Bol Of Sanit Panam 112(1), 1992

—
N

LA DETECCION
DE IgA PARA DIAGNOSTICAR LAS
INFECCIONES RETROVIRICAS EN EL CARIBE!

B R. Ridel? ]. C. Artus® y A. Capron’®

En la isla cariberia de Guadalupe, donde hay una alta prevalencia de infec-
cion por el virus linfotrdpico T humano del tipo 1 (HTLV-I), los métodos de diagndstico
dan lugar a muchos resultados positivos falsos que hay que verificar mediante pruebas adi-
cionales largas y costosas. En el presente articulo se describe una manera simple de solu-
cionar este problema. Consiste, primero, en extraer del suero de un paciente toda la IgG y
sus inmunocomplejos circulantes (ICC) mediante un tratamiento con proteing G, para
después detectar In presencia de IgA antivirica en el suero tratado usando las pruebas co-
merciales de ELISA y Western blot con ligeras modificaciones.

En nuestra experiencia, la valo-
racion de IgG con el ensayo inmunoenzima-
tico (ELISA) para diagnosticar la infeccién por
el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
ha dado resultados positivos falsos en alre-
dedor de 5% de los sueros analizados. Ade-
mas, la valoracién de IgG con la técnica de
Western blot suele producir bandas no espe-
cificas que son dificiles de clasificar y que
requieren pruebas confirmatorias lentas y
costosas.

Un factor que parece contribuir a
la frecuencia de resultados positivos falsos en
Guadalupe es que algunas personas someti-
das a las pruebas de deteccién estdn infecta-
das por el virus linfotrépico T humano (HTLV)
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(retrovirus que causa la leucemia de células T
en el hombre), cuya prevalencia en Guada-
lupe y otras islas del Caribe es alta. Se ha ob-
servado al respecto que de un grupo de per-
sonas cuyos resultados fueron positivos con
la técnica de ELISA y negativos con la técnica
de Western blot para la captacién de IgG anti-
VIH-1/2, 35 a 45% tuvieron resultados posi-
tivos en la valoracion de IgG anti-HTLV-I con
ambas técnicas.

El presente estudio se realiz6 para
determinar si era factible, dadas las condicio-
nes imperantes en Guadalupe, aumentar la
especificidad antigénica del ELISA modifi-
céndolo, de la manera ya descrita por otros
investigadores (1) para detectar la presencia
de IgA en vez deIgG. A diferencia de esta til-
tima, la IgA y la IgM no atraviesan la barrera
placentaria, de modo que ambas sirven para
diagnosticar el SIDA congénito (2). Sin em-
bargo, en estudios anteriores se ha demos-
trado que los anticuerpos de IgA anti-VIH
persisten més tiempo que los de IgM, factor
que nos indujo a elegir los primeros para rea-
lizar nuestros inmunoensayos y procurar re-
solver el problema de los resultados no espe-
cificos. Primero extrajimos toda la IgG de los
sueros analizados con proteina G (1, 3). Pos-
teriormente, con miras a ahorrar tiempoy di-



nero, hicimos los inmunoensayos de tipo
ELISA y Western blot elaborados para uso co-
merdial, alterando un poco las indicaciones del
fabricante.

MATERIALES
Y METODOS

Pacientes

Para obtener las muestras de
suero, se escogieron al azar 10 habitantes de
Guadalupe que pertenecfan a un grupo
de seguimiento local en el Instituto Pasteur.
Los 10 pacientes elegidos habian tenido
resultados positivos en la valoracién de IgG
anti-VIH-1/2 con la técnica de ELISA (Rapid’
ELAVIA Mixt, Diagnostic Pasteur, Marnes-la-
Coquette, Francia) y todos, salvo dos, habian
mostrado una o mas bandas no especificas en
el Western blot captor de IgG anti-VIH (New
Lav-Blot I o I, Diagnostic Pasteur). Estos 1l-
timos (los pacientes 9 y 10) estaban coinfec-
tados por el HTLV-1y el VIH-1.

Ninguno de los 10 sueros ana-
lizados dio un resultado positivo en los en-
sayos detectores de VIH-2 (Pepti Lav o New
Lav-Blot II, Diagnostic Pasteur). En cambio,
todos los sueros reaccionaron positivamente
a la valoracién de IgG anti-HTLV-I con la téc-
nica de ELISA (Abbott, Paris, Francia) y mos-
traron las bandas especificas del HTLV-I (P19,
21 y 24) en el Western blot captor de IgG
(DuPont de Nemours, Paris, Francia).

Muestras de sangre

Las muestras de sangre de los 10
pacientes se obtuvieron por puncién venosa.
Los sueros extraidos por decantacién (2 ho-
ras a 25 °C) se conservaron a — 20 °C hasta que
se iniciaron los procedimientos descritos a
continuaciéon.

Los anticuerpos de IgG, inclui-
dos los que estan presentes en autoanticuer-
pos o inmunocomplejos circulantes (ICC),
suelen reducir la sensibilidad y especificidad
de los inmunoensayos captores de IgA. Por
consiguiente, antes de valorar la presencia de
IgA en los 10 sueros extraidos, se trataron con
proteina G (3) para eliminar todas las subcla-
ses de IgG.

El tratamiento consistié en incu-
bar los sueros con proteina G (en inglés Pro-
tein G Sepharose, producto elaborado por la
compania Pharmacia, Upsala, Suecia), mo-
dificando ligeramente el método descrito por
Weiblen et al. (1). En resumen, se incubaron
25 pl de suero con 100 pl de una suspensién
al 50% de proteina G agarosa en 0,02 mol/l de
solucion salina fosfatadaaun pHde 7,6 y una
temperatura de 37 °C, sometiendo esta mez-
cla a constante agitacion durante 90 minutos.
A continuacién se diluyeron los sueros con el
reactivo disolvente del estuche comercial*
hasta obtener una concentracién de 1:25 (para
el Western blot) y otra de 1:50 (para la técnica
de ELISA). La eficiencia de la extraccidn de IgG
se determind midiendo el grado de opacidad
generado por un suero anti-IgG humana
(Behring Diagnostic, Rueil-Malmaison,
Francia).

ELISA

Los ELISA para la valoracién de
IgG anti-VIH-1/2 y anti-HTLV-1 se realizaron
segtin las indicaciones del fabricante,* con las
siguientes modificaciones: 1) se prepard una
dilucién al 1:500 de un conjugado fosfatado de
la porcién F(ab'), de anti-IgA humana (Sigma,
St. Louis, Estados Unidos de América); 2) el
sustrato amortiguador fue 1 mol/] de dieta-
nolamina (Sigma) compuesto de 0,5 mol/l de
MgCl, (Sigma) y NalN; al 0,02% (Sigmay), con

* Los fabricantes de estos estuches fueron los sigwentes:
ELISA detector de VIH-1/2, Pasteur Diagnostic; ELISA de-
tector de HTLV-], Abbott; Western blot detector de VIH,
Pasteur Diagnostic; Western blot detector de HTLV-],
DuPont de Nemours.
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suficiente HCI para obtener un pH de 9,8;
3) como agente cromogénico se usé 1 mg de
P-nitrofenilfosfato por cada mililitro de sus-
trato amortiguador (2), y 4) después de incu-
bar la mezcla 45 minutos a 37 °C, se deter-
mind el grado de absorcion con un filtro de
405 nm, usando como referencia un filtro
de 620 nm.

Para hacer los computos e inter-
pretar los resultados del ELISA se siguieron
las instrucciones del folletin incluido en el es-
tuche. Se designaron de positivos todos los
resultados de la valoracion de IgG e IgA que
superaran en 10% o mads el valor limite cal-
culado (12-36% para el VIH-1y 15-45% para
el HTLV-I).

Western blot

Los Western blots captores de IgG
anti-VIH-1 y anti-HTLV-I se hicieron de
acuerdo con las instrucciones del fabricante
(véase la nota 4 al pie de la pagina 13). Para
valorar la presencia de IgA, se efectuaron in-
munoblots usando el disolvente comercial para
diluir los sueros tratados con proteina G hasta
obtener una concentracién de 1:25. En vez de
la inmunoglobulina provista en el estuche se
us6 un suero anti-IgA humana marcado con
fosfatasa (Sigma). El sustrato amortiguador
se obtuvo mezclando 100 mmol/l de NaCl, 5
mmol/l de MgCL,, y 100 mmol de TRIS con
Cl, obteniéndose un pH de 9,5. Elagente cro-
mogénico fue una combinaciéon de 66 ul de
azul de tetrazolio al 5% (peso/volumen)
(Sigma) y 33 pl de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-
fosfato (Sigma) al 5% en 10 ml de sustrato
amortiguador. Se incubaron los sueros du-
rante dos horas a la temperatura del am-
biente en una plataforma oscilante y el con-
jugado de anti-lgA humana y fosfatasa alcalina
se incubd a la temperatura del ambiente du-
rante una hora.

RESULTADOS

Tratamiento con proteina G

Como se puede observar en el
cuadro 1, el tratamiento con proteina G
redujo la concentracién de IgG en los sue-
ros en 99,9% (de 12,0-21,7 mg/ml a 0,007—
0,017 mg/ml).

ELISA

Antes del tratamiento con pro-
teina G, todos los resultados de la valoracion
de IgG anti-VIH-1/2 y anti-HTLV-I con la téc-
nica de ELISA fueron positivos, ya que los va-
lores obtenidos fueron por lo menos 10% su-
periores al valor limite. Como se observa en
el cuadro 1, estos valores fueron de 12 a 63%
superiores al valor limite en el caso de la IgG
anti-VIH-1/2, y de 15a 54% en el de la IgG anti-
HTLV-L.

Después de haberse tratado to-
dos los sueros con proteina G, ninguno dio
un resultado positivo en la valoracién de IgG
anti-VIH-1/2 y anti-HTLV-I con la técnica de
ELISA. Todos los valores obtenidos fueron
muy inferiores al valor limite. Los resultados
de la determinacion de IgG anti-VIH-1/2 fue-
ron de 50 a 71% inferiores, y los de la deter-
minacién de IgG anti HTLV-I de 50 a 65%. Las
excepciones fueron los casos 9y 10, cuyos re-
sultados fueron 27 y 38% inferiores al valor li-
mite, respectivamente. La mayor parte de los
valores se aproximaron a los obtenidos con las
muestras de orientacién proporcionadas en el
estuche.

Todos los sueros, salvo los de los
pacientes 9 y 10, dieron resultados negativos
en la valoracion de IgA anti-VIH-1/2 y anti-
HTLV-I con la técnica de ELISA, mientras
todos, sin excepcidn, dieron resultados ne-
gativos en la determinacion de IgA anti-HTLV-
1. En la mayor parte de los casos, la valora-
cion de IgA anti-HTLV antes del tratamiento
con proteina G dio un porcentaje superior al
valor limite un poco més bajo que después del
tratamiento con proteina G (véase el cuadro
1, columnas 6y 9), pero las diferencias obser-



CUADRO 1. Deteccion de IgG, IgG anti-VIH-1/2, 1gG anti-HTLV-1, IgA anti-VIH-1/2 e IgA anti-HTLV-]
en el suero de 10 pacientes antes y después de la extraccién de lgG mediante un tratamiento con
proteina G. Los niveles de lgG obienidos se indican en mg/ml, mientras gue los de los anticuerpos
dirigidos contra virus especificos se expresan en términos del porcentaje en que son superiores

o inferiores al valor limite establecido

Incremento o reduccién en relacién con el valor limite

1gG anti-VIH IgG anti-HTLV IgA laA
g
Namero  _ 19G (M@/ml)  ‘Antes  Despuss  Amtes  Después  anti-VIH  anti-HTLV
del caso Antes Después (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 21,7 0,009 +35 -70 +27 —52 —-38 +24
2 12,4 0,010 +22 -1 +54 -51 —50 +27
3 SD 0,008 +33 —51 +40 —-61 —53 +39
4 19,8 0,014 +30 —54 +18 —55 —46 +12
5 12,3 0,005 +14 —65 +16 —-58 -33 +16
6 SD 0,014 SD SD +23 —65 —45 +16
7 18,4 0,017 +12 —50 +15 —50 —27 +13
8 SD 0,010 +24 —56 +23 —-55 —48 +20
9 12,0 0,007 +63 -7 +32 -27 +44 +32
10 15,5 0,014 +95 —53 +17 —38 +27 +15

SD = Sin determinar

vadas con una muestra tan pequeiia como la
nuestra carecen de significacion estadistica.

A diferencia de los ocho sueros
restantes, los sueros de los dos pacientes
coinfectados (pacientes 9 y 10) dieron resul-
tados 27 y 44% superiores al valor limite, res-
pectivamente, en la determinacién de IgA
anti-VIH 1/2, lo cual demuestra que estos
pacientes poseian una IgA anti-VIH-1/2
especifica.

Western blot

Hemos observado que el trata-
miento con proteina G suprimié por com-
pleto toda reactividad en el Western blot cap-
tor de IgG anti-VIH 1/2 y anti-HTLV-I. Por lo
tanto, nuestros resultados confirman la efi-
cacia del tratamiento con proteina G.

Como se indica en el cuadro 2, las
bandas de IgG anti-VIH observadas en los
ocho sueros con resultados positivos falsos
(casos 1 a 8) desaparecieron por completo, lo
cual demuestra que la reactividad observada
con la IgG podria haber sido no especifica.

Como se observéenel casodela
valoracion de IgA anti-VIH 1/2 con la técnica
de ELISA, los sueros de los dos pacientes
coinfectados dieron resultados positivos
cuando se sometieron ala técnica de Western
blot captor de IgA anti-VIH-1/2. Algunas de
las bandas detectadas al principio no se de-
tectaron con los ensayos captores de IgA, pero
las bandas principales (GP110, GP160 y P24/
25) persistieron. Contrario a lo observado al
valorarse la IgA anti-VIH, los 10 sueros die-
ron resultados positivos en la valoracién de
IgA anti-HTLV-I y mostraron todas, o por lo
menos muchas, de las bandas especificas de-
tectadas previamente.

DISCUSION
Y CONCLUSIONES

Nuestros hallazgos indican cla-
ramente que la presencia de una IgG anti-
VIH-1/2 no especifica produjo los resultados
positivos falsos en la valoracion de IgG anti-
VIH-1/2 con la técnica de ELISA.

Ya que todos los pacientes del es-
tudio estaban infectados por el HTLV-I, y dado
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CUADRO 2. Valores obtenidos al analizar 10 sueros con fa técnica de Western blot. Se indican
las bandas de 1gG anti-VIH-1/2 y de lgG anti-HTLV-I detectadas antes de! fratamiento con proteina G
y las bandas de IgG e IgA observadas después del tratamiento

Western blot detector de VIH 1/2

Western blot detector de HTLV-|

Namero IgG 19G IgA lgG lgG IgA
del caso Antes Después Después Antes Después Después
1 P24/25 SBY SBV P19, 21, 24, 28, SBY P19, 21, 24, 40,
GP46 GP46
2 P24/25 SBV SBV P19, 21, 24, 28, SBY P19, 21, 24,
42, 53 28, 53
3 P24/25 SBY SBV P19, 21, 24, 26, SBY P19, 21, 24,
42, 53, 26, 42, 53,
GP46 GP46
4 P24/25 SBY SBY P19, 21, 24, 26, 32, SBYV P19, 21, 24, 26,
GP46 GP46
5 P55 SBvV SBY P19, 21, 24, 26, SBY P19, 21, 24,
28, 32, 42, 53, 26, 32, 42,
GP46 GP46
6 P55 SBY SBV P19, 21, 24, 40x, 53, SBV P19, 21, 24, 53,
GP46 GP46
7 P18,55 SBY SBY P19, 21, 24, 28, SBY P19, 21, 24, 28,
32, 42, 53, 32, 42, 53,
GP46 GP46
8 P18,52 SBY SBY P19, 21, 24, 32, SBV P19, 21, 24,
40x, 53, 40x, 53,
GP46 GP46
9 GP160 SBV GP160 P19, 21, 24, 28, SBV P19, 21, 24,
GP110 " GP110 32, 42, 53, 26, 28, 53,
P68 “ SBY GP46 GP46
P55 " P55
P52 " SBY
P40 " P40
P24/25 " P25/25
P18 g P18
10 GP160 ” GP160 P19, 21, 24, 28, SBV P19, 21, 24,
GP110 ” GP110 40x, 53, GP18, 40, 41
P68 d SBY GP46
P55 g P55
P52 4 SBV
GP41 " GP41
P40 " P40
P24/25 " P24/25
P18 " P18

SBV = Sin bandas visibles

que el VIH y el HTLV producen una reaccién
cruzada, es muy probable que algunos de los
resultados positivos falsos en el ELISA captor
de IgG anti-VIH-1/2 hayan obedecido a anti-

cuerpos dirigidos contra un componente
antigénico del HTLV-I. Esto es dificil de com-
probar, puesto que la eliminacion total de
anticuerpos dirigidos especificamente contra
el HTLV-I se consigue tinicamente con canti-
dades abundantes de antigenos derivados del
HTLV-1y porque, como han sehalado otros
investigadores, los ICC y muchos tipos de au-



toanticuerpos pueden dar origen a resulta-
dos no especificos (4, 5).

Pese a lo anterior, cuando se ex-
trajo toda la IgG mediante el tratamiento con
proteina G estreptococica, ala que se acoplan
todas las subclases de IgG (3) (incluidos los
ICC), nos fue posible detectar la presencia de
IgA. Al analizarse los sueros con el ELISA
captor de IgA anti-VIH-1/2, desaparecieron
todos los resultados positivos falsos. Esto in-
dica que nuestra técnica es més especifica que
la que depende de la deteccién de IgG. Debe
recordarse, sin embargo, que cualquier mé-
todo basado en la deteccién de IgA es 1itil so-
lamente después de extraer la IgG. (Cuando
analizamos los sueros por primera vez para
valorar la IgA antes del tratamiento con pro-
teina G, encontramos que 45% tuvieron re-
sultados positivos en la valoracién de IgA
anti-VIH 1/2 y anti-VILH-I con la técnica
de ELISA).

En lo que respecta a los resulta-
dos de Western blot, en 8 de los 10 sueros
analizados nunca se detectaron las bandas
especificas del VIH. No obstante, nuestros
resultados demostraron claramente que el uso
combinado de un tratamiento preliminar con
proteina G y la técnica de ELISA para valorar
la presencia de IgA representa un método de
deteccidn rapido y econémicamente venta-
joso que elirnina la necesidad de hacer prue-
bas confirmatorias. Ademaés, el Western blot
captor de IgA revel6 las bandas especificas del
HTLV-I en los 10 sueros, asi como las bandas
especificas del VIH-1, claramente discerni-
bles, en los dos casos de coinfeccién. Todo esto
indica que la IgA es tan 1til como la IgG, o
mads, para confirmar la presencia de una in-
feccion retrovirica.

En general, la presencia de anti-
cuerpos de IgM e IgA es indicadora de una
infeccién reciente, aunque la IgA anti-VIH

tarda més en desaparecer que laIgM. Las IgA,
que al igual que las IgM no atraviesan la ba-
rrera placentaria, son més ttiles que estas para
diagnosticar las infecciones adquiridas infra
utero, como la toxoplasmosis (6), las infeccio-
nes por citomegalovirus (7) y el SIDA (2). Hasta
ahora, los resultados obtenidos en nuestro
laboratorio sugieren que la IgA anti-VIH-1
aparece un poco antes que la IgG anti-VIH-1.
En un caso en particular, se encontré que un
paciente con un resultado positivo en Ia
prueba de reaccién en cadena de la polime-
rasa (polymerase chain reaction) para la detec-
cién de los antigenos gag vy pol del VIH-1
tenia un resultado negativo en el ELISA cap-
tor de IgG anti-VIH-1/2 y uno positivo en
el ELISA captor de IgA anti-VIH-1/2 (datos
inéditos).

La modificacién de las instruc-
ciones que vienen en los estuches comercia-
les permite el desarrollo de un método sim-
ple y barato de detectar la presencia de IgA
anti-VIH. En el Caribe, donde se notifica una
alta prevalencia de infeccién por el HTLV-I
(hasta 13% en algunos paises), el porcentaje
de resultados positivos falsos en la valora-
cién de IgG anti-VIH con Ia técnica de ELISA
es relativamente alto. Nuestros resultados
revelan claramente que el reemplazar la téc-
nica del ELISA captor de IgG anti-VIH con la
de ELISA captor de IgA anti-VIH, cuya es-
pecificidad es mayor, redundaria en un aho-
rro temporal y monetario y permitiria una
cobertura mas amplia de la poblacién con in-
munoensayos detectores de anticuerpos con-
tra el HTLV. No obstante, también se reco-
mienda que la metodologia aqui descrita se
aplique en otros paises del Caribe con el fin
de confirmar los resultados preliminares ob-
tenidos en este estudio.
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pense for confirmatory tests. This article de-
scribes a simple way of overcoming this prob-
lem. First, all IgG and IgG immune complexes
are removed by protein G treatment, and then
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formed with minor modification of commer-
cially available kits.



