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RESUMEN

Se realizé un estudio comparativo entre los sistemas HIV-1 P24 Antigen ELISA Test (Coulter, EUA) y DAVIH-Ag P24
(Laboratorios DAVIH, Cuba) para la deteccién del antigeno P24 del VIH-1. Mediante ambos sistemas se estudiaron en
paralelo 1 039 muestras de suero de donantes de sangre y 323 de individuos seropositivos en diferentes estadios de
infeccion por VIH-1. La presencia de antigeno se relacioné con el grupo clinico y los niveles de anticuerpos contra la
P24. Los resultados mostraron que ambos diagnosticadores son altamente especificos (mds de 99%), con una concor-
dancia de 99,7%. Para la poblacién positiva estudiada, el sistema DAVIH-Ag P24 resulté mas sensible que el sistema
de la firma Coulter. Los por cientos de antigenemia fueron mayores en el grupo de los pacientes de SIDA. Los titulos
de anticuerpos contra la P24 resultaron ser bajos o no reactivos en todos los sueros con antigenemia a esta proteina.
Se concluyé que el sistema DAVIH-Ag P24 puede ser utilizado para el seguimiento de personas infectadas con el
VIH-1 como marcador pronéstico de la infeccion, y para el pesquisaje de la P24 en los bancos de sangre.
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ABSTRACT

Comparative Study of Two Capture Systems for the 24-kD protein of Human Immunodeficiency Virus.
A comparative study between HIV-1 Antigen ELISA Test (Coulter, USA) and DAVIH-Ag P24 (DAVIH Laboratories,
Cuba) was performed for the detection of HIV-1 P24 antigen. A total of 1039 serum samples of blood donors’ sera
were studied, in addition to 323 sera from seropositive individuals in different stages of the disease. The presence
of antigen was associated with the clinical group and the levels of antibodies against P24. Both systems showed a
high specificity (greater than 99%) with a concordance of 99.7%. DAVIH-Ag P24 system showed a sensitivity (58/31)
greater than Coulter system when it was tested in the positive population. Percents of antigenemia were greater in
the AIDS group. Antibody titers against P24 were low or absent in all the sera with antigenemia to this protein. It
was concluded that DAVIH-Ag P24 system can be used in the follow-up of HIV-1 infected individuals as a progression
marker of the infection, and to screen P24 in blood banks.
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Introduccién

El SIDA es la pandemia més importante de nuestro
siglo por su crecimiento exponencial; las consecuen-
cias familiares, sociales o laborales; y su desenlace
mortal en todos los casos. En estos momentos consti-
tuye una amenaza para los programas internacionales
de seguridad de la sangre, por lo que la politica de
algunos paises en este sentido esti encaminada a la
deteccion de lainfeccidn en etapas tempranas [1]. La
infeccion por € virus de lainmunodeficiencia humana
(VIH) tiene un perfil seroldgico caracteristico que per-
mite detectar dos etapas de antigenemia: una al inicio
delainfecciony antes de la seroconversion, alaque se
le hallamado “ periodo de ventana’, y otra que apare-
ce cuando se establece el compromiso inmunolégico y
la evolucién a SIDA esirreversible.

Hasta la fecha, el diagnéstico se realiza mediante
pesquisaje serolégico de anticuerpos y mediante en-
sayos complementarios de confirmacion como Western
blot [2]. A pesar de que ha aumentado notablemente
la sensibilidad de los ensayos basados en anticuerpos,
aln existe € riesgo de infeccion a través de la sangre
durante el periodo de ventana. Por este motivo, cada
dia cobra mayor importancia la introduccion de ensa-
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yos para la deteccion del antigeno P24 (Ag P24) o de
acidos nucleicos virales [3].

En 1994, expertos de la Food and Drug Adminis-
tration (FDA) determinaron que aunque las técnicas
genéticas eran capaces de detectar el VIH antes de la
seroconversion, no era factible su utilizacion en el
pesquisaje masivo. Como alternativa, se valor6 la
prueba de deteccidn de antigeno para reducir €l bajo
riesgo de transmision del VIH através de las transfu-
siones de sangre y los productos hemoderivados, y
para facilitar la incorporacion de este ensayo en el
pesquisaje de los donantes. Después de varios afios
deinvestigacion, el 14 de marzo de 1996 se aprobd la
utilizacion de esta prueba en los bancos de sangre de
los Estados Unidos [4].

La concentracion en sangre de la proteina P24 del
VIH-1 varia notablemente en el curso de la infeccion,
por lo que también se utilizacomo marcador serol 6gico
en los estudios de terapia antivira y en e diagnéstico
delainfeccion en el periodo perinatal de nifios nacidos
de madres seropositivas [5, 6].

El sistema ELISA DAVIH-Ag P24 (Laboratorios
DAVIH, Cuba) permite la deteccion del Ag P24 del
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VIH-1y puede ser utilizado para el monitoreo de
cultivos de aislamientos [7], como marcador pronés-
tico de la infeccion en el seguimiento de pacientes
seropositivos y en los programas de vigilancia de las
muestras de los bancos de sangre [8].

El presente trabajo compara € sistema DAVIH-Ag
P24 con el sistema HIV-1 P24 Antigen ELISA Test
(Coulter, EUA) aprobado por la FDA para € pesqui-
sgje de la proteina P24 en muestras de suero o plasma
en los bancos de sangre.

Materiales y Métodos

Muestras

Se colectaron 1 039 muestras de suero de donantes de
sangre en €l banco provincia de Ciudad de LaHabana,
Cubay 323 muestras de suero de personas infectadas
por VIH con diagnéstico confirmado por Western blot
y otras pruebas complementarias. Las muestras se
agruparon segln la clasificaciéon del Centro para el
Control de Enfermedades en: 44 muestras de SIDA,
60 del grupo 1V no SIDA, 18 del grupo 111 'y 201 del
grupo 1.

Ensayos

Antigen ELISA Test System (Coulter, USA). Es un en-
sayo inmunoenzimético de tipo sandwich que utiliza
anticuerpos monoclonales en la fase sdlida y anticuer-
pos policlonales anti-VIH-1 marcados con biotina. El
tiempo que se empled en el ensayo fue de 3,5 h aproxi-
madamente.

DAVIH-Ag P24 (Laboratorios DAVIH, Cuba). Es
un ensayo inmunoenzimatico de tipo sandwich que
utiliza anticuerpos monoclonales como sistema de
captura y anticuerpos policlonales especificos contra
la proteina P24 del VIH-1 conjugados a peroxidasa. El
ensayo durade 20 a 22 h aproximadamente. Se siguie-
ron estrictamente las instrucciones de |los fabricantes.

Todas las muestras se analizaron en paralelo por
ambos sistemas antes de las 24 h de colectadas. Las
muestras reactivas repetidamente se estudiaron con
los reactivos neutralizantes asociados a cada diagnos-
ticador para finalmente clasificarlas como positivas,
negativas o indeterminadas.

Se estudio la especificidad de ambos diagnosticado-
res (verdaderos negativos/verdaderos negativos + fal-
Sos positivos), y la prevalencia de Ag P24 en cada
grupo clinico. Se cacul6 la concordancia (nimero de
positivos por ambos sistemas + nimero de negativos
por ambos sistemas/nimero total de muestras estudia-
das) y larelacion entre la presencia de antigenemia ala
P24 y d titulo de anticuerpos contra esta proteina me-
diante e empleo del sistema microELISA DAVIH-Ac
P24 (Laboratorios DAVIH, Cuba).

Para comparar la frecuencia de positividad obteni-
da por ambos métodos, se realiz6 la prueba de chi
cuadrado.

Resultados y Discusion

Como se observa en la Tabla 1, la especificidad del
sistema DAVIH-Ag P24 es elevada 'y similar a la del
sistema HIV-1 P24 Antigen ELISA Test utilizado en
este estudio como sistema de referencia, por estar
aprobado por la FDA [4] para €l pesquisaje en bancos
de sangre. La concordancia entre los diagnosticadores
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Tabla 1. Estudio de especificidad en muestras
de donantes de sangre.

DAVIH-Ag P24 (99,8%)

n=1039 Post Indt Negt Total

Post 0 0 0 0

HIV-1 P24 Antigen Indt 0 0 1 1
ELISA Test (99,9%) Negt 0 2 1036 1038
Total 0 2 1037 1039

Fuente: Laboratorios DAVIH, Cuba. Post, positivo;
Indt, indeterminado; Negt, negativo. Concordancia: 99,7%.

fue mayor de 99%. En los estudios de pesquisaje de
este marcador viral, es importante obtener resultados
de especificidad similares a los encontrados en este
trabajo, debido a que la prevalencia de lainfeccion por
VIH en donantes de sangre esgeneramente bgja. Delo
contrario, se desecharia un nimero grande de unidades
de sangre sin tener en cuenta la repercusion socia de
los falsos positivos.

Estudios reportados en la literatura sefialan que con
laincorporacion de la prueba de deteccion de Ag P24
en todas las unidades de sangre y plasma, disminuye
el riesgo de transmision del VIH por transfusiones
debido a que es posible detectar la infeccion durante el
periodo de ventana, 6 dias antes de la aparicion de
anticuerpos [3]. La prevalencia de la infeccion en la
poblacion donante y la duracion del periodo de venta-
na inciden en € riesgo de transmisién, por lo que en
los Estados Unidos se espera reducir 25% las infec-
ciones no detectables mediante el empleo de los siste-
mas de anticuerpos. Esto representa un valor estimado
de 18 a 27 donaciones por afio [8]. Desde 1986 hasta
la fecha, la prevalencia en Cuba de seropositividad
acumulada de anticuerpos antiVIH en donantes de
sangre es de 0,002%. De este valor se puede inferir
que €l indice de antigenemia que se esperaria es préc-
ticamente nulo, por lo que no ha sido necesario incor-
porar el pesquisaje de este marcador viral en los bancos
de sangre del pais.

Mediante el sistema DAVIH-Ag P24 se detect6 un
nimero mayor de muestras positivas que con el uso del
sistema HIV-1 P24 Antigen ELISA Test (58/31). El
andlisis estadistico mostré diferencias significativas
entre ambos diagnosticadores para p < 10°. Como se
observaen laTabla 2, todas las muestras que resultaron
indeterminadas con el estuche de la firma Coulter fue-
ron clasificadas como positivas por DAVIH-Ag P24,
mientras que las indeterminadas por este Ultimo ensa-
yo resultaron negativas por HIV-1 P24 Antigen. Estos
resultados indican que el sistema producido en Cuba
fue més sensible para la poblacion positiva estudiada.

Si se toman en cuenta las caracteristicas descritas
para cada uno de los ensayos, la mayor sensibilidad

Tabla 2. Comparacién entre los estuches HIV-1 P24
Antigen ELISA Test y DAVIH-Ag P24 frente a muestras
de individuos seropositivos.

DAVIH-Ag P24
n =323 Post Indt Negt Total
Post 30 0 1 31
HIV-1 P24 Antigen Indt 7 0 0 7
ELISA Test Negt 21 7 257 285
Total 58 7 258 323

Fuente: Laboratorios DAVIH, Cuba. Post, positivo;
Indt, indeterminado; Negt, negativo. Concordancia: 88,8%.
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que se observe con e sistema DAVIH-Ag P24 pudie-
ra deberse a la utilizacion de un conjugado especifico
contra la proteina P24, mientras que en el sistema
HIV-1 P24 Antigen ELISA test el conjugado reconoce
todas las proteinas del VIH-1. Otra explicacion se
basa en € tiempo de captura de la P24: mientras €l
estuche de Coulter lo hace solo en 1 h, €l sistema cu-
bano demora de 18 a 20 h.

La mayor frecuencia de antigenemia observada en
el grupo clasificado como SIDA por ambos diagnos-
ticadores, coincide con lo que se ha reportado en la
literatura, que sefiala una prevalencia entre 30% y
50% para este grupo. En este grupo, la presencia de
Ag P24 se asocia directamente con la evolucién a
etapas mas graves de la enfermedad o0 a estadios fina-
les donde la carga viral aumenta notablemente y dis-
minuyen |os titulos de anticuerpos contra la P24. En
el grupo |1 se clasificaron losindividuos asintomaticos
infectados con el VIH, la frecuencia de antigenemia
observada esté relacionada con el periodo de
seroconversion, y se plantea que es menor de 20%,
lo cual se corresponde con los resultados obtenidos
en este trabajo (Tabla 3) [9-14].

En los estudios de la infeccién por VIH se han
utilizado multiples marcadores de progresion, ya
que el periodo de latencia clinica que tiene lugar
antes de la aparicién de los primeros sintomas de la
enfermedad no se corresponde con un periodo de
latencia virol6gica, segun lo corroboran las investi-
gaciones realizadas por otros autores. En estos es-
tudios, la carga viral detectable en suero o plasma
es minima en el estadio asintomético, mientras que
en el tgjido linfoide el VIH se replica intensamente
hasta 10 veces mas que en el tejido periférico
[15, 16]. Esta observacién constituye un sustento
sdlido para defender el inicio temprano de la terapia
antiviral durante el periodo asintomatico, y refuerza
la necesidad de contar con marcadores de progre-
sion de la enfermedad y para el monitoreo de la
terapéutica antirretroviral en todos los estadios de
lainfeccion. Entre los marcadores estudiados se en-

Tabla 3. Antigenemia a la P24 por grupo clinico.
HIV-1 P24 Antigen

G’ru.po n ELISA Test DAVIH-Ag P24
clinico
No. (%) No. (%)
SIDA 44 9 (20,45) 15 (34,09)
IVnoSIDA 60 7 (11,66) 12 (20)
n 18 0 - 1 (5.5)
I 201 15 (7.4) 30 (14,9)
Total 323 31 (9,6) 58 (18)

Fuente: Laboratorios DAVIH, Cuba.

cuentran el conteo de linfocitos CD4+ [16], el nG-
mero absoluto de linfocitos CD8+ [18], la b,-
microglobulina y la neopterina [17, 19], el nivel
sérico de inmunoglobulina A, la deteccién de los
niveles de anticuerpos contra la P24 [20], y la pre-
sencia de esta proteina en el suero de los individuos
infectados. La determinacion de la carga viral es el
mas poderoso de los ensayos utilizados con estos
fines [21]. Hasta la fecha, no se ha descrito ningin
marcador ideal de progresion y se plantea que su
uso combinado aumenta el valor predictivo o pro-
néstico [10, 17].

En este trabajo, los resultados del estudio serol 6gico
paralelo entre los sistemas de captura de antigeno
HIV-1 P24 Antigen ELISA Testy DAVIH-Ag P24, y
DAVIH- Ac P24, corroboran lo descrito para estos
marcadores. Se puede apreciar cdmo ambos marcado-
res se comportan inversamente proporcionales
[17, 19, 22-24]. Siempre que se detectd antigenemia,
los sueros no mostraron titulos de anticuerpos contra
la P24 o fueron menores que 1/250, valores que el
fabricante considera bajos [19].

En la actualidad, € estuche DAVIH-Ag P24 es uti-
lizado con buenos resultados en el seguimiento de
personas infectadas por € VIH y en investigaciones
relacionadas con la infeccién por VIH/SIDA. Ade-
mas, por los resultados obtenidos en este trabgjo, se
recomienda su empleo en los programas de sangre se-
gura de los bancos de Cuba si es necesario y se decide
su introduccién.

16. Coffin JM. Population dynamics in vivo:
implications for genetic variation, pathogene-
sis and therapy. Science 1995; 267:483-9.

17. Fahey JL, Taylor JIMG, Detels R, Hofmann B,
Melned R, Nishanian P. The pronostic value of
cellular and serological markers in infection with
human immunodeficiency virus type 1. N Engl J
Med 1990;32:166-72.

18. Phillips AN, Sabin CA, Elfors J, Bofill M, Lee
CA, Janossy G. CD8 lymphocyte counts and
serum immunoglobulin A levels early in HIV
infection as predictors of CD4 lymphocyte
depletion during 8 years follow-up. AIDS
1993,7:975-80.

19. Sheppard HW, Ascher MS, Mc Rae B,

Anderson RE, Lang W, Allain JP The initial immune
response to HIV and immune system activation
determine the outcome of HIV disease. J Acquir
Immun Syndr 1991;4:704-12.

20. Diaz H, Silva E, Rodriguez O, Barcena J,
Lubian AL. Deteccién de anticuerpos contra
la proteina de 24 kD del VIH-1. Correlacién
clinico-serolégica. Rev Cubana Med Trop
1996;48(3):188-91.

21. Rolo F, Diaz HM, Blanco M, Gessa A, Lubian
AL, lzquierdo M. Niveles de carga viral
plasmadtica en pacientes cubanos infectados
por el VIH. Biotecnologia Aplicada 2000;
17:99-101.

22. Fernandez-Cruz E, Desco M, Garcia M,

Recibido en noviembre de 1999. Aprobado

en enero del 2000.

104

Longo N, Gonzdlez B, Zabay M. Immunological
and serological markers predictive of progres-
sion to AIDS in a cohort of HIV-infected drug
users. AIDS 1990; 4:987-94.

23. Pedersen C, Nielsen CM, Vestergaard BF,
Gerstoft J, Krogsgaard K, Nielsen JO, et al.
Temporal relation of antigenemia and loss of
antibodies to core antigens to development of
clinical disease in HIV infection. Br Med J
1987,295:567-9.

24. Farzadegan H, Chmiel JS, Odaka N,
Ward L, Poggensee L, Saah A, et al. Association
of antibody to human immunodeficiency vi-
rus type 1 core protein (P24), CD4+ lymphocyte
number, and AIDS free time. J Infect Dis
1992;166:1217-22.

9. Daar ES, Mougdil T, Meyer RD, Ho DD.
Transiet high levels of viremia in patients
with primary human immunodeficiency
virus type 1 infection. N Engl J Med
1991;324:961-4.

10. Mac Donell KB, Chmiel JS, Poggensee
L, Wu S, Phair JP. Predicting progression to
AIDS: combined usefulness of CD4 lym-
phocyte counts and P24 antigenemia. Am
J Med 1990;89(6):706-12.

11. Lelie PN, Reesink HW, Bakker E, Huisman
JG, Veen JH. Clinical importance of HIV
antigen and anti-HIV core markers in
persons infected with HIV. N Engl J Med
1998;318:1204-5.

12. Wittek AE, Phelan MA, Wells MA, Vuijcic
LK, Epstein JS, Lane HC, et al. Detection of
human immunodeficiency virus core
protein in plasma by enzyme immunoas-
say. Ann Intern Med 1987;107:286-92.

13. Murray HW, Godbold JH, Jurica KB,
Roberts RB. Progression of AIDS in patients
with lymphadenopathy or AIDS-related
complex: reappraisal of risk and predictive
factors. Am J Med 1989;86:533-8.

14. Diaz H, Rodriguez O, Sdnchez M.
Retrovirosis aguda. Informe de un caso.
Rev Cubana Med Trop 1995;34(1):63-6.

15. Pantaleo G, Graziosi C, Demarest JF,
Butini L, Montroni M, Fox CH, et al. HIV
infection is active and progressive in
lymphoid tissue during the clinical latent
stage of disease. Nature 1993;362
(6418):355-8.



