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Resultados preliminares del perfeccionamiento
del DAVIH-AgP24 con el empleo del sistema
de amplificacion biotina-tiramina/estreptavidina-peroxidasa
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RESUMEN

OgieTIvVO: se modificd el ELISA DAVIH-Ag P24 con la introduccion de la disociacion por calor de las muestras de plasma y el
empleo de un sistema de amplificacion biotina-tiramina/estreptavidina-peroxidasa, para incrementar su sensibilidad. MEtopos: se
determino la repetibilidad interensayo en el DAVIH-Ag P24 amplificado. Se evaluaron 32 muestras de plasma de individuos
infectados por el VIH-1 en 3 categorias clinicas (caso SIDA, asintomaticos y con infecciones oportunistas menores). RESULTADOS:
en la determinacion de la repetibilidad interensayo se obtuvo un coeficiente de variacion entre 4 y 10,3 %. Con el DAVIH-Ag P24
amplificado se incremento el nivel de deteccion de P 24 hasta 0,5 pg/mL. El DAVIH-Ag P24 amplificado alcanzd 66 % de
sensibilidad, mientras que el DAVIH-Ag P24 obtuvo 31 %. CoNcLUSIONEs: este estudio preliminar permitiéo demostrar que la
incorporacion de las nuevas modificaciones al sistema DAVIH-Ag P24 amplificado logré aumentar los niveles de deteccion de

P24 y ganar en sensibilidad.

Palabras clave: antigeno P24, disociacién de inmunocomplejos, sistema de amplificacién biotina-tiramina/estreptavidina-

peroxidasa, terapia antirretroviral.

INTRODUCCION

La proteina de 24 kDa del virus de inmuno-
deficiencia humana (VIH), es un componente es-
tructural importante de las particulas retrovirales.'
Se estima que esta presente en cantidades aproxi-
madas a las 1 200 moléculas (5 x 107 g de P24)
por cada virion.>* La concentracion en sangre de
la P24 del VIH-1 se modifica notablemente en el
desarrollo de la infeccion, de ahi su uso como mar-
cador de progresion en los estudios de terapia
antirretroviral y en el diagnostico de la infeccion
en el periodo perinatal de nifios nacidos de madres
seropositivas.’

oW oo =

A inicios de la década de los noventa, se rea-
lizaron estudios a pacientes infectados por VIH-1
y se demostro que los niveles de deteccion de P24
eran un fuerte marcador para los estudios de
progresion a SIDA. Sin embargo, los ensayos de
captura de P24 eran considerados menos sensi-
bles que los llevados a cabo para la determinacién
de la carga viral.?

En la actualidad, los sistemas de deteccion de
la P24 se perfeccionan grandemente, en funcion
de aumentar su sensibilidad. La eliminacion, me-
diante de la desnaturalizacion por calor, de los
inmunocomplejos (IC) que interfieren en el ensa-
yo, permite aumentar la deteccion de esta proteina
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presente en las muestras. Este proceder, junto a
un paso de amplificacidén, disminuye significa-
tivamente el limite de deteccion entre 1-0,5 pg/mL.
Multiples estudios corroboran este aumento en la
sensibilidad como resultado de la incorporacion de
estas modificaciones a los sistemas de captura de
la P24.'7

En los laboratorios DAVIH (La Habana, Cuba)
se produce un sistema inmunoenzimatico tipo
sandwich (DAVIH-AgP24) de deteccion de la
P24 que comprende un rango de concentracion
entre 514-16 pg/mL. En el presente estudio se
empleo la desnaturalizacion por calor como trata-
miento previo a las muestras y la incorporacion
de un paso de amplificacion biotina-tiramina/
/estreptavidina-peroxidasa, con el objetivo de
aumentar su sensibilidad.

METODOS
CONTROLESY MUESTRAS

Control positivo: proteina de 24 kDa del
VIH-1, purificada por cromatografia de afinidad
utilizando sefarosa 4B activada en bromuro de
ciandgeno y acoplada con anticuerpo monoclonal
antiP24.® Se presenta liofilizada y se conserva de
2 a 8 °C hasta el momento de su uso. Este método
de purificaciéon es empleado en la actualidad y con
este mismo objetivo en el sistema ELISA DAVIH-
Ag P24 (Laboratorios DAVIH, La Habana, Cuba).

Control negativo: muestras de plasma hu-
mano negativo a antigeno y anticuerpos contra
VIH-1/2, VHC, no reactiva a antigeno de superfi-
cie del VHB y VDRL (Laboratorios DAVIH, La
Habana, Cuba).

Muestras: se colectaron 32 muestras de plasma
de individuos seropositivos al VIH-1 con diagnos-
tico confirmatorio por western blot y otras prue-
bas complementarias de acuerdo con el algoritmo
de pesquisaje serologico establecido en Cuba.’ Las
muestras se agruparon segun clasificacion clinica
en: 11 como caso SIDA, que se encontraban bajo
tratamiento antirretroviral (triterapia), 2 con infec-
ciones oportunistas menores (no SIDA) y 19
asintomaticos sin tratamiento.

ENSAYOS

ELISA DAVIH-Ag P24

Es un ensayo inmunoenzimatico de tipo
sandwich, que utiliza anticuerpos monoclonales
como sistema de captura y anticuerpos policlonales
especificos contra la P24 del VIH-1 conjugado con
peroxidasa (SIGMA) en la deteccion. Para el re-
velado de la reaccion se utiliza como cromogeno,
la tetrametilbencidina (SIGMA). La placa se lee a
una longitud de onda de 450 nm en un lector de
ELISA (Organon Teknika).’ El ensayo dura alre-
dedor de 20 a 22 h. Se siguieron estrictamente las
instrucciones del fabricante.

ELISA DAVIH-Ag P24 amplificado

- Obtencion del complejo biotina-tiramina
Se obtuvo de la mezcla de 2 soluciones de
0,3 mM de tiramina (SIGMA) y 0,3 mM de
éster de biotina-N-hidroxisuccinamida (SIGMA)
diluidas por separado en 1 mL de dimetilsulfoxido
(MERCK-Schuchardt). Las 2 soluciones obte-
nidas se mezclaron hasta homogeneizar. La
solucion resultante se incubd toda la noche a
temperatura ambiente con agitacion constante.
Se envasd en viales a razéon de 500 uL y se al-
macenod de 2 a 8 °C hasta el momento de su
uso.'’

- Tratamiento de las muestras
Las muestras de plasma se diluyeron 1:6 con
triton X-100 (BDH) 0,5 % y se calentaron a
100 °C, durante 5 min, en un bloque térmico
(PTC-100MJ Research Inc. EUA)."-'* Se pre-
paran al momento de su uso.

- Procedimiento
Las muestras de plasma tratadas se colocaron
arazon de 180 pL por pocillo en la microplaca
(MAXISORP F-16), sensibilizada con anticuerpo
monoclonal de origen murino contra la P24
(Laboratorios DAVIH, La Habana, Cuba) y se
incubaron de 18 a 20 h a 37 °C. La placa se
lavo 5 veces con solucion balanceada de sales
pH 7,2 con Tween 80 (PBS-T80). Se le adicio-
naron 200 pL por pocillo de IgG policlonal
humana contra la P24 conjugada con peroxidasa
(Laboratorios DAVIH, La Habana, Cuba) y se



incub6 a 37 °C durante 90 min. Después de
10 lavados, se adiciond, en cada pocillo, 200 uL.
del complejo biotina—tiramina diluido en Tris-
-HCI1 50 mM pH 8 + seroalbimina bovina (SAB)
1 % + perdxido de hidrégeno (H,0,) 0,003 %
y se incubd a temperatura ambiente durante
15 min. Se realiz6 otro paso de lavado similar al
anterior y se adiciond 200 pL por pocillo de
estreptavidina—peroxidasa (SIGMA) diluida en
PBS-T80 a la que se le afiadi6 SAB (SIGMA)
1 % y se incubd a temperatura ambiente du-
rante 15 min. Para el revelado de la reaccion se
utilizé la tetrametilbenzidina (TMB) (SIGMA)
como reactivo cromogeno en una solucion
sustrato fosfato-citrato pH 5 + H,O, (Labora-
torios DAVIH, La Habana, Cuba) y se adiciond
arazon de 200 pL por pocillo después de efec-
tuarse 10 ciclos de lavados. La placa se incubo
durante 20 min a temperatura ambiente en ca-
mara oscura y la reaccion se paralizé con 50 uL
de acido sulfurico 4M (Riedel-de Haen). La
lectura se realizo en un lector de ELISA
(Organon Teknika) a una longitud de onda de
450 nm.

El valor de corte se establecio calculando la
media de los valores de densidad dptica (DO) de
los controles negativos mas 3 desviaciones estandar
(DE). Las muestras con un valor de absorbancia
mayor o igual al valor de corte se consideraron
como positivas al ensayo.

Larepetibilidad interensayo del DAVIH-Ag
P24 amplificado se determiné para 6 concentra-
ciones de P24 (16, 8, 4,2, 1y 0,5 pg/mL) por dupli-
cado, en 10 ensayos.

Se elabord una curva patron a partir de dilu-
ciones al doble (base dos) del control positivo en
un rango desde 514 hasta 16 pg/mL, para el
DAVIH-Ag P24 y desde 514 hasta 0,5 pg/mL
para el DAVIH-Ag P24 amplificado, con el obje-
tivo de determinar el nivel de deteccion de este
ultimo. Se asumidé como detectable aquel valor de
concentracion cuya DO fuera mayor o igual que
la media de los valores de DO de los controles
negativos, mas 3 DE.

EVALUACION DE LAS MUESTRAS

Las 32 muestras de plasma se analizaron en
paralelo y por duplicado en ambos sistemas. Para
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el DAVIH-Ag P24 se trabajo de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Laboratorios DAVIH,
La Habana, Cuba) y en el caso del DAVIH-Ag
P24 amplificado se sigui6 el procedimiento des-
crito anteriormente.

ANALISIS ESTADISTICO

Se calcul6 la media (%), DE y CV de los va-
lores de DO para cada concentracion de P24 entre
16y 0,5 pg/mL en los 10 ensayos. La homogenei-
dad entre las medias se estimd mediante la Décima
de Grubb y para determinar la homogeneidad
entre las varianzas se emple6 la Docima de
Cochran con valores criticos para ambas docimas
deal%y5 %." Los valores de DO obtenidos
de cada concentracion de la P24, para los 10 ensa-
yos, se llevaron a un diagrama de dispersion y se
analizaron por regresion lineal mediante el progra-
ma computadorizado Microsoft Excel 2003. La
sensibilidad alcanzada en la evaluacion de las 32
muestras de plasma por DAVIH-Ag P24 y DAVIH-
-Ag P24 amplificado se determin6 como des-
cribe Ochoa y otros (2000).'

RESULTADOS

Los resultados obtenidos en relacion con la %,
DE y CV, para las 6 concentraciones estudiadas
se muestran en la tabla 1. E1 CV para el estudio de
repetibilidad interensayo se encontr6 entre 4 y
10,3 % en todos los casos. Los resultados de los
estadigrafos (G, y G,) para la Docima de Grubbs
y (C) para la Docima de Cochran, resultaron ser
menores que los valores criticos paraa. 1 %y 5 %
(tabla 1).

En la figura 1 se representa un diagrama de
dispersion para los valores de DO referentes a la
concentracion de P24 (16, 8,4, 2, 1 y 0,5 pg/mL)
en los 10 ensayos. Se llevo a cabo un analisis de
regresion lineal y la R? obtenida fue cercana a
1 (R>=0,9852).

En la figura 2 se muestran las curvas patron
para los sistemas DAVIH-Ag P24 y DAVIH-Ag
P24 amplificado, con un rango de concentra-
cidn establecido que se manifiesta en niveles de
deteccion de P24.
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TABLA 1. Ensayo de repetibilidad de la curva patron de P24 en el sistema DAVIH-Ag P24

amplificado
Concentracion Doécima Doécima
de P24 (pg/mL) Media (DE) CV (%) de Grubbs de Cochran
16 2,330 (+ 0,03) 4,4 G = 1,686 C= 0,387
G,= 1,872
8 1,438 (+ 0,04) 10,3 G=2,148 C= 0,459
G,= 1,763
4 0,834 (+ 0,01) 6,9 G = 2,322 C= 0,492
G,= 2,021
2 0,458 (+ 0,009) 6,3 G = 2,267 C= 0,307
G,= 1,754
1 0,351 (£ 0,005) 4,9 G = 1,245 C= 0,384
G,= 1,883
0,5 0,252 (£ 0,007) 9,1 G = 1,567 C= 0,162
G,= 1,484

Décima de Grubbs: G, y G, < valor critico; (o0 1 %: 3,001 y o0 5 %: 2,709).
Doécima de Cochran: C < valor critico; (o0 1 %: 0,718 y o0 5 %: 0,602) para p= 10 y n= 2.

Densidad 6ptica (DO)
3
2,5 1

y =0,1354x + 0,2276

R*=0,9852

0 T T T
0 2 4 6

8 10

12 14

Concentracion (pg/mL)
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Fig. 1. Andlisis de la dispersion de las 6 concentraciones de P24 evaluadas en los 10 ensayos.
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Fig. 2. Comportamiento de la curva
patron del sistema DAVIH Ag P24
amplificado.
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TABLA 2. Resultados de la evaluacion de 32 muestras clinicas en los sistemas DAVIH Ag P24 y

DAVIH Ag P24 amplificado

DAVIH AgP24 amplificado DAVIH AgP24
Categorias clinicas P (%) N (%) P (%) N (%)
Caso SIDA
(n=11) 5 (45) 6 (55) 2 (18) 9 (82)
Asintomatico
(n=19) 14 (74) 5(26) 7 (37) 12 (63)
Infecciones oportunistas menores
(n=2) 2 (100) 0 (0) 1 (50) 1 (50)
Total
(n= 32) 21 (66) 11 (34) 10 (31) 22 (69)

n: nimero de muestras, P: positivo, N: negativo.

El sistema DAVIH-Ag P24 amplificado al-
canzd un nivel de deteccion de 0,5 pg/mL, mien-
tras que el sistema DAVIH-Ag P24 se mantuvo
con el mismo nivel de deteccion reportado por el
productor (16 pg/mL).

En la tabla 2 se muestran los resultados de la
evaluacion de 32 muestras de plasma de indivi-
duos infectados por VIH/SIDA en los sistemas
DAVIH-Ag P24 y DAVIH-Ag P24 amplificado.
Del total de muestras estudiadas, el sistema
DAVIH-Ag P24 clasifico 10 muestras como
reactivas para 31 % de sensibilidad, mientras que
por el DAVIH-Ag P24 amplificado resultaron
reactivas 21 muestras para una sensibilidad de
66 %. La sensibilidad del sistema DAVIH-Ag
P24 amplificado fue mayor para todas las cate-
gorias clinicas estudiadas, tal y como se aprecia
en la tabla 2.

DISCUSION

Los ensayos inmunoenzimaticos cuantitativos
utilizan curvas de calibracion para calcular la con-
centracion de las muestras estudiadas, de ahi lo
importante que es lograr parametros optimos en
el ensayo. Ochoa y otros (2000)!'¢ plantearon en
relacion con la repetibilidad interensayo, que los
valores del coeficiente de variacion para el caso
de ELISA cuantitativos no deben superar 20 %,
resultan optimos los inferiores a 10 %. La OIE"
sefiala a su vez, que para valores de DO no nor-
malizados, se admite en la estimacion del CV, una
variacion menor o igual que 20 %. Esto coincide
con los resultados obtenidos en el estudio de
repetibilidad interensayo, donde se observo que los

valores del CV fueron menores que 20 % y no
exceden de 10 %, lo que determind una adecuada
precision para el estuche. Las Docimas de Grubbs
y Cochran indicaron que existié una distribucion
normal de los valores muestrales y homogeneidad
entre las varianzas.

Ochoa y otros (2001)'® plantearon que en en-
sayos biologicos, a diferencia de los ensayos qui-
micos, se necesita un analisis de regresion lineal
que valore mas el ajuste de la curva. En la figura 1
se observo poca dispersion de los valores de DO
en los 10 ensayos correspondientes para cada con-
centracion estudiada de P24. Esto da la medida de
la calidad del ajuste que se logré para la curva
patron de concentracion de P24, al ser aplicado
el analisis de regresion lineal para los valores
de DO obtenidos. La R*resultante fue cercana a
1 (R>= 0,9852), lo que se considera 6ptimo para
analisis de este tipo. Esto coincide con Ochoa y
otros (2001),'® ellos plantearon que mientras mas
cercano a | mejor sera la calidad en el ajuste en
los analisis de regresion.

El sistema DAVIH-Ag P24 amplificado
logré disminuir el limite de deteccion hasta los
0,5 pg/mL. Los valores de DO obtenidos para ese
punto de la curva fueron mayores o iguales que el
valor de corte. Estudios reportados en la literatura
sefialan que para sistemas comerciales de detec-
cion de P24 basados en el mismo principio que el
nuestro, se logran niveles de deteccion de 0,5 pg/mL
(500 fg/mL) cuando se incorporan estas modifica-
ciones en el ensayo. Estos resultados coinciden
con los obtenidos por nuestro sistema.>!!-1314

La disociacion previa de las muestras y la
incorporacion de un paso de amplificacion, que
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utiliza la capacidad de la peroxidasa para incorporar
residuos fenolicos biotinilados revelados mediante
la estreptavidina-peroxidasa, permitieron detectar
bajos niveles de P24 en todos los grupos de mues-
tra analizados y con esto ganar en sensibilidad
en el sistema DAVIH-Ag P24 amplificado.
Schupbach y otros® obtienen valores similares en
cuanto a sensibilidad, pues para una poblacion po-
sitiva estudiada lograron 61,9 %.

En los individuos clasificados como caso SIDA
ocurre una intensa replicacion viral y un deterioro
evidente del sistema inmune; la produccion de
anticuerpos (Ac) contra la P24 disminuye consi-
derablemente y aumentan los niveles de antigeno
P24 (Ag P24). Los resultados obtenidos, al pare-
cer contradictorios, en este grupo donde la fre-
cuencia de antigenemia es mucho mayor asociados
directamente a etapas mas graves de la enfermedad,
pueden estar relacionados con el tratamiento
antirretroviral a que estaban sometidos estos pa-
cientes y por ello los niveles que se detectaron de
Ag P24 estaban atenuados como respuesta a la
terapia. Segun Praharaj y otros,!! asi como
Balakrishnan y otros," los niveles de Ag P24
circulante pueden ser reducidos con el empleo de
las drogas antirretrovirales. Schupbach y otros?
determinaron en sus estudios que la aplicacion de
la terapia antirretroviral logré disminuir en gran
medida el numero de particulas virales, lo cual
trajo consigo que no ocurriera practicamente lisis
celular y, por tanto, los niveles de P24 libre en
plasma disminuyeran notablemente. Resultados
similares fueron obtenidos por Respess y otros,?
asi como Tehe y otros,' en pacientes con SIDA
que se encontraban bajo tratamiento antirretroviral,
cuando el nivel de deteccion de Ag P24 en con-
diciones amplificadas fue de 40 y 34 %, respecti-
vamente.

En los individuos asintomaticos, el organismo
comienza a comprometer su sistema inmunologico
con el periodo infeccioso y empieza a liberar Ac
contra la P24, con la consecuente formacion de
IC. Esto provoca la aparicion de resultados falsos
negativos, cuando se enfrenta este grupo de pa-
cientes a sistemas de captura de Ag P24 sin modi-
ficar. Diversos autores utilizan la desnaturalizacion
por calor de las muestras con una previa dilucién
en Triton X-100 0,5 %. Este paso facilita que ocu-
rra la reduccion de los puentes disulfuro de las

moléculas de Ac y, por ende, la destruccion
irreversible de las uniones funcionales entre el
antigeno y el Ac; pierde este su estructura
tridimensional y queda el antigeno libre para su
deteccion.!>¢

La P24 no siempre esta como complejo con el
Ac, sino que puede aparecer formando agregados
de P24 o como componente estructural de viriones
incompletos, producto de la lisis celular.>
Schupbach y otros® plantearon la utilizacion de
una solucion de ruptura para facilitar la eliminacion
de estos agregados de la P24 y favorecer asi su
deteccion. En el presente estudio el empleo de una
solucion de Tritén X-100 a 0,5 %, ademas de la
desnaturalizacion por calor como método de rup-
tura para los IC, influy6 en la destruccion de los
IC y de los agregados de la P24; de ahi el aumento
del nimero de muestras positivas que se obtuvo
para el sistema DAVIH-Ag P24 amplificado.

Estos resultados coincidieron con los obtenidos
por otros autores, donde los niveles de deteccion
para este grupo de pacientes no superaron 72,7 %
en sistemas amplificados de deteccion de P24.12

En los individuos asintomaticos la latencia
clinica no se corresponde con un periodo de
latencia virologica, aunque el VIH se replica inten-
samente en el tejido linfoide, no aparecen sintomas
de la enfermedad. Por este motivo es importante
contar con sistemas de deteccién de Ag P24
de alta sensibilidad, que permitan detectar los
niveles de P24 en este periodo, como un marcador
complementario a la hora de definir el inicio
temprano de la terapia antiviral en este grupo de
pacientes.'>?!

El escaso nimero de muestras analizadas en
los pacientes con infecciones oportunistas meno-
res, que aun no clasifican como caso SIDA, no
permitio hacer un analisis mas profundo de los re-
sultados. A pesar de no ser un numero representa-
tivo de muestras, el sistema DAVIH-Ag P24
amplificado detectd 100 %.

La ganancia en sensibilidad de los sistemas de
captura de P24 es de vital importancia como ensayo
complementario, para estudios de progresion de
la enfermedad en pacientes infectados por el
VIH-1 y para el monitoreo de la terapia anti-
rretroviral.>*!%2! Este estudio preliminar permitio
demostrar que con la incorporacion de las nuevas
modificaciones al sistema DAVIH-Ag P24



amplificado, se logré aumentar los niveles de de-
teccion de P24 y ganar en sensibilidad de forma
precisa.

Preliminary results of DAVIH-AgP24 with the biotin-
-tiramyne/streptavidine-peroxidase amplification
system

ABSTRACT

OsiecTivE: ELISA DAVIH- p24 Ag was modified by introducing
heat dissociation of plasma samples and a tyramine/streptavidine-
peroxidase amplification system, with the objective of increasing
sensitivity. METHODS: between-assay repeatability was determined
in amplified DAVIH-p24 Ag. Thirty two plasma samples from
HIV-1-infected individuals classified in three clinical categories
(AIDS case, asymptomatic and minor opportunistic infections)
were evaluated. ResurLTs: the variation coefficient ranged 4-10.3 %
in between-assay repeatability. With the amplified DAVIH-p24
Ag, the p24 antigen detection level increased to 0.5 pg/mL.
Amplified DAVIH-p24 Ag reached 66 % sensitivity whereas
standard DAVIH-p24 Ag sensitivity rate was 31 %. CONCLUSIONS:
This preliminary study proved that the introduction of new
modifications in amplified DAVIH-p24 Ag managed to increase
the p24 antigen detection levels and to gain sensitivity.

Key words: p24 antigen, immune complex dissociation, biotin-
tyramine/streptavidine-peroxidase amplification system, antiretroviral
therapy.
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