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1.a razdn del presente estudio
es informar el resuitado de
nuestra investigacion para
impiementar la técnica de
Wastern Blot (WS UP-LCS) en el
diagndstico de la infeccion por el
Virus de Inmunodeficiencia
Humana tipo 1 (Vi-1). Con tal
objeto, separamos las proteinas
del VIM-1 mediants electroforesis
con base en su peso molecular,
an un g&l de poliacrilamida con
SCS (SD3-~-PAGE) durante 3
horas a 200 voltios. Poste-
riormente, electra-transferimos
pstas proteinas a papel de
pitroceivlosa, durante 4 horas a
200 miliamperies, ¢en la ayuda
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de un sistema de enfriamiento
externo, Las tiras de nitro-
celulosa fueron evaluadas
considerando el tiempo de
incubacién {1 y 16 horas), dos
conjugados (anti lg G humana
con peroxidasa y anti g G
humana con biotina mas estrep-
tavidina con peroxidasa) y dos
diluciones del suero de los
pacientes (1/50 y 1/100). Los
resultados que abtuvimos nos
permiten decir, en primer lugar,
que la condicion optima de la
prueba incluye una dilucian 1/
100 del suero del paciente, Ia
incubacién del suero por 18
horas y el uso del conjugado anti
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lg G humana con biotina y
estreptavidina con peroxidasa;
en segundo lugar, que la
reactividad inmunolégica contra
ias proteinas p24 y gpi60/120 es
el criterie diagnostico mas
imporiante para la confirmacién
defainfeccion porel VIH-1; ¥ que
cbtuvimes un 100% de
correlacion diagndstica, a un
costo entre 5y 7 veces menor, al
campararlo con el sistema
comercial.

El objeto de este trabajo es infor-
mar los resultados obtenidas para la
optimizacion de la técmica de
Western Blot (WE) en la deteccion
de la infeccidn por el VIH-1 a fin
de comparar su eficiencia con los di-

erenles sisiemas comarciales cono-
cidos,

Materiales y métodos

Antigeno viral (VIH-1), El
antigeno viral utilizado consistid en
un lsade d2l VIH tipo 1 inactivado
con fuz ultraviolela v tratado con
Wonidet P-40 el e¢uwal fuoe
gentiimente suministrado por
Louisiana  State  University
international Center for Medical
Rescarch and Training (LSU-
ICMRT) en San José, Costa Rica, a
traves de su directora Dra. Kirsten
WVisona.

Suero de pacientes. Para la
optimizacidn de la técnica utiliza-
mos controles comerciales (positi-
vids ¥ negativos) ¥ sueros conocidos

en cuanto a su reactividad frence al
VIH-1 (positivos, indeterminados y
negativos). Para la comparacion del
WE comercial (Dupont) con el rea-
lizado en Panaméd (WB UP-LCS)
utilizamos suero de 27 pacientes con
reactividad probada por ELISA.

Electroforesis en  gel de
poliacrilamida—5DS (SDS-PAGE),
Usamos un sistema vertical de
electroforesis (1mm de espesor) si-
guiendo el método descrito por
Laemmli (1) con ua gel separador
al 11% vy un gel concentrador al
4.5%. El VIH inactivado fuc mez-
clado a partes 1guales con
amonrgoador de muesira (24 5DS,
0.5M Mercaptostanol, 0.3 Tris—
HCL, pH 6.8) y calentado por 5 mi-
nutos a 60%. La corrida elze-
troforética se fievd a capo por 3 ho-
ras, a 200 voitios ¥ a lemperatura
ambiente. Un fragmento dal g2l fue
cortado v teftide con Azul de
Coomassie para determinar el nline-
ro e mtensicdad de las proleinas se-
paradas (Fig. Mo, 1)

Inmunoelectrotrunsferancia
(WB). Las proteinas virales, una vez
separadas cleciroforéticamente, fue-
ron iransferidas a una matriz de N'T,
con un pore dz 0.45 pm, wsando el
sislemns himedo de elactro-transie-
rencia descrito por Towbin (2) y
adaptade por Tsang parz el VIH (3).
Usamos corriente constante de 200
miliamperios por 4 horas, con un
sistema externo de enfoamiento del
amortiguador de transferencia. Para
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evaluar la eficiencia del proceso, se
tfid un fragmenta de la NT con un
sisterna de deteccidn para proteinas
{Amidoblack) y se compard con lo
observado en el gel de polia-
crilamida.
FIGURA NO. 1
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Dereccidn inmunoenzimatica (4,
5). Para la optimizacidn de la téeni-
ca comparamos  diferentes
parametros, como la dilucidn de los
sueros a 1750 y 17100; el tiempo de
incukacién, una hora v toda la no-
che (16 horas); y los conjugados
usados {anti-IgG humana con
peroxidasa y anti-IgG humana con
biotina mas estreptavidina con
peroxidasa). Secuencialmente rea-
lizamos la incubacion, 4 temperatu-
ra ambicnte ¥y con agitacioén cons-
tante, de las tiras de NT con los sue-
ros diluidos en PBS-Twean 20 con
leche decremada al 3%; tres lavados

de las tiras con PBS—Tween 20
incubacidn a temperatura ambiente
¥ agitacion constante de las tiras de
NT con los diferentes conjugados, a
diferentes tiempos; tres lavados de
las tiras con PBS-Tween 20; apli-
cacion del sustrato (perdxido de hi-
drdgeno) y cromégeno (4-Cl- |-
Naftol) ¢ incubacitn por 10 a 15
minutos con agitacian constante has-
ta la aparicidn de las bandas colo-
readas; asprracion del cromdgena
¥ un lavado de las tiras en agua des-
tilada.

El suero de los pacientes v los
controles comerciales fueron mane-
jados sigutende las normas de
bioseguridad recomendadas por la
OMS (6), Los materiales usados
fueron  desechados, previa
descontaminacion en autoclave y/o
con hipoclorito de sodio al 5%,

Interpretaciin de los resultados
{7,8). Las proteinas virales con sig-
nificado diagndstico en el WE para
el VIH-1 son: p24, gpdl y gpl20¢
160, Para evaluar la reactividad de
las tiras de WB UP-LCS, cada ver
que se corrid la prusha, utilizamos
controles comerciales: positivo allo,
positivo bajo v negativo,

Los resultados de la prueba de
WE se interpretaren como positivos,
indeterminados o negativos (Tahla
No. I).
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TARLA No. 1

Correlasidn de los resultzdos obienidoes con o]
WE UP-LCS v el WE comercial

WE UP-LCE W8 comercial

Infarpeslacion

Fozitivos (] B
Indeterminadas 3 a

Megarivios 5 A

Tadal 27 a7

" Ver los crildeios do positividad en Matanalos
METCOnE,

Resultados

Fueron clasificados considerando
la optimizacién de la técnica (Fig.
MNo. 1 y Fig. No. 2) y 1a correlacion
obtenida al comparar ¢l WB UP-
LTS con los sistemas comerciales
(Tabla No. 1 y Fig. Na. 3).

Dilucidn. Observamos una ma-
yor intensidad de la reaccidn con la
dilucion 1730 pero como produce

mucha reactividad de fondo
(background) en los sueros con ti-
tulos altos es preferible usar, en esos
casos, la dilucion 17100,

Conjugados. El sistemna anti-1gG
humana mis estreptavidina con
peroxidasa demostro ser mas sensi-
ble al incubarlo por una hora.

Incubacidn. Laincubacidn de las
muestras durante toda la neche de-
mostrd ser superior a la incubacién
de una hora cuando se  usd el con-
jugado anti-IgG humana con
peroxidasa y el suero no tenia un ti-
tulo muy alto. Laincubacién de una
hora es adecuada para sueros con ti-
tulos altos y cuando se usa anti-1gG
con blotina mas estreptavidina con
peroxidasa, como sistema de
deteccidn,

Correlacién. Obtuvimoes un
100% de correlacion diagnéstica
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(Tabla No. 1) entre el WB UP-LCS
y el WB comercial. Observamos la
importancia de las proteinas p24 y
gpl20/160 {F1g. No. 3) como requi-
sitos indispensables para la confir-
macion diagndstica de la infeccion
por el VIH-],

realizar todo el proceso meto-
dolégico necesario para la prodoc-
cion de las tiras de nitrocelulosa con
las proteinas virales; y a la poca dis-
ponibilidad de los reactivos v equi-
pos quée se requieren para desarro-
llar la pruehba.

FIG. 3
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Comentarios

El WB es una de las técnicas
confirmatorias mas usadas a nivel
mundial por su elevada especificidad
(9. En paises como Panamd, en vias
de desarrollo, esta metedologia no
es facil de realizar rutinariamente
debido al elevado costo de los siste-
mas comerciales en el mercado {en-
tre 600 a 1200 Balboas por juego
comercial para 30 pruebas); a Ia es-
casez de personal capacitado para

Para el desarrollo completo de la
prucba de WDB practicamos la
electrotoresis de las proteinas del VIH
en geles de poliacnlamada SDS (SDS5—
PAGE), por que nos permite la separa-
cion de Jas proteinas virles segin su
peso molecular; la electromansferencia
de las proteinas virales a papel de
nitrocelulosa (NT), por que fija las pro-
teinas separadas con la tenica anterior
a una matnz sohida y permite la
incubacidn posterior con el suero del
paciente; ¥ la optimizacién en la
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deteccidn mmunocnziméatica de
reactividad a las diferentes fraceio-
nes proteicas presentes en la NT,
porque permite detectar, con un
anticuerpo contra las inmuno-
globulinas humanas unido a una
enzima cspecifica, la presencia de
anlicuerpos presentes en el suero del
paciente contra determinadas protei-
nas virales.

Los resultados preliminares ob-
tenidos nos permiten afirmar que la
incubacion de los sueros durante
toda la noche produce mejores re-
sultados, especialmente en sueros
con titulo bajos; que ¢l conjugado
anti-lglG humana con bioting mis
estreptavidina con peroxidasa es el
sistena de deteccidn mis sensible v
de mejor resolucion; y que la dilu-
cidn de suero recomendada es 17100,
exceplo en los casos de pacientes
con ELISA limitrofe (en este caso
se recomienda una dilucién 1/50 v
la incubacicn durante toda la noche),

Este trabajo demuestra que la
reactividad contra las proteinas p24
¥y 2p1 20160 es el eriterio de mayor
validez para la confirmacion del diag-
nostico de infeceion con ef VIH-1.

La diferencia observada entre ¢l
WB UP-1O5 y el WB comercial
puede deberse, en cuanto al recono-
cirniento inmuneldgico de otras pro-
teinas virales, a variables dependien-
tes del origen y de la concentracion
del antigeno viral utilizado en la
electreforesis,

Summary

The purpose of this study is to
report the results of the Authars’

investigation to apply the
Western Blot technique (WB UP-
LCS) in the diagnosis of Human
Immunodeficiency Virus Type 1
{(HIV~1} infeetion. To do this, the
Authors separated the proteins of
the HIV-1 virus by
electrophoresis, based on their
melecular weight, in poliacilamide
gel with SDS (SDS-PAGE) during
3 hours at 200 volts. Then they
electrotransferred these proteins
to nitrocellulose paper during
four hours at 200 milliampares,
with the aid of external cooling.
The nitrocellulose strips were
evaluated considering the
incubation time (1 and 16 hours),
two conjugates (human anti IgG
with Peroxidase and human anti
IgG Biotin plus Streptatividine
with Peroxidase) and two dilutions
of the patients’ sera (1/50 and 1/
100). Based on their results the
Authors conclude that, in the first
place, the optimal conditions for
the testinclude a dilution of 1/100
of the patients serum, incubation
of the serum for 16 hours and the
use of the conjugate of anti
human IgG with Biotin and
Streptavidine with Peroxidase;
secondary, that the immunologic
reactivity against proteins p24
and gp 160/120 is the most
important diagnostic criterion for
the confirmation of infection with
HIV-1 and that they obtained a
diagnostic correlation of 100% at
acostwhich was 5to 7 times less
than that of the commercial
system.
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