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1 N’IRODUCCION 

Se han desarrollado varias 
pruebas para detectar anticuerpos contra 
el virus de la inmunodefkiencia humana 
(VIH). De estos, el ensayo inmunoenzi- 
mático (ELISA) (1) y la prueba de inmu- 
noelectrotransferencia de Western (2, 3) 
son los métodos de elección para el análi- 
sis serológico y la confirmación de la sero- 
positividad, respectivamente. En casi to- 
dos estos ensayos se utilizan antígenos 
víricos que se purifican mediante centri- 
fugación por gradientes de densidad de 
sacarosa (4, 5) o se obtienen mediante 
técnicas de ingeniería genética (6, 7). La 
consiguiente necesidad de disponer de 
equipo y reactivos costosos, como ultra- 
centrifugadoras y pruebas aprobadas de 
inmunoelectrotransferencia de Western, 
impide la práctica regular del ensayo con- 
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firmatorio del VIH en los laboratorios 
carentes de recursos. En este documento 
se indican los resultados de un esfuerzo 
hecho por encontrar una forma más sen- 
cilla, barata y rápida de obtener antí- 
genos víricos apropiados para la confir- 
mación serológica de la infección por 
el VIH. 

M ATERIALES 
Y METODOS 

Siguiendo el método descrito 
por otros investigadores (81, se cultivó 
una línea celular H9 de linfoblastos in- 
fectada por el VIH-1 en estado de replica- 
ción productiva, suministrada por el 
Dr. R. C. Callo, del Instituto Nacional 
del Cáncer, Bethesda, MD, Estados Uni- 
dos de América. El medio de cultivo 
(RPM1 1640 más suero fetal de ternero al 
10% , 2 mM de glutamina, 100 uni- 
dades/ml de penicilina y 100 pg/ml de 
estreptomicina) se cambió cada tres o 
cuatro días. 

Purificación del virus 

Para purificar el virus se siguió 
un protocolo de centrifugación diferen- 
cial. Las células infectadas (l@/ml) se 
centrifugaron a baja velocidad (200 g 



durante 10 minutos a 4 “C). El sobrena- 
dame se centrifugó a 5 000 g durante 30 
minutos y a 4 o C para retirar los desechos 
celulares, y los virus que contenía se con- 
centraron centrifugándolos a 41 000 g 
durante 2 horas a 4 “C. Para ello se uti- 
lizó una centrifugadora Beckman 52-21 
con un rotor JA 21. El líquido sobrena- 
dame se retiró con cuidado y una canti- 
dad equivalente a una quingentésima 
parte (1/500) del volumen inicial del con- 
centrado vírico se volvió a suspender en 
una solución 0,Ol M de tris(hidroxime- 
til) aminometano (TRIS), 0,15 M de NaCl 
y detergente no iónico liiton-X-100 al 
0,25 % con un pH de 7,2. La concentra- 
ción proteínica se determinó mediante la 
técnica de Lowry (91 y las suspensiones 
víricas se mantuvieron a - 70 “C hasta el 
momento de su empleo. 

Prueba de 
inmunoelectrotransferencia 
de Western 

Se separó una muestra de 
antígeno del VIH semipurificado en sul- 
fato dodecílico sódico (SDS) y 2-mercap- 
toetanol y se sometió a electroforesis de 
SDS-gel en un gel de acrilamida al 10%. 
Las bandas de proteína resultantes se 
trasladaron luego a papel de nitrocelu- 
losa (Schleicher y Schuel, Dassel, Re- 
pública Federal de Alemania) en un 
aparato de transferencia (BioRad Labora- 
tories, Richmond, VA, EUA) a 40 voltios 
durante 14 a 16 horas. Se empleó me- 
tanol al 20% diluido en una solución 
0,025 M de TRIS y 0,192 M de glicina 
como amortiguador de transferencia. Se 
neutralizó el papel de nitrocelulosa (es 
decir, se inactivaron las zonas de enlace 
para proteína que quedaban libres) en 
Tween (polisorbato) 20 al 0,3 % y una so- 
lución salina amortiguada con fosfato 
(SAF) (pH 7,2), con leche en polvo 
descremada al 5 % durante 60 minutos. 
Las bandas se incubaron luego con mues- 

tras de suero diluidas al 1: 100 en la 
misma solución amortiguada durante 60 
minutos. Todas las operaciones de incu- 
bación y lavado (en MF y en Tween 20 al 
0,s % ) se realizaron a temperatura 
ambiente. 

Las bandas se incubaron ulte- 
riormente con IgG antihumana de cabra, 
marcada con peridoxidasa de rábano pi- 
cante, diluida al 1: 1 000 en una solución 
supresora durante 60 minutos. Después 
del lavado, las bandas se incubaron con 
un sustrato cromógeno de diaminobenci- 
dina (0,25 mg/ml), solución amorti- 
guada con citrato-fosfato (pH 5,0) y 
Hz02 al O,OOl%. La reacción se inte- 
rrumpió mediante inmersión de las ban- 
das en agua destilada. 

Para efectos de comparación, 
se realizó la prueba comercial de inmu- 
noelectrotransferencia de Western (Du 
Pont Company, Wilmington , DE, 
EUA), de acuerdo con las instrucciones 
del fabricante. 

Muestras de suero 

Se obtuvieron muestras de 
suero de 85 pacientes. De ellos, 2 1 tenían 
el síndrome de inmunodeficiencia ad- 
quirida (SIDA); 17, el complejo relacio- 
nado con el SIDA (cRS); 27, linfadeno- 
patía generalizada persistente (LGP); y 
20, infecciones asintomáticas causadas 
por el VIH. Los criterios clínicos em- 
pleados para evaluar el estado clínico de 
loscasos de ~1~~,cRSyLGPfueron los de 
los Centros para el Control de Enferme- 
dades, de los Estados Unidos de América 
(10). Las muestras de suero fueron po- 
sitivas a las pruebas comerciales ELISA 
(1), de inmunofluorescencia indirecta 
(IFI) y de inmunoelecuotransferencia de 
Western. Se incluyeron como testigos ne- 
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gativos muestras de suero de seis personas 
sanas que no presentaban signos de in- 
fección por el VIH. 

RE SULTADOS 

El rendimiento normal del 
procedimiento de semidepuración fue de 
alrededor de lOO-120 pg de proteína to- 
tal por cada 50 ml de líquido sobrena- 
dante que contenía células infectadas. 
Aunque los concentrados víricos estaban 
contaminados con proteínas del medio 
de cultivo de origen celular, como lo in- 
dicó la coloración con rojo Ponceau de los 
antígenos trasladados al papel de niuoce- 
Mosa (se han omitido los datos corres- 
pondientes), estos contaminantes no obs- 
taculizaron la inmunocoloración de las 
proteínas víricas. Sin embargo, a causa de 
su presencia, no se determinó la cantidad 
real de proteína vírica que contenía el 
concentrado. 

En general, se puede decir 
que los resultados obtenidos con la 
prueba “casera” de inmunoelectrotrans- 
ferencia de Western son bastante simi- 
lares a los de la prueba comercial (figura 
1). Sin embargo, se observaron algunas 
diferencias en la intensidad de la reactivi- 
dad a los antígenos gag p5 5, env gpl.20 y 
gpl60. Algunos sueros de enfermos de 
SIDA que no reaccionaron con el antígeno 
p5 5 del estuche comercial reaccionaron 
con el p55 de la prueba de inmunoelec- 
trotransferencia de Western “casera” 
(cuadro 1). Por otra parte, con la prueba 
comercial se observó constantemente una 
reacción con los antígenos gpl60 en to- 
dos los sueros apropiados, que no fue ob- 
servada al emplear los antígenos semipu- 
micados. 

Durante el transcurso de este 
trabajo se comprobó que era necesario 
mantener el porcentaje de células que ex- 
presaban el virus en más de 90% para 
evitar que apareciera un fondo aprecia- 
ble. En el extremo opuesto, cuando se 
obtuvo el virus de un cultivo en el que 
solo 30% de las células expresaban el vi- 
rus (según pudo comprobarse con la 
prueba de IFI), el rendimiento fue tan 
bajo que fue imposible realizar un en- 
sayo adecuado (se han omitido los datos 
correspondientes). 

D ISCUSION 

En los últimos tres años las 
pruebas de detección de anticuerpos con- 
tra el VIH han transformado la idea que 
se tenía sobre la epidemiología del SIDA y 
la infección por este virus. El punto de 
partida fue el descubrimiento de líneas 
celulares apropiadas como huéspedes 
para la proliferación del virus (8). Esto 
permitió establecer procedimientos sero- 
lógicos para la detección y el diagnóstico 
confirmatorio. Sin embargo, los costos 
de las pruebas de confirmación como la 
de inmunoelectrotransferencia de West- 
ern son tan elevados que impiden su em- 
pleo regular en países que carecen de los 
recursos necesarios. 

Los datos aquí’ presentados in- 
dican que se podría emplear una me- 
todología más barata y sencilla para 
obtener una cantidad suficiente de 
antígenos víricos para emplearlos en la 
prueba confirmatoria de inmunoelectro- 
transferencia de Western. No obstante, 
se han observado algunas diferencias en- 
tre los resultados obtenidos con la prueba 
“casera” de inmunoelectrotransferencia 
de Western y el producto comercial. En 
particular, no fue posible encontrar la 
env gpl60, una importante proteína 
vírica. Esto podría explicarse por la pér- 



FIGURA 1. Fotografías que muestran la reactMdad de anticuerpos IgG frente a bs antígenos 
del VIH-1 ektmtransferidos a tiras de Mmcelulosa de (A) la prueba de inmunoekctmtrans- 
ferencia de Western y (6) de nuestra prueba “casera” de este mismo tipo (7 pg de proteína 
por banda). Las bandas numeradas se probaron con suero de enfermos con SIDA (l), el 
complep relacionado con el SIDA (2), linfadenopatía generalizada persistente (3) e infec- 
ciones asintomátkas causadas por el VIH (4) así como con suero humano normal (5). Los 
números a la izquierda y derecha representan el peso molecular (daltones x 1D-3) 
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dida parcial de las proteínas de la en- 
voltura durante la centrifugación “ca- 
sera” de los antígenos (12). Por otra 
parte, nuestras preparaciones parecen 
contener concentraciones más elevadas 
de gag p5 5 porque algunos sueros de en- 
fermos de SIDA que no reaccionaron con 
la gag p5 5 en la prueba comercial, lo hi- 
cieron al someterlos al ensayo con nuestra 
preparación de antígenos. 
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Respecto de la conveniencia 
de este método de preparación de 
antígenos, cabe señalar que los resulta- 
dos obtenidos con todos los sueros po- 
sitivos sometidos a ensayo, que represen- 
tan una amplia gama de formas clínicas 
de la infección por el VIH, se deter- 



CUADRO 1. Comparación de los resultados obtenidos con la prueba “casera” de inmunoaleclrob’ansferencia 
de Western y con la prueba comercial (DuPont). Aparte de los testigos negativos (omitidos), los sueros probados eran 
de pacientes con SIDA, el complejo relacionado con el SIDA (MS), linfadenopatia generalizada persistente (LGP) 
e infecciones asintomáticas por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) 

Randa Prueba 
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12 57 15 88 24 89 19 95 
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15 71 8 47 22 81 16 80 

a gp = glucoproteina. 
b p = proteina. 

minaron teniendo en cuenta los requisi- 
tos de positividad de la prueba de inmu- 
noelectrotransferencia de Western fijados 
por la Organización Mundial de la Sa- 

z 
lud; es decir, que las inmunoglobulinas 

o\ de cada suero sometido a ensayo reac- 
- cionen al menos con un polipéptido de . 
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cada uno de los tres genes estructurales 
(env, gag y pod) (13). Por otra parte, con 

3 w el fin de proporcionar una evaluación 

iii 
completa de la especificidad de la prueba 
“casera” de inmunoelectrotransferencia 
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de Western y también de la prueba co- 
mercial, convendría ensayar sueros de su- 
jetos con infecciones endémicas locales 
tales como la enfermedad de Chagas, 
leishmaniasis y malaria, porque estas en- 
fermedades causan trastornos inmunita- 
rios que podrían falsear los inmunoen- 
sayos. 

En general, los resultados lo- 
grados con los antígenos semipurificados 
obtenidos por simple centrifugación di- 
ferencial indican que tales antígenos se 
pueden utilizar para realizar la prueba de 
inmunoelectrotransferencia de Western. 
Por tanto, parece que este sencillo mé- 
todo de obtención de antígenos del VIH 
puede ser una buena opción para los 
laboratorios cuyos recursos son insufi- 
cientes para comprar equipo y reactivos 
costosos. 



RE SUMEN 

El método establecido para la 
purificación del virus de la inmunodefi- 
ciencia humana (VIH) implica la centrifu- 
gación por gradientes de densidad de sa- 
carosa de lisados de células infectadas . Se 
ha desarrollado otra metodología para 
purificar grandes cantidades de antígenos 
del VIH que evita la necesidad de tener un 
equipo costoso, como ultracentrifugado- 
ras, y de fijar un gradiente para la purifi- 
cación. Estos antígenos semipurificados 
se han empleado para realizar una 
prueba “casera” confirmatoria de inmu- 
noelectrotransferencia de Western que 
produjo resultados comparables a los ob- 
tenidos con la prueba comercial (Du 
Pont). Aunque el procedimiento “ca- 
sero” no permitió detectar una impor- 
tante proteína vírica (env gpl60), este 
método de purificación parece ofrecer 
una forma apropiada y económica de ob- 
tener antígenos para confirmar la presen- 
cia de anticuerpos contra el VIH. cl 
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S UMMARY 

A SIMPLE PROCEDURE 
FOR OBTAINING LARGE 
AMOUNTS OF HIV 
ANTIGENS FOR 
SERODIAGNOSTIC 
PURPOSES 

The established method of puri- 
fying human immunodeficiency virus (HIV) 
involves centrifüging the lysates of infected 
cells onto a sucrose gradient . We have devel- 
oped an ahernative methodology for purify- 
ing large amounts of HIV antigens that avoids 
the need for expensive equipment such as an 

ultracentriíüge and requires no purification 
gradient. These semipurified antigens have 
been used to perform a “homemade” confir- 
matory Western blot assay that produced 
results comparable to those obtained with a 
commercial (Du Pont) Western blot assay. Al- 
though the “homemade” procedure did not 
detect one important vira1 protein (env 
gplbo), this purification method seems to of- 
fer a suitable and economical way of obtain- 
ing antigens to confirm the presente of HIV 
antibodies. 


