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) c en la actualidad. El objetivo de este trabajo es evaluar un péptido sintético monomérico biotinilado de
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la glucoproteina de transmembrana gp36 del VIH-2, en un ensayo de sandwich, para la deteccién
de anticuerpos contra la esta proteina del VIH-2.
Materiales y métodos: Para desarrollar el ensayo se utilizaron placas recubiertas con la proteina recom-
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VIH . binante gp36 a 0,5 wg/ml y con el péptido sintético gp36(5) a 1 wg/ml; la concentracion del péptido
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p36 smtetlcp gp36(5) blotlmladg (gp36(5)-B) utl.h;ada fue 0,1 pug/ml', prep')ar.ada con una solucién regula-
Esptretavidina/biotina dora Tris-BSA-NaCl y el conjugado Estreptavidina-Fosfatasa Alcalina diluido 1:30.000 preparado con la
Péptidos sintéticos solucién PBS-Sacarosa-BSA. Se evaluaron muestras de suero positivas a anticuerpos contra los virus VIH-
1 y VIH-2 (88 y 34, respectivamente), 483 muestras negativas procedentes de donantes de sangre y
96 muestras de suero para evaluar la especificidad analitica. Todas las muestras fueron evaluadas en el
UMELISA HIV1+2 RECOMBINANT, las que resultaron reactivas se confirmaron por el ensayo confirmatorio
DAVIH-BLOT.
Resultados: Las 34 muestras con anticuerpos contra el VIH-2 fueron evaluadas como positivas en ambas
variantes de recubrimiento; la mayor especificidad se obtuvo con la variante que empleé el péptido
sintético gp36(5) en el recubrimiento. El ensayo sandwich de doble antigeno desarrollado empleando el
gp36 (5)-B permite la deteccion de anticuerpos contra la proteina gp36 del VIH-2.
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Development of an antigen ‘sandwich’ enzyme immunoassay for the detection
of antibodies against HIV-2 by using a biotinylated synthetic peptide of gp36
protein
ABSTRACT
Keywords: Introduction: Among the several existing methods for the detection of antibodies to HIV, the ‘sandwich’
HIV ELISA is currently the most used. This study aims to assess a biotinylated monomeric synthetic peptide of
;:g‘é""kh the glycoprotein trans-membrane gp36 from HIV-2, in a sandwich assay, for the detection of antibodies

Streptavidin/biotin against this HIV-2 protein.
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Materials and methods: To perform the assay, plates coated with recombinant protein gp36 at 0.5 p.g/mL
and synthetic peptide gp36(5) at 1 ug/mL were used. The concentration of the biotinylated synthetic pep-
tide (gp36(5)-B) used was 0.1 wg/mL prepared with a Tris-BSA-NaCl buffer solution and the Streptavidin-
Alkaline Phosphatase conjugate diluted 1:30000 prepared with a PBS-Sucrose-BSA solution. Positive
serum samples to antibodies against HIV-1 and HIV-2 viruses (88 and 34, respectively) were tested, with
483 negative samples from blood donors and 96 serum samples to assess the analytical specificity. All the
samples were tested using the UMELISA HIV 1+2 RECOMBINANT assay, and all positives were confirmed
using a DAHIV-BLOT assay.

Results: Thirty four samples with antibodies against HIV-2 were assessed as positive for both coating
variants. The highest specificity was obtained with the variant using the synthetic peptide gp36(5) in its
coating. The antigen ‘sandwich’ assay developed by using gp36(5)-B enables the detection of antibodies
against gp36 protein of HIV-2

© 2014 Elsevier Espafia, S.L.U. and Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia

Clinica. All rights reserved.

Introduccion

Un virus relacionado con el virus de inmunodeficiencia de los
simios (SIV) fue aislado por primera vez 1986 en seropositivos de
Africa Occidental, y hoy se conoce como virus de lainmunodeficien-
cia humana tipo 2 (VIH-2). Este virus es responsable de epidemias
localizadas en paises africanos, y existen evidencias de infecciones
en otras regiones de Europa, Sudamérica, Estados Unidos, Asia y
Australia’. En Cuba se ha reportado la circulacién del VIH-22.

Existe una homologia conformacional entre la gp41 del VIH-1y
la gp36 del VIH-2, la cual se debe a la formacién en ambos casos
de un lazo originado por la formacién de un puente de disulfuro.
Estos enlaces se obtienen por la oxidacién de los grupos SH de las
moléculas de cisteinas en las secuencias CSGKLIC para la gp41 del
VIH-1y CAFRQVC para la gp36 del VIH-23,

Los anticuerpos contra el VIH-2 reaccionan con las proteinas
de las regiones gag y pol del VIH-1 hasta en 80% y solo lo hacen
con las proteinas de env hasta en 30%. Por esta razén, proteinas
como la gp36 (36 kD) del VIH-2, con alta especificidad y potencial
inmunogénico®, se han utilizado en el disefio secuencial de péptidos
y proteinas recombinantes para el diagndstico™°.

Los péptidos sintéticos se utilizan como antigenos en los ensayos
inmunoenzimaticos (EIA), ya que pueden imitar epitopos inmuno-
dominantes; ademas se unen con cierta facilidad a la fase soélida,
y se ha descrito que ofrecen a los EIA la posibilidad de obtener
mayor sensibilidad y especificidad. El uso de secuencias peptidicas
especifica de la glucoproteina 36 del VIH-2 como antigeno ofreci6
una adecuada especificidad y sensibilidad en diversos EIA78.

En los dltimos afios se han desarrollado EIA tipo sandwich (EIA
de tercera generacién) que emplean antigenos recombinantes o
péptidos sintéticos especificos del VIH-1 y del VIH-2. Estos pue-
den detectar todas las clases de inmunoglobulinas, lo que aument6
la sensibilidad al ser 1a IgM el primer marcador de seroconversion®.

Por las razones antes expuestas, el objetivo de este trabajo fue
evaluar un péptido sintético monomérico biotinilado de la regién
amino terminal de la glucoproteina de transmembrana gp36 del
VIH-2, en un ensayo tipo sandwich (tercera generacién) para la
deteccion de anticuerpos contra la gp36 de este virus.

Materiales y métodos
Muestras analizadas

Se emplearon 4 paneles de sueros:

Primer panel: estaba constituido por 483 muestras de suero pro-
cedentes de donantes de sangre, individuos supuestamente sanos.

Segundo panel: incluyé 34 muestras de suero procedentes de
individuos infectados con el VIH-2 (tabla 1).

Tabla 1
Clasificacién de las muestras

UMELISA HIV 1+2
Recombinant/WB

UMELISA HIV 1+2
Recombinant/WB

Positivos Negativos
Ensayo sandwich positivo Verdaderos Falsos positivos
positivos (VP) (FP)
Ensayo sandwich negativo Falsos negativos Verdaderos
(FN) negativos (VN)

Tercer panel: se prepar6 con 88 muestras de suero de individuos
infectados con el VIH-1.

Cuarto panel: estaba compuesto por 96 muestras de suero pro-
cedentes de individuos; dada su naturaleza, pueden interferir en
ensayos que detectan anticuerpos al VIH (embarazadas n=24;
hemodializados n=24; sueros de pacientes con anticuerpos dirigi-
dos contra el virus de la hepatitis C(VHC positivos) n =24y sueros de
pacientes positivos al antigeno de superficie del virus de la hepatitis
B (HBsAg positivos) n=24).

Todos los sueros se conservaron a —20 °C hasta su uso.

Sintesis quimica en fase solida, purificada, caracterizacion
del péptido gp36(5) del VIH-2

El péptido se obtuvo en el Laboratorio de Sintesis de Péptidos
del Centro de Inmunoensayo mediante sintesis quimica en fase
s6lida, empleando la estrategia Boc en bolsas de polipropileno?!1,
Posteriormente se purificé por cromatografia liquida de alta reso-
lucién (HPLC) en fase reversa (RP-HPLC, Pharmacia, LKB)'2 en una
columna RP18 (Pharmacia) (sistema de gradiente A/B de 0 a 60% B)
(A TFA 0,1% [v/v] y acetonitrilo 2% [v/v] en H,0; B TFA 0,05% [v/V]
en acetronitrilo). La caracterizacion del péptido se realiz6 mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorp-
tion of lons Time-of-Fight)!%-14,

Biotinilacion del péptido sintético gp36(5)

Después de la sintesis quimica en fase sélida del pép-
tido sintético se procedié a la biotinilacion del mismo en fase
s6lida con D-biotina y 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) disueltos en
N,N’-dimetilformamida (DMF), utilizando como activador la N.N’-
diisopropilcarbodiimida y las mismas condiciones empleadas en
el acoplamiento de los Boc-aminoacidos. Posteriormente se puri-
fico por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) en fase
reversa (RP-HPLC, Pharmacia, LKB)'? en una columna RP18 (Phar-
macia) (sistema de gradiente A/B de 0 a 60% B) (A TFA 0,1% [v/v] y
acetonitrilo 2% [v/v] en H,0; B TFA 0,05% [v/v] en acetonitrilo).
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Proteina recombinante gp36

La proteina recombinante gp36 que se utiliz6 en este estudio fue
suministrada por el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia
de Sancti Spiritus, Cuba. fue obtenida en E. coli, con mas de 85% de
pureza estimada por electroforesis en gel de poliacrilamida.

Conjugado estreptavidina fosfasata alcalina

La estreptavidina se conjugd a la fosfatasa alcalina por el método
del glutaraldehido en un solo paso descrito por Avramea en 1969'°.

Recubrimiento de las placas

Para el recubrimiento de las placas se empled la proteina
recombinante gp36 0,5 pg/ml (variante A) y un péptido gp36(5)
(variante B), ambos diluidos en disolucién reguladora carbonato-
bicarbonato 0,05 mol/l; pH 9,6. Las soluciones de dispensaron a
razén de 18 pl/pozo en placas de poliestireno con capacidad para
30wl por pozo (placas UMELISA Greiner Bio-One, Alemania), se
incubaron en cdmara hiimeda a 45 °C durante 4 h. Se aspir6 la solu-
ciénderecubrimientoy se lavé unavez con PBS-Tween (8 g de NaCl;
1,215 gde Na;HPO; 2H;0; 0,2 gde KH,PO4; 0,2 gde NaNs. 0,5 ml de
Tween-20: para un volumen de 1.000 ml de agua purificada y pH
de 7,3-7,5) a raz6n de 25 pl/pozo. El tiempo de permanencia de la
solucién de lavado fue de 30s. Para preservar el recubrimiento se
aplicé la solucién de PBS suplementado con albiimina sérica bovina
(BSA)al 1%y Tween 20 al 0,05% para la variante B. En las placas de la
variante A se afiadi6 a la solucién suero de carnero con anticuerpos
anti E. coli. Elvolumen de preservo dispensado fue de 19 pl/pozo, las
placas se incubaron durante toda la noche entre 20-25 °C, se aspir6
el preservo y se secaron durante 2 h a 37°C para posteriormente
sellarlas y conservarlas a 4 °C hasta el momento de su evaluacién.

UltramicroELISA sandwich para la deteccion de anticuerpos
contra la proteina gp36 del VIH-2. Descripcion de la técnica

Es un ensayo inmunoenzimatico heterogéneo tipo sandwich de
tercera generacion que emplea las ventajas de la reaccién de alta
afinidad entre la estreptavidina y la biotina. En este ensayo se utili-
zan como fase sélida tiras de ultramicroELISA (10 pl por pocillo)
revestidas con la proteina recombinante gp36 (variante A) y el
péptido sintético gp36(5) (variante B) del VIH-2. Las muestras se
incuban en los pocillos de la tira de reaccién, y los antigenos en
la superficie de las tiras se unen a los anticuerpos presentes en las
muestras. A continuacién, previo lavado que elimina los componen-
tes de lamuestra no fijados, se afiade el péptido gp36(5)-biotinilado
(gp36(5)-B) a una concentracién de 0,1 wg/ml diluido en Tris-
BSA-NaCl, que se unird al complejo formado sobre la fase sélida.
Una vez eliminados el péptido en exceso, se afiade el conjugado
estreptavidina/fosfatasa alcalina a la dilucién de 1:30.000 en PBS-
BSA-sacarosa, y luego de un paso de incubacién y lavado se adiciona
el sustrato fluorigénico (4-metilumbeliferilfosfato), que sera hidro-
lizado y laintensidad de la fluorescencia emitida permitira detectar
la presencia de anticuerpos dirigidos contra la gp36 en la muestra.

Andlisis estadisticos

El programa TONYSTAT se emple6 para comprobar la normali-
dad en ambas variantes de ensayo con las muestras del panel 1, por
el método de chi cuadrado para un 95%.

Se construyeron tablas 2 x2 y se calcularon los indices de
diagnoésticos de sensibilidad y especificidad mediante el programa
EPIDAT 3.1. Se analizaron en primer lugar los resultados del panel
1 para determinar el nivel de corte y se los combiné con los de los
paneles 3 y 4 para el calculo de la especificidad. Los resultados del
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Figura 1. Comparacién de las distribuciones de las unidades de fluorescencia de las
muestras del panel 1.

Tabla 2
Sensibilidad de las dos variantes de ensayo

Variantes VIH-2 No positivos Sensibilidad (%) (IC del 95%)
(total de sueros)

A 34(34) 100 (98,53-100)

B 34(34) 100 (95,00-100)

panel 2 se utilizaron para calcular la sensibilidad. Los calculos de
sensibilidad y especificidad para ambas variantes de ensayo se
realizaron segtn las formulas: sensibilidad =VP/(VP +FN), especi-
ficidad = VN/(FP+VN) (tabla 1). Ademas, se evalué la concordancia
mediante el anélisis del indice kappa (k).

Las muestras fueron evaluadas en el UMELISA HIV 1+2 Recom-
binant del Tecnosuma Internacional S.A., La Habana, Cuba, para
clasificarlas en reactivas o no reactivas, y las reactivas fueron
confirmadas por el ensayo DAVIH BLOT (WB) del Laboratorio de
Investigaciones del Sida (LISIDA) en Mayabaque, Cuba. Para la rea-
lizacién de estos ensayos se siguieron las instrucciones de los
fabricantes.

El nivel de corte se determiné como la media de la fluorescencia
de las muestras del panel 1 (X) +2 desviaciones estandar (2*DS)
(X+2*DS).

Resultados

Comparacion de la distribucion de los valores de fluorescencia
del UMELISA entre las variantes Ay B

En la figura 1 se muestran las distribuciones de las unidades
de fluorescencia (UF) de las muestras del panel 1 y se comprob6
que ambas distribuciones fueron normales segtin la prueba chi cua-
drado para un nivel de confianza del 95%. El valor de fluorescencia
del nivel de corte para la variante A fue definido como 23,19 UF
y para la variante B de 6,15 UF. En la variante B el 99,58% de las
muestras estan por debajo de 6,0 UF; sin embargo, en la variante A
el 97,10% se encontraron por debajo de 20 UF.

El 100% (34/34) de los sueros de individuos infectados con el
VIH-2 fueron reactivos en las 2 variantes. Por otra parte, el 97,93%
(651/667) en la variante A y el 99,16% (663/667) de los sueros
de los paneles 1, 3 y 4 presentaron resultados negativos (tablas
2y 3). Las 16 muestras FP de la variante A se distribuyeron de la
siguiente manera: 10 en el panel 1 y 3 en el panel 4 (1 embara-
zada y 2 hemodializados), mientras que las 4 muestras FP en la
variante B fueron del panel 1. La concordancia entre las variantes A
y B con el WB fue elevada; los indices k obtenidos fueron 0,80y 0,94,
respectivamente.
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Tabla 3
Especificidad de las dos variantes de ensayo

Variantes Panel 1 Especificidad Panel 1,3y4  Especificidad
No positivos (%) No positivos (%)
(total de (IC del 95%) (total de (IC del 95%)
sueros) sueros)
A 473 (483) 97,93 651 (667) 97,60
(96,56-99,30) (96,37-98,84)
B 479 (483) 99,16 663 (667) 99,62
(98,26-100) (98,74-100)
Discusion

Los EIA para la deteccién de anticuerpos contra el VIH han evo-
lucionado considerablemente en su formato de ensayo, lo que ha
posibilitado un incremento de la sensibilidad y la especificidad. Los
EIA de tercera generacion utilizan proteinas recombinantes o pép-
tidos sintéticos, en un formato sandwich; este disefio ha permitido
detectar todas las clases de inmunoglobulinas, lo que aument6 la
sensibilidad al ser la IgM el primer marcador.

En Cuba se detecta el VIH en la segunda mitad de los afios
ochenta del siglo pasado'S. Sin embargo, en 2003 es diagnosticado
el décimo paciente con infeccién por el VIH-22, por lo que podemos
afirmar que la seroprevalencia del VIH-2 en Cuba es baja, y es por
ello que en este estudio el nimero de muestras positivas al VIH-
2 procedentes de pacientes cubanos fue bajo. Hernandez et al.'*
también emplearon un bajo nimero de muestras en la compara-
cién de la antigenicidad de la proteina recombinante gp36 con la
misma secuencia peptidica empleada en este trabajo. No obstante
el nimero bajo de muestras, sus caracteristicas nos permitieron
evaluar el desempefio del ensayo.

La diferencia entre los niveles de cortes entre cada variante
(23,19 UF para Ay 6,15 UF para B) esta dada porque el empleo de
péptidos sintéticos en el recubrimiento de las placas mejora la espe-
cificidad de los ensayos. Ademas, en otros estudios realizados por
los autores de este trabajo donde se comparan placas recubiertas
con péptidos sintéticos y proteinas recombinantes se ha observado
que los valores de fluorescencia obtenidos con muestras negati-
vas en placas recubiertas con péptidos sintéticos son mas bajos, lo
que se explica por las bajas reacciones cruzadas que aparecen
cuando se utilizan este tipo de moléculas'”.

Con ambas variantes del ensayo desarrollado se obtuvo una
adecuada sensibilidad y especificidad. Estos resultados coinciden
con los obtenidos por Martin et al.’8, que desarrollaron un ensayo
heterogéneo indirecto para la deteccién de anticuerpos al VIH-2
empleando el péptido gp36(5) y obtuvieron 100% de sensibilidad y
99,81% de especificidad. Otros investigadores han obtenido valores
de sensibilidad y especificidad similares a los nuestros empleando
un péptido sintético de la gp36 de 11 aminoacidos mostrando una
sensibilidad de 100% y 96,8% de especificidad, con muestras de
sueros confirmadas por la reaccién en cadena de la polimerasa’.

Nuestros resultados no coinciden con los reportados por Her-
nandez et al.'# en cuanto a la reactividad cruzada frente a muestras
del VIH-1; estos autores encontraron un 46% de reactividad cru-
zada para VIH-1 cuando compararon la antigenicidad del péptido
gp36(5) con la proteina recombinante gp36. Sin embargo, en
nuestro estudio todas las muestras VIH-1 fueron evaluadas como
negativas en la variante A que se emple6 en el recubrimiento la
proteina recombinante, y esta no coincidencia puede ser porque
en nuestro ensayo utilizamos el sistema amplificador estreptavi-
dina/biotina, y se ha informado que este sistema permite trabajar
con los reactivos biolégicos que participan en la reaccién a bajas
concentraciones, lo que disminuye las interferencias de los reacti-
vos entre si y con las muestras, que al ser empleadas sin dilucién
pueden incrementar en gran medida la ocurrencia de interacciones
inespecificas'?.

La mejor concordancia con el WB se obtuvo con la variante B, ya
que el valor del indice k de esta variante se acerca mas a 120,

Diferentes factores han sido encontrados como causantes de
falsos positivos en ensayos para la deteccion de anticuerpos contra
el VIH: enfermedades autoinmunes, fallos renales, fibrosis quistica,
multiparas, enfermedades hepaticas, hemodializados, enferme-
dades autoinmunes, drogadiccién, vacunacién reciente contra la
hepatitis B, entre otros2!?2. Es por ello que en las evaluaciones de
la especificidad de estos ensayos se incluyen estas muestras. En
este trabajo la menor especificidad con este grupo de muestras
(panel 4) se obtuvo con la variante A (96,8%), mientras que con
la variante B fue de 100%; esto se debe a la alta especificidad que
aporta el uso de los péptidos sintéticos.

Con el ensayo sandwich desarrollado se obtuvieron valores
de sensibilidad de 100% y >97% de especificidad para ambas
variantes, aunque la variante B es superior en especificidad y
correlacién, lo que demuestra la utilidad de este péptido como
antigeno para recubrimiento y conjugado en la deteccién de anti-
cuerpos contra el VIH-2. Esta afirmacién coincide con la de otros
investigadores!4 1823,
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