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RESUMEN

Introduccion: la inmovilizacion de antigenos a soportes solidos se utiliza para el desarrollo de diversos inmunoensayos. Una de
las primeras tecnologias desarrolladas fue la adsorcion de proteinas por aplicacion directa sobre la nitrocelulosa. Objetivo:
normalizar la inmovilizacion de un péptido sintético de la proteina de transmembrana gp36 del VIH-2, a un soporte de
nitrocelulosa para fines diagnésticos y evaluar los pardmetros de desempefio en un grupo de muestras de sueros con reactividad
de interés conocida. M étodos: el péptido se inmovilizé de forma libre, conjugado a la albimina de suero bovina (BSA) y a la
hemocianina de lapa marina (KLH) como proteinas portadoras. Se analizaron los pardmetros de inmovilizacion y se determin6
la variante dptima. Con la variante escogida se evalu6 la sensibilidad y especificidad diagndstica frente a paneles de referencia del
Laboratorio de Investigaciones del SIDA. La especificidad analitica se evalué con muestras reactivas a VIH-1y HTLV-I.
Resultados: el andlisis de las variantes de péptido inmovilizadas a las membranas de nitrocelulosa, demostré que el péptido
gp36-BSA, fue el que logré la mayor diferenciacion entre muestras positivas y negativas. Se obtuvo 100 % de sensibilidad
y 95,2 % de especificidad diagndstica, asi como 100 % de especificidad analitica. Conclusiones: el péptido gp36-BSA
inmovilizado en membranas de nitrocelulosa es eficaz en el diagnostico seroldgico del VIH-2, lo cua permitira considerarlo para
su empleo con fines diagndsticos en sistemas que utilicen como fase solida la nitrocelul osa.
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INTRODUCCION

Lainmovilizacion de antigenos asoportes soli-
dos se utiliza para el desarrollo de diversos
inmunoensayos. Una de |as primeras tecnologias
desarrolladas fue la adsorcion de proteinas por
aplicacion directa sobre la nitrocelulosa. Las va-
riantes optimi zadas de estametodol ogia, constitu-
yen una excelente alternativa que supera a los
inmunoensayos convencionalescomo el ELISA en
diversos aspectos. Unade ellas emplea un equipo
defiltracion con €l cual selograunamayor unifor-
midad en la zona donde se aplicala muestray se

favorece suinmovilizacion alanitrocelulosa.! Otra
tecnologiaempleadaese inmunoensayo enlineaen
laque el antigeno se aplica en forma continua so-
bre la membrana de manera simple, econémicay
permite fijar antigenos de distinta natural eza so-
bre un mismo soporte.?

Paralelamente, se han desarrollado novedosas
metodol ogias de obtencion de proteinas recom-
binantesy péptidos sintéticos, que aventgjan alos
antigenos naturales, los cuales se emplean en los
diagnosticadores, por la forma de obtencion, el
costo y laeliminacion delacontaminacién debida
alos detritos celulares de las fuentes naturales;
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esto ha derivado en un mejoramiento de los
pardmetros de sensibilidad y especificidad de los
ensayos.>® Es por ello que en la actualidad nu-
Merosos inmunoensayos, incorporan péptidos sin-
téticos parala deteccion de anticuerpos contralos
virusdeinmunodeficienciahumanatipo 1y tipo 2
(VIH-1/2). Estos péptidos representan secuencias
de la proteina que constituyen zonas altamente
conservadas, las cuales permiten detectar la res-
puesta de anticuerpos en todos los individuos
infectados y durante todos los estadios de la en-
fermedad, independientemente del subtipo de
VIH.*5 Se plantea que péptidos menores de 20
residuos de aminoé&cidos se unen débilmente alos
soportes solidos por |0 que generalmente se conju-
gan aproteinas portadoras o se le afiaden residuos
delisnaenlosgruposamino terminaes, que meo-
ranlaexpresiony exposicion delosepitopesy una
Optima adsorcion al soporte.®® Las proteinas por-
tadoras mas usadas son laa buminade suero bovi-
no (BSA), ovoabumina (OVA) y lahemocianina
de la lapa marina (KLH). La BSA y la OVA se
emplean en la produccion de antigenos para
inmunoensay0s.%°® LaKLH, aunque lamayoriade
los reportes refieren su uso en la produccion de
inmundégenos,®’® también puede emplearse en la
produccién de antigenos parainmunoensay0s.°

El presente trabajo tiene como abjetivo, nor-
malizar lainmovilizacion de un péptido delapro-
teinade transmembranagp36 del VIH-2, deforma
librey conjugado a proteinas portadoras, sobre un
soporte de nitrocel ulosa, asi como evaluar su des-
empefio en un grupo de muestras de sueros con
reactividad conocida

METODOS
ANTIGENOY FASE SOLIDA

Se empled un péptido de 20 aminoécidos
correspondiente aun fragmento delaglicoproteina
de 36 kd (gp36) del VIH-2, sintetizado en el
Centro de Inmunoensayos por el método boc.® El
péptido se conjugd ala BSA (Sigma—Aldrich)
y ala KLH (Sigma-Aldrich), por el método
delacarbodiimida soluble, [1-Ethyl-3-(3-
-dimethylaminopropyl) carbodiimide] EDAC en
una proporcion 1:1.1 Se emplearon membranas

de nitrocelulosa con poro de 0,2 um (BioRad
Laboratories, CA, USA) con un tamafio de
10,5 x 15 cm.

Inmovilizacion del péptido a membranas
de nitrocelulosa

El péptido seinmoviliz en 3 variantes: enforma
libre, péptido-KLH y péptido-BSA. Seempled un
dispositivo parainmovilizar antigenosen formade
linea, cuyo principio sebasd enlaabsorcion al va-
cio del material bioldgico en una concentracion
determinada. Se prepararon concentraciones del
péptido en un rango de 3,125 a 300 mg/mL en 2
soluciones: bicarbonato de sodio 0,1 M pH 9,6
y Tris0,4 M-metanol 20 %. Seaplicaron2y 3 mL
de cada variante por ranura (15,0 x 0,3 cm). Se
ensayaron |los tiempos de absorcion al vacio de
30s, 1, 2y 3min. Unavez inmovilizados|os péptidos
en la nitrocelulosa, se secaron en incubadora a
37 °C durante 30 min, 1, 2, 3 h'y toda la noche.
Posteriormente se tifieron con una solucion de
0,1 % de rojo ponceau en &cido acético 5 %, para
comprobar lahomogeneidad delas bandasfijadas.
Se lavaron con agua destilada, se secaron con
papel defiltro, se cortaron entirasy se dmacenaron
a4 °C hastasu utilizacién. Paralaoptimizacion de
los parametros antes sefialados se emplearon 2
sueros, 1 positivoaVIH-2y 1 negativo.

Se determinaron los pardmetros Optimos de
concentracion, volumen, tiempo de absorcién y
secado, paralavariante que revel6 un mayor con-
traste de lasefial positivo/negativo.

REVELADOINMUNOLOGICO

L astiras seincubaron independientemente con
2 mL de solucién de lavado (0,02 mol/L de
Na,HPO, 0,02 mol/L de NaH,PO,; 0,015 mol/L
NaCl; 0,001 % detiomersal y 0,3 % de Tween 20;
pH 7,2-7,4) durante 15 min atemperaturade labo-
ratorio (25 °C). Después de aspirar el contenido,
se afadieron 2 mL de tampdn de dilucion de la
muestra (0,02 mol/L de Tris; 0,1 mol/L de NaCl,
0,005 % de tiomersal y 10 % de suero normal de
carnero) y reactivo blogueador (leche en polvo
descremada al 5 %). A continuacién se diluyeron
20 pL delas muestras de suero (1:100) y seincu-



baron toda la noche a una temperatura de 25 °C
en agitacion lenta. Al transcurrir entre 16 a 20 h,
seaspiré el contenido delasbandejasy selavaron
lastiras con solucion delavado durante 5 min. Esta
operacion se realizé hasta completar un total de 3
lavados. Posteriormente se afladieron 2 mL del
tampdn de dilucion de la muestra con conjugado
(1gG de carnero anti Fc humana conjugada a
peroxidasa de rébano picante) diluido 1:1 000
y se incub6 durante unahoraa 25 °C en agitacion.
Después de 3 lavados de 5 min cada uno, se
afadieron 2 mL/canal de solucion reveladora
lista para el uso (0,02 mol/L de Na,HPO,;
0,02 mol/L de NaH,PO,; 0,015 mol/L de NaCl
y peroxido de hidrégeno 0,08 %; pH 7,2-7,4) mas
1 mg dediaminobenzidinatetrahidrocl érica(DAB).
Seincub6 en la oscuridad hastala aparicién de un
precipitado insoluble en forma de bandas de color
carmelita que se deposita sobre las tiras de nitro-
celulosa, después se enjuagd 2 veces con agua
destilada para detener el desarrollo del color.

EVALUACION DEL DESEMPENODEL PEPTIDO
EN MEMBRANASDE NITROCELULOSA

Con lavariante escogida se evalu6 el desem-
pefio frente a paneles de referencia caracteriza-
dosen el Laboratorio de Investigacionesdel SIDA.
El estudio de sensibilidad del péptido gp36 serea-
liz6 con un panel de 14 muestras de suero humano
positivas a VIH-2, todas caracterizadas por un
western blot para VIH-2, New LAV BLOT Il
(Diagnostic Pasteur, Francia). Para el estudio de
especificidad diagnostica se emplearon 220
muestras negativas a VIH-1/2 procedentes de
bancos de sangrey caracterizadas por UMELISA
HIV 1+2 recombinant (TECNOSUMA, La Ha-
bana, Cuba). Para la especificidad analitica se
ensayaron 60 muestras positivas a VIH-1y 9
muestras positivas a HTLV-1. Se consideraron
reactivosal péptido |os sueros que revelaron una
sefial de intensidad superior o similar a la que
mostré el suero control positivo de VIH-2.

RESULTADOS

La solucién de sensibilizacion con mejores
resultados, en todaslasvariantes evaluadas, fuela
de Tris 0,4 M-metanol 20 %, porque se observé
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una mejor discriminacién entre la reactividad del
suero positivo contraVIH-2 'y el suero negativo.

En las 3 variantes analizadas (péptido libre,
conjugado a KLH y BSA), se observd que la
mejor diferenciacién en la sefia entre positivo y
negativo se obtuvo al minuto de absorcién al
vacio. Por encimade este tiempo, aungue hubo un
incremento en la sefial frente al suero positivo,
también se revel ¢ sefial en el negativo, lo que
indicé una reactividad inespecifica. El tiempo de
secado de las membranas a 37 °C no mostro dife-
rencias en lasefial positivo/negativo entre 30 min
y todalanoche, por o que seescogio € quebrindd
el mismo resultado en menor tiempo.

El revelado inmunol 6gico delastirasdelas 3
variantes de péptido inmovilizadas, en los
parametros de concentracién, volumen, tiempo de
adsorcion y secado analizados, mostré que todas
fueron capaces de discriminar entre el suero posi-
tivo contraVIH-2y e suero negativo; sinembargo,
la variante con la sefial de mayor diferencia
positivo/negativo, seevidencid con el péptido gp36
conjugado aBSA enunaconcentracionde 10 pg/mL,
un volumen de 2 mL, un tiempo de absorcion al
vaciode 1 miny 30 mindesecadoa37°C (Fig. 1).
Las variantes del péptido libre y péptido-KLH
mostraron una sefial mas débil frente al suero po-
sitivo en todas | as condiciones evaluadas.

1 2 3
= 1: péptido libre.
— — — 2: péptido-KLH-
3: péptido BSA.
=4 100 pg/mL
— 50 pg/mL
— 25 pg/mL
_— 10 pg/mL
we 5 pg/mL
- % -t =

Fig. 1. Resultado del revelado de tiras sensibilizadas con los
parédmetros optimizados.
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Tira 1: control positivo.
Tira 2: control negativo.
Tiras 3-16: muestras del panel.

Fig. 2. Resultados de la evaluacion
del péptido gp36-BSA frente al
panel de sueros positivos VIH 2.

% kX %k

1234567 89 1011213141516 17 18 1920 2122 23 24 2526 2728 29 303132 3334

Tira 1: control positivo.
Tira 2: control negativo.
Tiras 3-34: sueros negativos.

* Sueros negativos con reactividad al péptido gp36-BSA.

Fig. 3. Resultados de la evaluacién de tiras sensibilizadas con péptido gp36-BSA frente a muestras de sueros negativos a VIH 1/2.

En la evaluacion del desempefio realizada a
péptido gp36-BSA inmovilizado en lamembrana
de nitrocelulosa, todas las muestras positivas a
VIH-2 mostraron reactividad al péptido (Fig. 2),
paraunasensibilidad diagndsticade 100 %. Delos
220 sueros negativosaVIH1/2, 11 mostraron una
reactividad similar a control VIH-2, paraunaes-
pecificidad diagnéstica de 95,2 %. En lafigura 3
se muestran |os resultados frente a 32 sueros ne-
gativos donde se observan 3 de los sueros que re-
velaron unareactividad muy débil contralabanda
de péptido (tiras 23, 27y 29). En el andlisisdelos
60 sueros positivos a VIH-1y los 9 positivos a
HTLV-I, no seobservé reactividad frenteal péptido,
para 100 % de especificidad analitica (datos no
mostrados).

DISCUSION

El resultado obtenido con lasolucion detris-
metanol pudo ser consecuencia de una mayor

activacion de los grupos hidrofbicos de la nitro-
celulosa favorecida por el uso del metanol y el
incremento de las interacciones entre estos gru-
pos. Lasolucién de bicarbonato de sodio 0,1 M pH
9.6 fue menos eficaz, porque se obtuvo una sefial
menos intensa en todas las variantes analizadas.
Este resultado difiere con otros autores que utili-
zan esta solucion en la sensibilizacion de la fase
solida de los ELISA? y en sistemas con soporte
de nitrocelulosa.’3

El resultado al canzado con el péptido gp36-
-BSA coincidié conlo expresado por otros autores
gue emplearon esta proteina portadora en la pro-
duccién de antigenos para inmunoensayos, 10s
cuales plantearon que la BSA eslamés utilizada
enlaconjugacién de péptidos, porque permite una
mejor orientaciony exposicion delos epitopes, asi
como unamejor adsorcién a soportesolido, conlo
quesemejoralasensibilidad y especificidad delos
inmunoensayos que utilizan péptidos sintéticosen
la fase solida.5"*% Sngh y otros en 2007 demos-
traron que la conjugacion de un péptido de la



proteina de 24 Kd (p24) del VIH-1aBSA y €
empleo de un brazo espaciador, incrementaron
la sensibilidad y especificidad respecto a péptido
libre, en un inmunoensayo para la deteccién de
anticuerpos anti p24.° De igual forma, Casey y
otros en 2006 estudiaron antigenos para €l diag-
nostico delainfeccion por €l virusde Epstein-Barr
comparando péptidoslibresy conjugados aBSA
y obtuvieron con laconjugacion unincremento de
71 a92 % en lasensibilidad del ensayo.'

En el caso de la disminucion de la sefial del
péptido libre con respecto a conjugado a BSA
coincidio con lo reportado en laliteratura, donde
se plantea que péptidos de bajo peso molecular se
unen débilmente alos soportes sdlidos o tienden a
formar agregados que impidien una adecuada
exposicion de sus determinantes antigénicos y de
estamanerase dificultasu reconocimiento por los
anticuerpos de una muestra positiva. Por esta ra-
zOn generalmente se conjugan a proteinas porta-
doraso seleadicionanresiduosterminalesdelisina
al amino terminal, para aumentar la expresion y
eXpOsi cion de sus epitopes antigénicosy uname-
jor adsorcién al soporte solido.*&8

Es interesante que otros autores empleen
péptidos de 20 aminoé&cidos sin conjugar 0 menos,
en sistemasinmunenzi méticostipo ELISA quedi-
fieren en la naturaleza del soporte utilizado en €
presente trabagjo.121°

Al parecer, la conjugacion del péptido a pro-
teinas portadoras no depende solo del tamario del
péptido sino ademas de la naturaleza del soporte,
laformadeinmovilizaciény del medio donde ocu-
rrelareaccion inmunoenzimatica.

Para el péptido-KLH este resultado puede in-
dicar deficiencias en el proceso de conjugacion,
debido a una menor cantidad de péptido unido,
comparadacon el péptido-BSA. Carter, en 1994,5
planted que en ocasiones, las conjugaciones con
KLH necesitan la reduccion de la proteina a tra-
vés de laruptura de los puentes disulfuro, lo cual
incrementa la exposicion de una mayor cantidad
de gruposreactivos, que en laestructuranativano
son accesibles paralas moléculas de péptido.

Los valores de sensibilidad y especificidad
obtenidos, son semejantes a los de otras evalua-
ciones realizadas con diagnosticadores comercia-
les que emplean antigenos sintéticos de gp36 para
la deteccién de anticuerpos contra VIH-2.1619
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Krutzik y otros en 1996 a desarrollar €l sistema
UniGold HIV-1/HIV-2 emplearon péptidos de
VIH-1y VIH-2 conjugados a BSA, con resulta-
dos de especificidad y sensibilidad de 99,8 y
100 %, respectivamente.?® Kline y otros en 1996
normalizaron y evaluaron un sistema discrimina-
torio para VIH-1/2 empleando 215 muestras de
suero positivas a VIH-2 y 548 sueros negativos,
obtuvieron 100 % de sensibilidad y 95,4 % de
especificidad.r” Martin y otros en 2007, en el
desarrollo de un ELISA heterogéneo indirecto,
parael pesquisgjedeanticuerposal VIH-2, utiliza-
ron lamisma secuencia peptidicaquelaempleada
en este trabajo,*? pero sin conjugar a BSA. La
evaluacion de este sistema con paneles de refe-
rencia de la Organizacién Mundia de la Salud
(OMS) mostré 100 % de sensibilidad y 99,81 %
de especificidad, lo que demuestra la eficacia de
esta secuencia peptidica como antigeno para
inmunoensayos.

L os resultados anteriores demostraron que €l
péptido gp36-BSA inmovilizado en membranasde
nitrocel ulosaesefectivo en e diagnéstico serol égico
del VIH-2y, por tanto, pudiera emplearse con fi-
nes diagnosticosen sistemas que utilizan como fase
sdlidalanitrocel ulosa, como son losinmunoensayos
en lineasy el western blot. En este Ultimo, su in-
corporacion aun sistema parala confirmacion de
lainfeccion por el VIH 1, pudieraaumentar la ca-
pacidad diagndsticay a mismo tiempo realizar un
diagndstico simultaneo y discriminatorio de ambos
virus.

Evaluation of theimmaobilization of oneHIV-2 gp36
peptidein nitrocellulosemembrane

ABSTRACT

Introduction: antigen immobilization in solid supports is used
for the development of several immunoassays. One of the first
technologies developed was the protein adsorption by direct
application to nitrocellulose. Objective: to standardize the
immobilization of a synthetic peptide of the HIV-2 trans-
membrane protein gp36 to nitrocellulose support for diagnostic
purposes and to evaluate the performance parameters in a group
of serum samples with recognized interesting reactivity.
Methods: the peptide was freely immobilized, conjugated to
bovine serum albumin (BSA) and to keyhole limpet hemocyanin
(KLH) as carrier proteins. Immobilization parameters were
analyzed and then, the optimal immobilization alternative was
determined. Using the chosen variant, the diagnostic sensitivity
and specificity against reference panels of the AIDS Research
Laboratory were evaluated. Analytical specificity was evaluated
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with reactive samples to HIV-1 and HTLV-I. Results: the analysis
of the immobilized peptide variants to nitrocellulose membranes
showed that the gp36 peptide-BSA was the one that succeeded in
setting the greatest differentiation between positive and negative
samples. There were observed 100 % sensitivity, 95.2 % diag-
nostic specificity and 100 % analytical specificity. Conclusions:
the gp36-BSA peptide immobilized on nitrocellulose membranes
showed efficacy for the serological diagnosis of HIV-2, which
will alow considering this peptide for diagnostic uses in systems
with nitrocellulose —based solid phase.

Key words: peptide gp 36, HIV-2, nitrocellulose.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Hawkes R, Niday E. Gordon J. A Dot-inmunobinding assay
for monoclonal and other antibodies. Anal Biochem.
1982;119:142.

2. Raoult D and Dasch GA. The line blot: an immunoassay for
monoclonal and other antibodies. J Immunol Methods.
1989;125:57-65.

3. Merrifield RB. Solid phase peptide synthesis:The synthesis
of a tetrapeptide. J Am Chem Soc.1983;85:2149.

4. Alcaro MC, Peronia E, Roverob P, Papinia AM. Synthetic
peptides in the diagnosis of HIV infection. Curr Protein
Pept Sci. 2003;4:285-90.

5. Ravanshad M, Sabahi F, Mahboudi F, Roostace MH,
Forooshani RS, Kazemnejad A. An accurate confirmation of
human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) and 2 (HIV-
2) infections with a dot blot assay using recombinant p24,
gp41, gpl20 and gp36 antigens. Int J Med Sci.
2004;1(3):193-200.

6. Carter JM. Techniques for conjugation of synthetic peptides
to carrier molecules. En: Methods in Molecular Biology.
vol 36, Totowa, NJ: Editorial Humana Press Inc.; 1994.
p. 155-91.

7.Gomez CE, Lopez-Campistrous AE, Duarte CA. An
Immunoassay with bovine serum albumin coupled peptides
for de improved detection of anti V3 antibodies in HIV-1
positive human sera. J Virol Methods. 1998;71:7-16.

8. Manocha M, Chitralekha KT, Thakar M, Shashikiran D,
Paranjape RS, Rao DN. Comparing modified and plain peptide
linked enzyme immunosorbent assay (ELISA) for detection
of human immunodeficiency virus type-1 and type-2 (HIV-
2). Immunol Lett. 2003;85(3):275-8.

9. Singh SK, Shah NK, Bisen PS. A synthetic gag p24 epitope
chemically coupled to BSA through a decaalanine peptide
enhances HIV Type 1 serodiagnostic ability by several folds.
AIDS Res Hum Retrovir. 2007;23(1):153-60.

10. Leakey A, Hirst R, La Broy J. A low molecular weight factor
is a significant mediator of non-opsonic neutrophil activation
by Helicobacter pilory. J Med.Microbiol. 2001;50:787-94.

11. Bauminger S, Wilchek M. The use of carbodiimides in the
preparation of immunizing conjugates. Meth Enzymol.
1980;70:151-9.

12. Martin D, Silva E, Pérez MT, Diaz DF, Romero K, Diaz HM,
et a. Disefio y evaluacién del sistema DAVIH VIH-2. Rev
Cubana Med Trop. 2007;59(3):1-6.

13. Chan L, Sum YW, Yin MF, Lim LF. An augmented western
blot format and immunoassay for detection of viral antibodies.
EP0564460; 1993.

14.Chan L, Sum YW, Yin MF, Lim LF. HIV-1/HIV-2 viral
detection kit and method. USP 5721095; 1998.

15. Casey LJ, Coley AM, Street G, Parisi K, Devine PL, Foley
M. Peptide mimotopes selected from a random peptide
library for diagnosis of Epstein - Barr virus infection. J Clin
Microbiol. 2006;44(3):764-71.

16. Kannangai R, Ramalingam S, Prakash K, Abraham OC,
George R, Castillo RC, et.al. A peptide enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) for the detection of human
immunodeficiency virus type-2 (HIV-2) antibodies: An
evaluation on polymerase chain reaction (PCR) confirmed
samples. J Clin Virol. 2001;22(1):41-6.

17. Kline RI, McNairn D, Holodniy M, Mole L, Margolis D,
Blattner W, et.al.. Evaluation of Chiron HIV-1/HIV-2
recombinant immunoblot assay. J Clin Microbiol.
1996;34(11):2650-3.

18. Constantine NT. HIV antibody assays. HIV InSite Knowledge
Base Chapter May 2006. Niel reagents of the University of
Californiaz The UCSF Center for HIV Information; 2006
[citado 16 May 2007]. Disponible en: http://
hivinsite.ucsf.edu/insite.jsp?page=K b-02-02-01

19. Marcelino JM, Barroso H, Gongalves F, Marques Silva S,
Novo C, Gomes P, et a. Use of a new dual-antigen enzyme-
linked immunosorbent assay to detect and characterize the
human antibody response to the human immunodeficiency
virus type 2 envelope gp125 and gp36 glycoproteins J Clin
Microbiol. 2006;44(2):607-11.

20. Krutzik SR, Choi DP, Chung S, Krutzik SR, Nguyen M.
Synthetic peptide based one step serological assay of HIV-1
and HIV-2 antibodies. Int Conf AIDS. 1996;11(87):7-12
(abstract no. We.B.3178).

Recibido: 9 de octubre de 2010. Aprobado: 25 de noviembre de 2010.
Dervel Felipe Diaz Herrera. Laboratorio de Investigaciones del
sida (LISIDA). Carretera de Jamaica y Autopista Nacional. La
Habana, Cuba. Coreo electrénico: feloany@infomed.sld.cu;
lisida@infomed.sld.cu.



