sheppard et al. [434], 
χρησιµοποιώντας τεχνική αποµόνωσης ιού και τυφλή ανάλυση µε αλυσιδωτή 
αντίδραση πολυµεράσης (PCR) σε δύο εργαστήρια, απέτυχαν να βρουν ενδείξεις HIV 
µόλυνσης σε οροαρνητικούς οµοφυλόφιλους και απέδωσαν την αντι-gag αντίδραση σε 
διασταυρούµενη αντίδραση µε πρωτεΐνες µη ιϊκής προέλευσης. Επιπλέον, οι Phair et 
al. [395] ανακοίνωσαν ότι η εικόνα του αδιευκρίνιστου Western blot (παρουσία αντι-
gag/pol αντισωµάτων) σε οµοφυλόφιλους µπορούσε να συσχετιστεί µε επακόλουθη 
οροµετατροπή µόνο αν συνυπήρχε µε θετικό αποτέλεσµα σε ανοσοενζυµική µέθοδο.  
   Σε άτοµα µολυσµένα µε HIV, ασυµπτωµατικά ή µε πλήρες AIDS ή AIDS-related 
complex, έχει διαπιστωθεί απώλεια αντι-HIV αντισωµάτων και ταυτόχρονη ανίχνευση 
ενσωµατωµένων ιϊκών αλληλουχιών στο DNA µε PCR [433,436].  
 
Παρόλο που είναι δύσκολο να εξηγήσει κανείς τις ασυµβατότητες αυτές, τα κριτήρια 
επιλογής που κάθε ερευνητική οµάδα χρησιµοποιεί για τον πληθυσµό που ελέγχει δεν 
είναι πάντα εµφανή ούτε συµπίπτουν.  
Οι µελέτες που επικεντρώνονται σε άτοµα υψηλού κινδύνου ενδεχόµενα είναι 
προκατειληµµένες, γιατί τέτοιοι ασθενείς έχουν πολλαπλές ευκαιρίες να µολυνθούν 
από διαφορετικά στελέχη HIV (έστω και µε χαµηλό ιϊκό φορτίο), και άρα η πιθανότητα 
µόλυνσης µε λοιµογόνο στέλεχος που θα οδηγήσει σε οροµετατροπή είναι 
µεγαλύτερη. Εναλλακτικά, δεν µπορούν να αποκλειστούν µεθοδολογικές διαφορές στις 
τεχνικές που χρησιµοποιούνται σε κάθε πρωτόκολλο. 
 

Αιµοδότες 
   Αν και το αδιευκρίνιστο Western blot συσχετίστηκε µε οροµετατροπή µετά από 
κάποιο χρονικό διάστηµα σε ορισµένους οµοφυλόφιλους µε συµπεριφορά υψηλού 
κινδύνου, η σηµασία του σε άτοµα χαµηλού κινδύνου που αναγνωρίζονται συνήθως 
κατά τον έλεγχο ρουτίνας σε αιµοδότες, παραµένει αµφιλεγόµενη.  
   Σε µία προοπτική µελέτη από τους Jackson et al. [312], αιµοδότες µε αδιευκρίνιστο 
Western blot επανελέγχθηκαν 5-7 χρόνια µετά το αρχικό µη καταληκτικό αποτέλεσµα. 
Χρησιµοποιώντας µία ευαίσθητη τεχνική PCR για ανίχνευση ενσωµατωµένων στο DNA 
gag αλληλουχιών, κανένα από τα εξεταζόµενα άτοµα δεν βρέθηκε να έχει ενδείξεις 
µόλυνσης από HIV. Ενώ η ELISA είχε αρνητικοποιηθεί σε πολλά από τα άτοµα (47%), 
ποσοστό 85% εξακολουθούσε να εµφανίζει αδιευκρίνιστη εικόνα στο Western 
blot µε παρουσία αντι-gag/pol αντισωµάτων. Σε κανένα όµως δεν διαπιστώθηκε 
ορολογική εξέλιξη σε θετικό Western blot και κανένας από τους αιµοδότες δεν 
εµφάνιζε συµπτώµατα ανοσοανεπάρκειας.  
 
   Είναι γενικά αποδεκτό πια ότι η απουσία εξέλιξης της εικόνας του Western 
blot σε διάστηµα έξι µηνών αρκεί, πρακτικά, για να χαρακτηριστούν τα 
αµφίβολα άτοµα σαν οροαρνητικά για HIV λοίµωξη. 
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Η παρακολούθηση ληπτών αίµατος και παραγώγων, από δότες µε αδιευκρίνιστο 
Western blot για HIV-1 που επέµενε για διάστηµα µεγαλύτερο των 6 µηνών, δεν 
αποκάλυψε σε καµία περίπτωση τη µετάδοση HIV-1 [300,437]. 
   Πρέπει να σηµειωθεί ότι 12-20% όλων των προς µετάγγιση παραγώγων αίµατος 
που είναι αρνητικά για αντισώµατα έναντι του HIV µε ELISA, θα βρεθούν 
αδιευκρίνιστα µε  Western blot που χρησιµοποιεί κυτταρόλυµα ιού σαν αντιγόνο 
[300,414]. Παρά το γεγονός αυτό, όµως, δεν προκύπτει εµφανές πρόβληµα ενώ 
εκατοµµύρια τέτοια παράγωγα έχουν µεταγγιστεί από το 1985 που ξεκίνησε ο 
προµεταγγισιακός έλεγχος για HIV. 
   Τα παραπάνω στοιχεία οδήγησαν ορισµένους να προτείνουν την επανένταξη 
αµφίβολων αιµοδοτών στον αιµοδοτικό πληθυσµό, αν αυτοί εµφανίζουν αρνητικό 
αποτέλεσµα µε ανοσοενζυµική µέθοδο νεώτερης γενιάς για HIV-1/2, παρά την 
παρουσία αδιευκρίνιστου Western blot [312]. 
 

Αιµοκαθαιρόµενοι 
   Οι ασθενείς που υποβάλλονται σε αιµοκάθαρση αποτελούν οµάδα στην οποία 
επιβάλλεται έλεγχος για HIV λοίµωξη [438]. Παρά την έκθεση των ασθενών σε 
παράγωγα αίµατος και µηχανήµατα αιµοκάθαρσης, το ποσοστό οροθετικότητας για 
HIV στο συγκεκριµένο υποπληθυσµό είναι µικρό [439,440]. Η αυξηµένη επίπτωση 
θετικών αποτελεσµάτων µε ELISA, αποδείχθηκε µε Western blot και µακρόχρονη 
παρακολούθηση ότι οφείλεται σε ψευδώς θετικές αντιδράσεις [439,441].  
   Σε ουραιµικούς ασθενείς που υποβάλλονται σε αιµοκάθαρση έχει αναφερθεί η 
παρουσία κυκλοφορούντων ανοσοσυµπλεγµάτων και ρευµατοειδών παραγόντων 
[442], που είναι γνωστό ότι συσχετίζονται µε αδιευκρίνιστες εικόνες στο Western blot 
[443,444]. Σε ορισµένους αιµοκαθαιρόµενους περιγράφεται επίσης η παρουσία 
ποικίλων αυτοαντισωµάτων έναντι κυττάρων και κυτταρικών προϊόντων (ερυθρά 
αιµοσφαίρια, λεµφοκύτταρα, φωσφολιπίδια, κυτταροσκελετικά στοιχεία, ιντερλευκίνες 
-1α και -6). Πιθανά αίτια της παραγωγής αυτοαντισωµάτων περιλαµβάνουν 
αλλοαντιγόνα από µεταγγίσεις [445], την ίδια τη διαδικασία αιµοκάθαρσης [446] και 
πολυκλωνική ενεργοποίηση. Αντισώµατα HLA τάξης II που προκαλούν ψευδώς θετικές 
αντιδράσεις στον έλεγχο για HIV έχουν αποδοθεί σε αντιγόνα της κυτταρικής σειράς 
Η-9 [447] . Οι Arnow et al απέδειξαν την παρουσία αντισωµάτων έναντι Η-9 
αντιγόνων σε χρόνια αιµοκαθαιρόµενους µε ψευδώς θετικά αποτελέσµατα στην ELISA 
και τα αντισώµατα αυτά πιθανά επάγονται από µεταγγίσεις [276,448]. 
 
   Μελέτη από το Ισραήλ [449] σε 520 αιµοκαθαιρόµενους από 5 νοσοκοµεία 
διαπίστωσε θετική για HIV ELISA σε 9% των ασθενών. Οι µισοί είχαν αδιευκρίνιστη 
αντι-gag εικόνα στο Western blot, ενώ µόνο ένα άτοµο αποδείχτηκε πραγµατικά 
οροθετικό. Στη διάρκεια 5ετούς παρακολούθησης, κανένα από τα εξεταζόµενα άτοµα 
δεν εµφάνισε οροµετατροπή. Τα αδιευκρίνιστα αποτελέσµατα φαίνονταν να 
συσχετίζονται µε αντιγόνα µεταµόσχευσης ή/και αυτοαντισώµατα στους ασθενείς. 
Φαίνεται ότι υπάρχει σχέση µεταξύ χρόνιας νεφρικής νόσου - αιµοκάθαρσης και 
ανοσολογικής δυσλειτουργίας που οδηγεί σε παραγωγή αυτοαντισωµάτων που 
προκαλούν αδιευκρίνιστη εικόνα στο Western blot. 
 

Έγκυοι 
   Η εµφάνιση ψευδώς θετικών ή αδιευκρίνιστων αντιδράσεων σε έγκυες κατά τον 
έλεγχο για HIV, µπορεί να αποδοθεί σε αντισώµατα έναντι κυτταρικών πρωτεϊνών που 
παράγονται λόγω αλλοανοσοποίησης κατά την εγκυµοσύνη.  
Ψευδώς θετικά αποτελέσµατα µε ανοσοενζυµικές µεθόδους, σε πολύτοκες γυναίκες, 
έχουν συσχετιστεί µε την παρουσία HLA-DR4 αντισωµάτων [276,447], η παρατήρηση 
όµως αυτή δεν επιβεβαιώθηκε από άλλους [302].  
Αναφέρεται επίσης DNA οµολογία µεταξύ της gp41 του HIV-1 και της ανθρώπινης β1 
περιοχής [450]. Η παρατήρηση αυτή εξηγεί ενδεχόµενα την ασθενή αντι-gp41 ζώνη 
που διαπιστώθηκε παροδικά σε µία από τις εγκύους της οµάδας µελέτης, όµως η 
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βασική αντίδραση στρεφόταν έναντι των πρωτεϊνών του πυρήνα, τόσο στη δική µας 
µελέτη όσο και σε άλλες [302].  
   Ολοένα και µεγαλύτερος αριθµός εγκύων ελέγχονται σήµερα για HIV λοίµωξη και αν 
η εγκυµοσύνη αποτελεί παράγοντα κινδύνου για την εµφάνιση αδιευκρίνιστων 
εικόνων στο Western blot, είναι απαραίτητο να σχεδιαστούν γρήγορα αλγόριθµοι 
ελέγχου και ενηµέρωσης. Με τον τρόπο αυτό θα αποφευχθεί περιττή ανησυχία σε µία 
φάση ήδη φορτισµένη συναισθηµατικά και θα καθοριστεί µε ασφάλεια η κατάσταση 
της µητέρας και του εµβρύου σχετικά µε τη λοίµωξη από HIV.  

 

PCR 
   Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) βρέθηκε στο προσκήνιο σαν 
διαγνωστική δοκιµασία στην HIV λοίµωξη, εν µέρει επειδή αρκετές αναφορές 
υπέδειξαν ότι διάστηµα µηνών ή ετών µπορεί να µεσολαβήσει µεταξύ της µόλυνσης 
από τον ιό και της εµφάνισης αντισωµάτων στον ορό, που µπορούσαν να ανιχνευθούν 
µε ELISA και Western blot.  
Επειδή η τεχνική επιτρέπει την άµεση ενίσχυση του DNA του ενσωµατωµένου προϊού 
χωρίς να εξαρτάται από την παραγωγή αντισωµάτων, αποτελεί ελκυστική εναλλακτική 
λύση στις καθιερωµένες µεθόδους ανίχνευσης αντισωµάτων. Ο κλινικός ρόλος της, 
όµως, στη διάγνωση της HIV λοίµωξης είναι κάπως αβέβαιος γιατί ακόλουθες µελέτες 
δεν επιβεβαίωσαν την ύπαρξη µακρών «ορολογικών παραθύρων». Η εκτίµηση της 
διαγνωστικής ακρίβειας της µεθόδου είναι δύσκολη, γιατί δεν υπάρχει κατάλληλη 
δοκιµασία αναφοράς προς την οποία να συγκριθεί.  
   Μία µετα-ανάλυση [361] που είχε σαν σκοπό να αξιολογήσει την αξιοπιστία των 
επιστηµονικών δεδοµένων για τη διαγνωστική ακρίβεια της PCR και να χαρακτηρίσει 
την ευαισθησία και ειδικότητα της µεθόδου στην ανίχνευση ενσωµατωµένου προϊού 
αναλύοντας τις διαθέσιµες µελέτες 6 ετών, κατέληξε σε δύο βασικά συµπεράσµατα: 
Το ποσοστό των ψευδώς θετικών και ψευδώς αρνητικών αποτελεσµάτων ήταν 
υπερβολικά υψηλό για να δικαιολογηθεί ευρύτερος ρόλος της PCR είτε στον έλεγχο 
ρουτίνας είτε στην επιβεβαίωση της διάγνωση της HIV λοίµωξης. Επιπλέον, δεν 
υπήρχαν ενδείξεις ότι η απόδοση της µεθόδου βελτιώθηκε µε το χρόνο.  
Συνεπώς, η βασική της χρήση περιορίζεται σε περιπτώσεις που ο κλασσικός έλεγχος 
αντισωµάτων καταλήγει σε αδιευκρίνιστα αποτελέσµατα. 
 
   Ακόµα και µε τη χρήση νεώτερων εκλεπτυσµένων αντιδραστηρίων για RNA PCR, 
που περιλαµβάνουν ποικίλους εσωτερικούς µάρτυρες για τον έλεγχο σωστής 
εκτέλεσης της δοκιµασίας, προκύπτουν χαµηλά (ψευδώς) θετικά αποτελέσµατα 
[280,451]. 

 
Προβληµατισµοί - Προοπτικές 

   Η δραµατική µείωση του κινδύνου µετάδοσης ιών µε µετάγγιση την τελευταία 
εικοσαετία οφείλεται εν µέρει στη βελτίωση του εργαστηριακού ελέγχου του αίµατος. 
Ο υπολειπόµενος κίνδυνος, σήµερα, υπολογίζεται σε 1/50000 έως 1/700000 ανά 
µονάδα αίµατος για τους κύριους ιογενείς παράγοντες (HBV, HCV, HIV) και αποδίδεται 
σε τέσσερις πηγές: αιµοδοσία κατά την περίοδο του ορολογικού παραθύρου (προ-
οροµετατροπή), µεταλλαγµένα ιϊκά στελέχη, άτυπη οροµετατροπή και τεχνικά λάθη. 
- Τα µεταλλαγµένα ιϊκά στελέχη (όπως η οµάδα Ο του HIV-1) υπάρχουν, αλλά το 
ποσοστό τους (εκτός από τις ενδηµικές περιοχές) είναι ελάχιστο, ιδιαίτερα στον 
αιµοδοτικό πληθυσµό. 
- Η υπόθεση της άτυπης ή ελλιπούς ανοσιακής απάντησης («ανοσοσιωπηρή» 
µόλυνση) τείνει να απορριφθεί. Παρά τις ανησυχητικές ανακοινώσεις στα τέλη της 
δεκαετίας του 1980 για υψηλά ποσοστά θετικής καλλιέργειας ή/και αλυσιδωτής 
αντίδρασης πολυµεράσης σε οροαρνητικά άτοµα, συνεχιζόµενες µεγάλες µελέτες σε 
πληθυσµούς υψηλού κινδύνου και αρχικά αποτελέσµατα από το µαζικό έλεγχο 
αιµοδοτών µε τεχνικές γονιδιακού πολλαπλασιασµού υποδεικνύουν ότι οι περιπτώσεις 
αυτές είναι σπάνιες και ελάχιστα συνεισφέρουν στο συνολικό κίνδυνο από µετάγγιση. 
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- Σφάλµατα µπορεί να συµβούν σε οποιοδήποτε βήµα της διαδικασίας ελέγχου 
δειγµάτων και δεν περιορίζονται σε τεχνικά λάθη κατά την εκτέλεση κάποιας 
δοκιµασίας. Φαίνεται ότι δεν είναι συχνά και αποκτούν σηµασία µόνο αν αφορούν 
οροθετικό δείγµα. 
- Για τον HIV, τουλάχιστον 90% του κινδύνου µετάδοσης µε µετάγγιση αποδίδεται σε 
αιµοδοσία κατά την περίοδο πριν την οροµετατροπή. Το µέσο χρονικό διάστηµα από 
τη µόλυνση µέχρι την ανάπτυξη διαγνωστικής αντισωµατικής απάντησης υπολογίζεται 
σε 40 ηµέρες, όµως σε 5% περίπου των περιπτώσεων η οροµετατροπή εµφανίζεται 
µετά την πάροδο εξαµήνου. Στα άτοµα µε παρατεταµένη διάρκεια ορολογικού 
παραθύρου, ο έλεγχος διαδοχικών δειγµάτων πριν την οροµετατροπή ήταν σταθερά 
αρνητικός µε δοκιµασία αντιγόνου p24 και PCR, µέχρι λίγες εβδοµάδες πριν την 
εµφάνιση αντισωµάτων. Συνεπώς δεν δηµιουργείται σοβαρό πρόβληµα σε ότι αφορά 
την ασφάλεια της µετάγγισης, αφού η καθυστερηµένη οροµετατροπή φαίνεται να 
οφείλεται µε µακρά φάση «έκλειψης» µε αργή διασπορά του ιού και η ανάπτυξη 
ιαιµίας συνδυάζεται πάντα µε ταχεία επακόλουθη οροµετατροπή [452].        
 
   Παρά την πιθανότητα σχετικά περιορισµένης ωφέλειας µε υψηλό κόστος, είναι 
πιθανό ότι οι προσπάθειες περαιτέρω µείωσης του κινδύνου µετάδοσης λοιµώξεων µε 
τη µετάγγιση θα συνεχίσουν να κλιµακώνονται στο µέλλον. Τεχνικές µοριακής 
ενίσχυσης (PCR, LCR, NASBA, TMA) για την ανίχνευση φορέων ιών, που τώρα 
χρησιµοποιούνται σε pools πλάσµατος, αναµένεται  να εισαχθούν για έλεγχο ρουτίνας 
µικρών δεξαµενών (minipools) και στη συνέχεια προϊόντων από κάθε αιµοδότη 
χωριστά. Η αποτελεσµατικότητά τέτοιου µαζικού ελέγχου εξαρτάται από την επίπτωση 
της λοίµωξης στον πληθυσµό και από τη διάρκεια του ορολογικού παραθύρου της.  
Καθώς οι ιοί µπορούν να διαφεύγουν από την ανοσολογική απάντηση µε περιορισµό 
της γονιδιακής έκφρασης και επειδή ακόµα και η µοριακή ενίσχυση έχει περιορισµένη 
ευαισθησία στην ανίχνευση ιών, οι τεχνικές αδρανοποίησης ιών σε παράγωγα αίµατος 
(φωτοχηµική αδρανοποίηση) ίσως προσφέρουν µία επιπλέον γραµµή άµυνας.  
   Η συνεχής επιδηµιολογική επαγρύπνηση στον αιµοδοτικό πληθυσµό για 
νοσήµατα που µεταδίδονται µε το αίµα, είναι απαραίτητη για τον έλεγχο της 
ασφάλειας του αίµατος και των παραγώγων του.       
 
   Η πιο σηµαντική εκκρεµότητα στα άτοµα µε µη καταληκτικά αποτελέσµατα 
αφορά την πιθανή σχέση του φαινοµένου µε την ανάπτυξη συγκεκριµένης 
παθολογίας, µεταγενέστερα.  
   Ο προσεκτικός σχεδιασµός προοπτικών µελετών για στενή και µακροχρόνια 
ορολογική, επιδηµιολογική, ιολογική και κλινική παρακολούθηση τέτοιων ατόµων είναι 
απαραίτητος, ώστε να γίνει κατανοητή η σηµασία και οι συνέπειες του φαινοµένου. 
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ΣΣΣΥΥΥΜΜΜΠΠΠΕΕΕΡΡΡΑΑΑΣΣΣΜΜΜΑΑΑΤΤΤΑΑΑ   
   
   Σε πληθυσµό χαµηλού κινδύνου για λοίµωξη HIV, ορισµένα άτοµα εµφανίζουν 
επίµονα αδιευκρίνιστη εικόνα στο Western blot, σε συνδυασµό µε χαµηλή θετική τιµή 
στην ELISA. 
   
111. Στο µεγαλύτερο ποσοστό, ο συνδυασµός αυτός φαίνεται να οφείλεται σε µη 
ειδική διασταυρούµενη αντίδραση προς άγνωστα αντιγόνα. 
   
222. Σε κάποια άτοµα όµως, η αντι-HIV αντίδραση είναι ειδική. Στις περιπτώσεις αυτές 
διαπιστώθηκαν ιολογικές και µοριακές ενδείξεις παρουσίας πολλαπλασιαζόµενου 
ρετροϊού, που έχει κάποια κοινά µοριακά χαρακτηριστικά µε τους κλασσικούς HIVs. 
   
333. Ανοικτές παραµένουν οι πιθανότητες να πρόκειται για: 1. ιό σχετικό µε τους HIVs, 
2. ιό µη σχετιζόµενο µε τους HIVs που όµως εµφανίζει γονιδιακή οµολογία µε αυτούς 
ή τέλος, 3. εκτρωτική µόλυνση µε κλασσικό ιό HIV. 
   
444. Σε κάθε περίπτωση, τα µη καταληκτικά αποτελέσµατα στον πρωτογενή έλεγχο για 
λοίµωξη HIV δεν φαίνεται να συνδυάζονται µε συγκεκριµένη παθολογία για 
σηµαντικό χρονικό διάστηµα, χωρίς να µπορεί να αποκλειστεί µε βεβαιότητα µία 
τέτοια πιθανότητα στο µέλλον.  
   
555. Το πρόβληµα που τα αδιευκρίνιστα αποτελέσµατα δηµιουργούν στο χώρο της 
Αιµοδοσίας παραµένει άλυτο. Κανένας ορισµός «αποδεκτού κινδύνου» µετάδοσης 
µολυσµατικού παράγοντα µε µετάγγιση δεν είναι επαρκής και η ανάγκη αποµάκρυνσης 
οποιουδήποτε δυνητικά επικίνδυνου αιµοδότη έχει οδηγήσει στην απώλεια σηµαντικού 
αριθµού υγιών δοτών.  
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