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RESUMEN. Virus de la Inmunodeficiencia Humana.

El comportamiento de muestras de sangre seca
sobre papel de filtro S & S 903 (PF S & S 9033UMMARY.
comparado con muestras de suero humano erkghluation of the application of the UMELISA
ensayo UMELISA HIV 1+2 RECOMBINANT, se HIV 1+2 RECOMBINANT in samples of dry
estudiaron 318 muestras procedentes de donariiksd on filter paper S & S 903.
del banco de sangre supuestamente sanos. Se obtuvo318 samples from supposedly healthy blood
como resultado 315 muestras negativas, ddsnors at the blood bank were studied. As a result,
muestras borderline y una muestra positiva. Una V&5 negative samples, two borderline samples, and a
realizado el DAVIH-BLOT, se confirmd como positive one were obtained. A DAVIH-BLOT test
positiva la muestra positiva obtenida por UMELISAonfirmed the positive, negative and borderline sample
y como negativa e indeterminada las muestrabtained by UMELISA. A 99.68% specificity was
borderline. Con esto se obtuvo un 99.68% d#btained with this test. With the same aim in mind,
especificidad. 233 positive samplesin SH, FP S & S 903 to 45%

Con este mismo fin se estudiaron 233 muestrasd 55% hematocrit were studied. They maintained
positivas en SHYy PF S & S 903 a 45 y 55% dbe same levels of positivity with both methods, and
hematocrito, las cuales mantuvieron los mismos nivelH#30% sensitibity to both values of hematocrit.
de positividad por ambos métodos. Se obtuvo 1(Rev Biomed 2004; 15:149-155)
% de sensibilidad para ambos valores de hematocrito.
(Rev Biomed 2004; 15:149-155) Key words: Filter paper, UMELISA, AIDS, Human

Immunodeficiency Virus.
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INTRODUCCION. conservacion de las muestras testigo por largos

El Sindrome de Inmunodeficiencia Adquiridgperiodos de tiempo, aun si se dispone de escasa
(SIDA) es una enfermedad infecciosa de etiologéapacidad de refrigeracion (9).
viral, producida por el virus de la Inmunodeficiencia  Disponer de un ensayo que pueda ser aplicado
Humana (VIH). Este puede ser trasmitido a través muestras de sangre seca sobre papel de filtro,
del contacto sexual, la exposicion a la sangre o smistituye un instrumento Gtil para la realizacion de
derivados o por la utilizacion de materialesstudios en zonas de dificil acceso o en condiciones
contaminados; se ha demostrado también da escasos recursos instrumentales y carencia de
transmision de la madre al feto o al recién nacigeersonal adiestrado para la recogida de muestras
durante el periodo perinatal (1-3). de suero o plasma.

Las pruebas usadas con mayor frecuencia para El UMELISA HIV 1+2 RECOMBINANT es
diagnosticar la infeccion por VIH son las pruebasn ensayo inmunoenzimatico indirecto, aplicado para
de Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA) utilizadaa deteccion de anticuerpos al VIH en suero, plasma,
para pesquisaje en grandes grupos de muestras,sgingre seca sobre papel de filtro, que emplea, como
Western blot como prueba confirmatoria y lantigeno de captura proteinas representativas de la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) parwolturay el cuerpo viral del VIH 1(gp 120, gp4ly
la deteccidn de carga viral (4) p24) asi como el antigeno gp36 (10), una proteina

Desde hace alguin tiempo, las muestras de sangqeresentativa de la envoltura del VIH 2 obtenidas
seca sobre papel de filtro han sido empleadas parpdat métodos recombinantes (11,12); y péptidos
deteccion de hormonas, anticuerpos contsintéticos.
enfermedades infecciosas, drogas, en El objetivo de este trabajo fue verificar la
hemoglobinopatias y recientemente se ha extendido Epecificidad y sensibilidad del ensayo UMELISA
pesquisaje neonatal, fibrosis quistica y la infeccion pdiV 1+2 RECOMBINANT con el empleo del papel
virus de la hepatitis C, para la infeccién por VIH, asle filtro S & S 903 (PF S & S 903). Para ello se
como, para diferentes predisposiciones genéticas (falizé un estudio comparativo entre las muestras en

El empleo de muestras de sangre seca sobteero humano y sus homologas en papel de filtro S
papel de filtro ofrece varias ventajas ya que no &S 903.
necesita un adiestramiento especial para latoma de
muestras la cual se hace por puncion digital del tal6n
o del I6bulo de la oreja con una lanceta, no hay qMATERIALES Y METODOS.
centrifugar ni refrigerar las muestras, hay facilidad€olecta de las muestras.
en el transporte al no existir peligro de derrame del Durante 6 dias se colectaron en tubos de
material biol6gico y las muestras pueden enviars@sayo, 5 mL de sangre de 318 muestras de
por correo. donantes pertenecientes a una poblacion

La deteccion de anticuerpos al VIH por esteupuestamente sana en el Banco de Sangre del
método se puede utilizar en la certificacién de Medado, Ciudad de la Habana, Cuba.
sangre de donantes y en la vigilancia epidemiolégica Estas muestras, tanto de suero como de papel
de la infeccién por el VIH ya que ademas, de late filtro, se enviaron al Laboratorio de Referencia
ventajas descritas, la infectividad del VIH disminuybBlacional de Sida (LISIDA) para su confirmacion,
en las preparaciones de sangre seca en papel de filtizando como método de confirmacion el DAVIH-
respecto a las muestras liquidas (6) y los riesgosBIeOT.
adquirir accidentalmente algun agente patégeno También utilizamos 233 muestras de suero de
presente en las muestras por rotura de la cristalgréientes seropositivos confirmadas por DAVIH-
son eliminados (7,8). Ademas, se facilita IBLOT, procedentes del Sanatorio de VIH Santiago
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de las Vegas, Ciudad de la Habana, Cuba. el UMELISA HIV 1+2 RECOMBINANT.

Papel de filtro Ensayo UMELISA.
Papel de Filtro S & S 903 (PF S & S 903). El UMELISA HIV 1+2 RECOMBINANT es
Procesamiento de las muestras. un ensayo inmunoenzimatico indirecto, que emplea
A.Muestras de suero. como fase solida tiras de ultramicroelisa recubiertas

Las muestras de sangre colectadas en bamom los antigenos de captura, gp120, gp41l, p24,
de sangre se colocaron a 37 °C durante 20 minuprsteinas representativas de la envoltura del nicleo
para la retraccion del coagulo con el propésito geel cuerpo viral del VIH 1, asi como el antigeno gp
obtener el suero humano de cada una, para3§y proteina representativa de la envoltura del VIH
utilizacion como referencia de las muestras en sangrebtenidas por métodos recombinantes y péptidos
seca sobre papel de filtro (MSSPF). De esta mansiatéticos.
se garantiz6 que fueran muestras pareadas. Procedimiento Técnico.

B. Muestras de sangre seca sobre papel de  Paralas muestras de sangre seca sobre papel
filtro. de filtro, se perforaron discos de 5 mm de la zona

De las muestras colectadas en Banco de Sanggatral de la mancha con el perforador P-51, los
se dispensaron en las tarjetas de papel de filtrgde se depositaron en una placa de ELISA. Se les
manchas de sangre, de 25uL cada una, queasedido 70 pL del diluente del ensayo Tris
dejaron secar durante 24 h entre 20 y 25 °C, chigdroximetilmetilamina-Carnero y se incubaron una
50 % de humedad relativa. hora a temperatura entre 20y 25 °C.

Previo a la preparacion de las muestras en papel A las muestras de suero se les realiz6 una dilucion
de filtro, los eritrocitos fueron lavados con soluciof a 21 con el diluyente Tris hidroximetilmetilamina-
salina y filtrados, utilizando para ello una centrifug@arnero.

Beckman a 2500 rpm. Tanto para las muestras de suero como para el

De las 233 muestras positivas de suemruato de las muestras en sangre seca sobre papel
procedentes del Sanatorio, 133 se prepararon codafiltro se tomaron 10 pL y se transfirieron a la fase
muestras MSSPF al 45% de hematocrito y 100sdlida para la realizacion del ensayo UMELISA.
55% (MSSPF al 45% de hematocrito: 100 pL de Las muestras se incubaron 30 minutos a 37°C
eritrocitos O+ 100 pL de muestra; MSSPF al 55%n camara hiumeda. Los anticuerpos IgG presentes
de hematocrito: 122 uL de eritrocitos#¥8 pL de en las muestras se fijaron a los antigenos del
muestra). recubrimiento. Después de 4 ciclos de lavado (de

Posteriormente fueron dispensados de cad@ segundos cada uno) con solucion reguladora Tris
muestra 4 discos de 25 pL en las tarjetas del pap&roximetilmetilamina 0.0157 M, pH 7.8; se
defiltro S & S 903 y se dejaron secar durante 24lfiadieron 10 pL del conjugado anti-IgG humana/
entre 20y 25 °C, con 50 % de humedad relativafosfatasa alcalina en cada pocillo. Las placas se
Tecnologia SUMA. incubaron como se explicé en la etapa previay se

Para el analisis de los resultados se empleddaaron nuevamente; posteriormente se adicionaron
tecnologia SUMA compuesta por un Lector PR-52110 ul de sustrato fluorigénico (4 metilumberilferil
acoplado a una computadora mediante el cualfesfato) en los pocillos de la tira y se incubaron
realizaron las lecturas de fluorescencia entre los 42@rante 30 minutos a temperatura ambiente. La
y 540 nM de longitud de onda. La conformarhidrélisis y la intensidad de la fluorescencia emitida
ademas, un lavador automatico MAS-301, upor el sustrato permitid detectar la presencia de
paquete de programas que realiza la validacidémticuerpos IgG especificos al VIH 1y 2. La lectura,
interpretacion e impresion de los resultados y lealidacion e interpretacion de los resultados se realizé
estuches de diagndstico entre los que se encuediaforma automatica por el lector PR 521 y su
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paquete de programas UMELISA HIV 1+2
RECOMBINANT que realiza el célculo de relacion

de fluorescencia segun la siguiente formula: Leyenda: ie0 4 - -k
Calc = (Fi-BB) / ( P- BB). Tira Resutado woe— M NN

Donde: Fi: Fluorescencia de la muestra. 3 Gontrol Negativo J :
BB: Blanco del ensayo. Control Positivo S

P: Control positivo del ensayo. DebiPositvo s —— W W M

Negativa

Se realizé un andlisis de correlacion
comparando a las muestras ensayadas por sue
papel de filtro, segun Zady, 2000 (13) con | Negativa D e =
determinacion de los parametros estadistic 10 indeteminaca  mssPF
correspondientes (coeficiente de correlaciél u  posiva
pendiente, intercepto y angulo), ademas ¢
histogramas de frecuencia, para lo cual se utilizé .
programa Microsoft Excel 2000. o

Se realiz6 una prueba paramétrica a las
muestras con valores de hematocrito al 45 y 55%. R TR 110
Previo a realizar la prueba fue necesario detgrmlr@éura 1.- DAVIH-BLOT de las muestras de Banco
que fuera_n muestra_s aleatorlas,_que eXIStleoﬁe Sangre que resultaron positiva y borderline.
homogeneidad de varianza y normalidad.

El calculo de la especificidad y la sensibilidad

Indeterminada suero o «— .

Positiva

© ® N o a »
R

|

se realizo de la siguiente manera: colectadas en papel de filtro que para las muestras
S=VP/VP+FN* 100 E=VN/VN+FP*100 de suero.
Donde: Donde: Muestras positivas del Sanatorio.
S: Sensibilidad E: Especificidad Enlas 133 MSSPE&on hematocrito al 45 % y

VP: Verdaderos positivos. VN: Verdaderos negativéss 100 con hematocrito al 55 % observamos que la
FN: Falsos negativos. FP: Falsos positivos relacion de fluorescencia para las muestras colectadas
por papel de filtro es mayor que para las muestras
de suero (figuras 3y 4; cuadro 1).
RESULTADOS. La sensibilidad de las muestras positivas fue del
Muestras de Banco de Sangre. 100%.
El estudio realizado a las muestras de sueroy
MSSPF mostro que de un total de 318 muestras de
donantes de banco de sangre 315 fueron negati\@s CUSION.
2 borderline y 1 positiva, para un 99,68% dm®uestras de Banco de Sangre.
especificidad. La clasificacion de una muestra como
Estas tres muestras, al ser confirmadas padeterminada fue debido a que sélo presenté como
DAVIH-BLOT, dieron como resultado que labanda la proteina p24 de nicleo del VIH 1y, segin
muestra positiva fue verdaderamente positiva y |k criterios de expertos de la Organizacién Mundial
borderline, una negativa y la otra indeterminad#e la Salud (OMS), para que una muestra se
(figura l). considere positiva debe presentar bandas para al
Como se observa en el cuadro 1 y en alenos dos glicoproteinas (14).
histograma de frecuencia (figura 2), vemos que la El resultado de la confirmacion de la muestra
relacion de fluorescencia es mayor para las muesipasitiva por DAVIH-BLOT presentd el mismo
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Cuadro 1
Valores promedio de las relaciones de fluorescencia de las muestras del banco de sangre y de
pacientes del sanatorio.

Banco de Sangre
n =318 Muestras Positivas del Sanatorio
Muestra Promedio Promedio
Promedio 45% Hematocritdb5% Hematocrito
n =133 n =100
Papel Filtro 0.128 1.231 1.238
Suero 0.075 1.025 1.021

patron de bandas correspondientes al nlcleo yn@estras negativas son superiores para las muestras

envoltura del VIH 1y con la misma intensidad tantoolectadas en papel de filtro con respecto a las

para la muestra de papel de filtro como para la daiestras de suero, lo cual se debe a la interferencia

suero. Estos resultaros son similares a los de Terdedos componentes de la sangre total.

y colaboradores en 1995, cuando compararduestras positivas.

ambos tipos de muestras por DAVIH-BLOT(15). Al igual que en las muestras de Banco de
Los valores de relacion de fluorescencia de I&angre, en las muestras positivas con ambos valores

de hematocrito, la relacion de fluorescencia es mayor

PF 55 903 en las muestras de papel de filtro que en las muestras

200 {3 de suero, debiéndose esto también a la interferencia

de los componentes de la sangre total.

Como se demuestra en los resultados, la
sensibilidad del estuche con las MSSPF fue del
100%, lo que demuestra la utilidad de éste en la
deteccion de anticuerpos al VIH 1 con este tipo de
00 0102 02 03 04 05 05 06 07 0 08 08 10 Ti Tr 12 1s tatass  MUEStra alternativa.

Relacitn de florescencia Los resultados de la correlacion se muestran
Figura 2.- Histograma de Frecuencias de las muestras de
Banco de Sangre.
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Figura 3.- Histograma de frecuencias de muestras positivééggura 4.- Histograma de frecuencias de muestras positivas
del Sanatorio con hematocrito al 55%. del Sanatorio con hematocrito al 45%.
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