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SUMMARY

With the aim of decreasing the cost of the assays for antibodies to
HIV, the use of pooled samples was studied for the RECVIH [ +2
diagnostic system using two different conjugates: anti-IgG{h) -
peroxidase (RECVIH 1+2/1gG) and protein A-peroxidase
(RECVIH 1 +2/PA). One thousand and ecighty blood donor
samples, and 224 samples from HIV positive and indeterminate
individuals were studied in three approaches: individually and in
poois of 5 or 10 samples.

All the positive and indeterminate samples were correctly
dentified by all the methods. For the 1080 blood donor samples
significant differences were found (p <0.05%) between the
conjugates in all the approaches, being the resuits obtained for
the RECVIH 1+2/PA higher than those obtained for the
RECVIH 1+2/1gG.

it was concluded that for the version RECVIH | +2/IgG, it is
not feasible to use pooled samples due to the high number of
false positive results. However, with the use of the RECVIH
1+2/PA system, the implementation of this approach reduces in
about 4 times the cost of the test for the detection of antibodies
to HIV in low prevalence populations.

RESUMEN

Con el objetivo de reducir los costos de las pruebas para la
deteccidn del VIH, se estudid la posibilidad de emplear mezclas
de sueros utilizando el sistema diagndstico RECVIH 1+2,
mediante el uso de dos conjugados enzimaticos: anti-IgG(h) -
peroxidasa (RECVIH 1+2/IgG) y proteina A-peroxidasa
(RECVIH 1+2/PA). Para ello se estudiaron 1080 muestras de
donantes de Banco de Sangre y 224 de personas positivas e
indeterminadas al VIH en tres variantes: individualmente y en
mezclas de 5 y 10 unidades.

Las 224 muestras de positivos e indeterminados se detectaron
correctamente en las tres variantes y se observé que no existen
diferencias significativas entre el RECVIH 1+2/IgG y el
RECVIH 1+2/PA. El estudio de los 1080 sueros de donantes
arrojé diferencias significativas (p <0.05%) entre los dos
conjugados enzimdticos para cada una de las variantes ensayadas,
obteniéndose para el sistema RECVIH 1+2/PA resultados
superiores a los obtenidos para el RECVIH 1 +2/1gG.

Se concluyé que con el sistema diagndstico RECVIH 1+2/1gG
no es factible la utilizacién de mezclas de sueros debido al

elevado nimero de resultados falsos positivos, sin embargo
empleando el sistema diagndstico RECVIH 1+2/PA ei uso de
mezclas de sueros reduce, aproximadamente 4 veces los costos de
las pruebas de detsccién de anticuerpos a! VIH, en esiudios
realizados en poblaciones de baja prevalencia.

INTRODUCCION

Con el incremento de las personas infectadas por
el VIH (agente causal del SIDA), en el mundo se han
desarrollado diversos programas de vigilancia y
control, se ha generalizado el andlisis del 100% de los
suministros de sangre y la realizacién de estudios
epidemioldgicos, lo cual hace estos programas
considerablemente costosos y por tanto inaccesibles
para muchos paises (Andnimo, 1991; Constantine et al.,

1991).
En los altimos afos se ha estudiado la posibilidad

de reducir estos costos utilizando mezclas de 3, 5, 10,
15, 20 y hasta de 25 sueros (Quinn et al., 1988;
Emmanuel et al., 1988; Cahoon-Young et al., 1989;
Kline et al., 1989; Behets et al, 1990; Frosner et al.,
1990; Patrascu 1990; Constantine et al, 1991, Monzon
et al., 1991; Seymour et al., 1992.), siendo generalmente
recomendada la utilizacién de mezclas de 3 a 10 sueros
para el método de ELISA. Este procedimiento se ha
reportado como especialmente util en areas donde la
seroprevalencia de infeccién por VIH sea menor del
2% (Andnimo, 1991); es ademds muy importante que
s6lo se requieran cambios minimos en los
procedimientos de ensayo recomendados por el
fabricante y que la sensibilidad y la especificidad del
sistema empleado no se vean afectadas.

En este trabajo nos propusimos estimar la
efectividad de las mezclas de sueros para realizar
estudios poblacionales a gran escala, utilizando el
sistema RECVIH 1+ 2, desarrollado por el Centro de
Ingieneria Genética y Biotecnologia de Ciudad de la
Habana (CIGB).
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MATERIALES Y METODOS

Muestras

Se estudiaron 1080 muestras de sueros tomadas a donantes del Banco
de Sangre de Marianao, negativas al ensayo para determinar anticuerpos
al VIH-1y VIH-2 (UMELISA HIV- Recombinant New, CIE).

Las muestras se colectaron en el transcurso de dos semanas y se
conservaron a -20°C hasta el momento de su uso, incluyendo dos ciclos de
congelacién descongelacion como mdximo. Por otra parte, se estudiaron
224 muestras del banco de referencia del laboratorio de investigaciones del
SIDA (LISIDA), con resultados positivos en las prucbas de ELISA y
confirmadas como positivas al VIH-1 (205), positivas al VIH-2 (3) ¢
indeterminadas al VIH-1 (16), mediante la téenica western blot (WB,)
utilizando los estuches: western blot IgG assay (Diagnostic Biotechology),
DAVIH blot (Laboratorios DAVIH) y New Lav Blot (Diagnostic Pasteur).

Ensayos
Se utiliz6 el sistema diagndstico, RECVIH 1+2 (CIGB) que es un
ELISA de tipo indirecto con antigenos recombinantes del VII-1 (p24, gp41,
gp120) y VIH-2 (gp36) (Benitez et al., 1992). Se emplearon dos sistemas de
revelado, el tradicional que emplea un conjugado de anti-IgG(h)-peroxidasa
(RECVIH 1+2/IgG) y otro que emplea un conjugado de proteina
A-peroxidasa (RECVIH 1 +2/PA).

Métodos

Tanto las 1080 muestras de donantes como las 224 del banco de
referencia del LISIDA fucron estudiadas individualmente y en mezclas de
Sy de 10 sucros. Las muestras de donantes fueron agrupadas
consecutivamente en mezelas de 5y 10, mientras que las positivas e
indeterminadas fueron diluidas con 4 6 9 sueros de donantes sanos. l.as
mezclas de sueros de donantes que resultaron positivas fucron estudiadas
individualmente. Las muestras individuales que resultaron repetidamente
positivas s¢ analizaron mediante Vironostika HIV Technika-MIXT
(Organon Teknika) y fueron confirmadas por DAVIH blot (DAVIIH
Laboratorios).

Con el objetivo de mantener la dilucién de cada muestra individual en
el volumen de reaccion, s¢ analizaron 5 ul en ¢l caso de las mucstras
individuales, 25wl en ¢l caso de las mezclas de S, y 50 ul para las mezclas
de 10 sueros para completar un volumen de 1004l con el diluente de mucestra
del estuche, de esta forma la dilucién final de cada muestra fue de 1:20.

Debido a que estd recomendado el uso de este método en poblaciones
con scroprevalencias tan altas como 2% y en la poblacion estudiada ésta es
mucho menor (0.006%), se estudié ademds una poblacion con prevalencia
simulada de 1.66%, utilizando 18 sueros positivos conocidos y 1062 sucros
de donantes de sangre, siguiéndose la misma metodologia.

El andlisis estadistico sc¢ realizé utilizando la prucba de t de Student
para datos parcados. Los datos obtenidos en diferentes corridas fueron
homogeneizados previamente. En lugar de emplear el valor de absorbancia
(Abs), en los cdlculos, sec empled la relacion (R), definida como el cociente
del valor de absorbancia obtenido para cada muestra y el valor limite (V1)
calculado para la correspondicnte corrida (R = Abs/VL), de este modo los
valores de R> | corresponden a resultados positivos y los R < 1 a resultados
negativos.

RESULTADOS Y DISCUSION

De los 1080 sucros de donantes de Banco de Sangre, 6
resultaron repetidamente positivos por RECVIH 1+ 2/1gG,
y 1 por RECVIH 1+2/PA, pero fucron negativos por
Vironostika HIV MIXT y DAVIH blot (tabla 1).

Tabla 1
Resultados de los 1080 sueros de donantes de sangre,
estudiados individualmente y en mezclas de 5 sueros y 10 sueros.

RECVIII 1+2 (IgG) RECVIH 1+2 (PA)
Muestras Mezclas Mezclas Muestras Mezclas Mezclas
Indiv. de 5 de 10 Indiv. de 5 de 10
No.
5
st 1080 216 108 1080 216 108
Pl 14 33 98 S 4 4
FP (%) 1.3 15.3 90.7 0.46 1.8 3.7
P2 6 6* 6* 1 0 0
FP (%) 0.55 0.55 0.55 0.09 0 0
Especifi ¢ ¢ p
cidad € 99.44 99.44 99.44 99.90 100 100

f’lsgaizlrllivrfla1er;];l@£r:qn;e;3::(l;;nﬁs]£§? falsos positivos, P2- repetidamente positivos,

Aunque la especificidad (teniendo en cuenta los
resultados finales para las mucestras individuales) en cada
sistema fue similar cuando se estudiaron las muestras
individualmente, o ecn mezclas de Sy 10 sueros, ¢s evidente
que al realizar las mezclas aumentan los resultados lalsos
positivos. Para ¢l sistema RECVIH 1+2/IgG el 15.27%
de las mezclas de 5 sucros y el 90.74% de las mezclas
de 10 sueros resultaron positivas, mientras que para cl
RECVIH 1+ 2/PA solo fucron positivas el 1.85% de las
mezclas de 5 sucros y ¢l 3.7% de las mezclas de 10 sucros
(tabla 1), se observd diferencias significativas (p <0.05)
entre ambos sistemas, tanto para las muestras individuales
como para las mezclas de 5y 10 sueros.

En la figura 1 sc observa un discrcto desplazamicnto
de los valores centrales de R cuando se utilizd el
conjugado de PA; sin embargo al utilizar ¢l conjugado
de anti-IgG se aprecia un marcado desplazamicnto de
estos valores, principalmente en las mezclas de 10 sueros,
dondc la R alcanzé gencralmente valores mayorces de la
unidad.

Las 224 mucstras de¢ personas positivas ¢
indeterminadas al VIH-1y VIH-2 pertenccicentes al banco
de referencia del LISIDA, Tucron correctamente
clasificadas por los dos sistemas al scer cstudiadas
individualmente y cn mezclas de 5y 10 sucros, sc observo
que con la dilucion (mezelas de 5y 10 sucros) ocurre un
ligero desplazamicnto de los valores centrales de R hacia
uno (figura 2), sin llegar a obtenerse resultados lalsos
ncgativos, por lo que se alcanzo una sensibilidad de 100%
en todos los casos y no s¢ obscrvaron difcrencias
significativas (p<0.05%) entre los dos sistemas, para
ninguna de las variantes.

Los 18 sucros positivos al VIH distribuidos ¢n los 1062
sucros negativos [ucron detectados correctamente por los
sistemas ELISA RECVIH 1 +2/1gG yRECVIH 1 +2/PA
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Fig. 1. Histogramas de las 1080 muestras de donantes de sangre.

en ambas mezclas (S y 10 sueros), alcanzédndose un 100%
de sensibilidad para todas las variantes y una
especificidad de 99.44 y 100% para el RECVIH 1+ 2/IgG
y RECVIH 1 +2/PA, respectivamente (tabla 2).

La aparicién de casos falsos positivos que resultd
proporcional al incremento de volumen total de suero
afiadido, podria disminuirse al aumentar el volumen de
reacciéon a 150 6 200 uL, compensando en parte la
disminucidn en el factor de dilucién. En el caso del sistema
RECVIH 1 +2/PA el nimero de mezclas positivas (1.85%
de las mezclas de S sueros y 3.7% de las mezclas de 10
sueros) podria ain disminuirse de esta forma, pero esto
conllevaria a un cambio en el protocolo del sistema.
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El uso de dos conjugados diferentes en el mismo
sistema dié diferencias significativas en cuanto a
especificidad (tablas 1 y 2). El empleo del
conjugado de PA repercutié en un incremento de
la especificidad del sistema. Esto es valido también
en el caso de analizar muestras individuales, pero mas
atln en el caso de realizar la mezclas de sueros, debido
a que este proceder es dado a incrementar
ligeramente los valores de absorbancia obtenidos para
los sueros negativos. En el ensayo estudiado el
incremento de los valores de absorbancia al
emplearse el conjugado de anti-IgG pudiera deberse,
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Fig 2. Histogramas de las 224 muestras de individuos seropositivos ¢ indeterminados al VIH.
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Tabla 2
Resultados de las mezclas de 1080 sueros que contienen 18
seropositivos al VIH.

RECVIH 1+2 RECVIH 1+2
(IgG) (PA)
Mezclas |Mezclas Mezclas }\h-z(‘las
de § de 10 de 5 de 10
No. de
216 108 216 108
muestras
P1 52 94 24 23
P2 24’ 24* 18* 18*
VP 18" 18* 18* 18*
FP (%) 0.55 0.55 0 0
FN (%) 0 0 0 0
Sensibilidad "
(%) 100 100 100 100
Especificidad e - '
. . )
(%) 99.44 99.44 100 10¢
> |- positivos en el primer andlisis, FP- falsos positivos, VP- verdaderos positivos,

FN- falsos negativos, P2- repetidamente positivos, *- se reliere a muestras

individuales.
entre otras causas, a la presencia de anticuerpos de
carnero contra proteinas del sistema hospedero (E. coli)
cn la preparacion de inmunoglobulinas que, al scr
posteriormente conjugados con peroxidasa, son capaces
de reconocer las proteinas contaminantes de E. coli fijadas
a la superficic solida. Esto da como resultados valores de
absorbancia supceriores a los obtenidos con ¢l
conjugado de PA (cn prensa).

Con ¢l sistema RECVIH 1 +2/1gG no c¢s factible la
utilizacion de mezclas de sucros debido al clevado
ntimero de falsos positivos, sin embargo ecmpleando ¢l
sistema diagnostico RECVIH 1+ 2/PA, ¢l uso de mezclas
de sucros es un método cfectivo, especialmente cuando
¢stas se¢ componen de S sucros, lo que coincide con los
resultados de Emmanucl et al. (1988), Patrascu (1990) y
Monzon et al. (1991).

Se concluyd que las mezelas de 5 sueros empleando
¢l sistema diagndéstico RECVIH/PA reduce
aproximadamente 4 veees los costos de las prucbas de
deteceion de anticucrpos al VIH, c¢n estudios
rcalizados en poblaciones de baja prevalencia.
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