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RESUMEN. El virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), es el agente causal del
Súndrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) . Los genes virales codifican la sún-
tesis de las proteúnas del nécleo (gag), enzimas (pol), proteúnas de envoltura (env) y un
determinado complejo de proteúnas reguladoras . El gen env codifica la súntesis de la
proteúna precursora, gpl60, que es degradada por una proteasa del virus en dos proteú-
nas: gp41 y gpl20. La presencia de anticuerpos contra los antúgenos de la envoltura es
sumamente importante para el diagnóstico de la infección por VIH. El uso de la proteú-
na gp41, obtenida por la tecnologúa del ADN recombinante y por súntesis quúmica, se
utiliza ampliamente en el diagnóstico del VIH-1 . En este sentido, resultan muyutiliza-
dos los pñptidos sintñticos por la elevada sensibilidad y especificidad de los ensayos .
En el presente trabajo, se evaluó la antigenicidad de dos pñptidos sintñticos de la re-
gión de transmembrana (gp4l) del VIH-i, el pñptido A (585-608) y el H-18 (587-617)
frente a 15 muestras positivas procedentes de Paneles de Seroconversión (Boston
Biomedica Inc .) y 19 muestras de seropositivos cubanos al VIH-1 . La especificidad de
los pñptidos se evaluó con 30 muestras de sueros de donantes de un banco de sangre .
Se utilizó como ensayo de referencia el UMELISAHIV 1+2 Recombinant ('Ibcnosuma
Internacional, SA, Cuba), para la detección de anticuerpos contra el VIH-i, todas las
muestras utilizadas en el estudio fueron confirmadas por el ensayo de Western Blot. Se
obtuvo un 53 % de sensibilidad para el pñptido A y un 100 % de sensibilidad para el
pñptido H-18. La especificidad de ambos pñptidos fue del 100 %. Este estudio demostró
la utilidad del pñptido H-18 como antúgeno para la detección de anticuerpos al VIH-1 y
su posible aplicación diagnóstica.

ABSTRACT. The Human Immunodeficiency virus type 1(H1V 1) is the cause of the
Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS) . The viral genes encode the synthesis
of core structural proteins (gag), enzymes (pol), envelope proteins (env) and complex
set of regulatory proteins. The env gene encode the synthesis of protein precursor,
gp160, that is cleaved by the virus protease into two proteins : gp4l and gp120. The
presence of antibodies against the envelope antigens is very important for diagnostics
of HIV infection . The use of gp4l protein, obtained by DNA recombinant technology
and chemical synthesis is very used in the VIH-1 diagnosis . In this sense, the synthetic
peptides are very used by high sensitivity and specificity of the assays . In the present
work the antigenicity of two synthetic peptides peptide A (585- 608) and peptide H-18
(587-617) from gp4l transmembrane region of HIV-1 mere testedwith 15 positive samples
from the Boston Biomedica Seroconversion Panels and 19 sera from seropositive Cu-
ban people to HIV-1 . In order to assess specificity of those peptides, 30 serum samples
from healthy blood donors were tested. UMELISA HIV 1+2 Recombinant assay
('Ibcnosuma Internacional, SA., Cuba) was used as reference for detection of antibod-
ies to HIV l, all samples used in the studywere confirmed by Western Blot assay. There
was a sensitivity of 53 % for peptide A and 100 % of sensitivity for peptide H-18. Speci-
ficity for both peptides was 100%. This study showed the usefulness of the H-18 pep-
tide as an antigen to detect antibodies to HIV-1 and its possible diagnostic application .
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INTRODUCCION
El virus de la Inmunodeficiencia

Humana (VIH),' el agente causal del
Súndrome de Inmunodeficiencia
Humana(SIDA) ,z es un lentivirus de
la familia de los retrovirus, 3 cuya es-
tructura genñtica estí formada, al
igual que el resto de los retrovirus,
por genes estructurales (gag, pol,
env) y genes reguladores (nef, tat,
rev, vpr, vpu, vif) .

El gen gag codifica la súntesis de
las proteúnas del nécleo, que consti-
tuyen la estructura central del virus
y el gen env codifica la súntesis de
las proteúnas de la envoltura del vi-
rus a travñs de un precursor, la
glicoproteúna gpl60, que no es un
componente estructural, sino que se
produce durante la infección, pero
luego se degrada para formar las
glicoproteúnas estructurales de la
envoltura gp41 4 y gpl20 . 5 El antúge-
no gp41 se encuentra entre la mem-
brana externa e interna y se le deno-
mina glicoproteúna de transmembra-
na. Este antúgeno particular contie-
ne zonas variables y puede ser muy
especúfico para cada tipo o cepa del
virus .

La presencia de anticuerpos con-
tra los antúgenos de la envolturas es
sumamente importante para el diag-
nóstico de la infección por VIH y por
lo menos un componente de esta re-
gión debe ser detectado para confir-
mar la infección .

Se conoce del uso de la gp41, ob-
tenida por la tecnologúa del ADN re-
combinante7 o por súntesis quúmica,"
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en el diagnóstico del VIH-1 . En este
sentido, resultan ampliamente utili-
zados los pñptidos sintñticos por la
elevada sensibilidad y especificidad
de los ensayos en los que son em-
pleados . 9 ¡ 1 0

En 1995, S Rolf-Dietrich et al."
reportaron la unión molecular del
fragmento Fab del anticuerpo mono-
clonal 3D6 con el epútopo CSGKLI-
CTTAVPW, de la proteúna de trans-
membrana gp4l del VIH-1, corres-
pondiente a los aminoícidos 605-617
e identificado como el de mejor
unión al anticuerpo monoclonal, con
una KD = 1 ¡ 10-8 mol/L .

Teniendo en cuenta estos antece-
dentes, se decidió evaluar la anti-
genicidad y especificidad de dos
pñptidos sintñticos de la región de
transmembrana del virus, que con-
tenúan en su secuencia este epútopo,
para evaluar su utilidad en el
inmunodiagnóstico del VIH-1 .

MATERIALES Y METODOS

Todos los disolventes (diclorome-
tano : DCM, 2-propanol, N,N-dimetil-
formamida: DMF) (Merck) y los reac-
tivos (ícido trifluoracñtico : TEA, N-
etildiisopropilamina: DIEA, N,N'-
diisopropilcarbodiimida : DIPCDI,
dimetilsulfuro, 1,2-etanoditiol, p-
cresol, anisol) (Merck) y el ícido
fluorhúdrico (Fluka) utilizados fue-
ron puros para súntesis . El acetoni-
trilo y ícido trifluoracñtico emplea-
dos en la purificación de los pñpti-
dos fueron puros para anílisis
(BDH) .

Los derivados de L-aminoícidos
(Boc-aminoícidos) utilizados en la
súntesis de los pñptidos fueron de
elevada pureza (Bachem) . En la sún-
tesis de pñptidos se empleó el grupo
protector tert-butiloxicarbonilo
(Boc) para la protección del grupo a
amino terminal. En los aminoícidos
trifuncionales los grupos protectores
de las cadenas laterales fueron : el
grupo benzilo (Bzl) para el ícido
aspírtico, ícido glutímico, serina y
treonina; el grupo 4-metoxibencilo
(Mob) para cisteúna ; el grupo dini-
trofenilo (DNP) para histidina ; el
grupo o-cloro-benzilcarbonilo para
lisina; el grupo tosilo (Tos) para
arginina; el grupo 2,6-dicloro-benzilo
para tirosina y el grupo formilo (For)
para triptófano . No tenúan protec-
ción los aminoícidos alanina, fenila-
lanina, glicina, isoleucina, leucina,
asparagina, glutamina, prolina y
valina .

Se disolvieron los Boc-aminoíci-
dos en la cantidad de disolvente cal-
culada (0,2 mol/L) . Como soporte só-
lido se empleó la resina 4-metilben-

cilhidrilamina (MBHA 1,1 mmol/g,
100-200 mallas, Bachem) .

Súntesis de pñptidos

Todos los pñptidos fueron obte-
nidos mediante súntesis quúmica en
fase sólida, 12 empleando la estrate-
gia Boc en bolsas de polipropileno .
Las reacciones de acoplamiento se
realizaron a temperatura ambiente,
por activación del grupo carboxilo de
cada aminoícido con N,N'-diisopro-
pilcarbodiimida 13 a 0,2 mol/L en
DCM y fueron verificados por el en-
sayo cualitativo de la ninhidrúna . 14El
grupo Boc fue eliminado con ícido
trifluoracñtico 37,5 % en diclorome-
tano. La desprotección final se rea-
lizó mediante el procedimiento
"Low-High HF", utilizando ícido
fluorhúdrico, 15,16 para eliminar los
grupos protectores de las cadenas
laterales y la ruptura del pñptido de
la resina . Posteriormente, las bolsas
se lavaron con ñter dietúlico y se se-
caron al vacúo. Se extrajeron los pñp-
tidos de la resina con ícido acñtico
30 % en agua destilada . El extracto
final se diluyó con agua y se liofilizó .

Purificación de los pñptidos

Los pñptidos se purificaron por
Cromatografúa Lúquida de Alta Re-
solución (HPLC) en fase reversa (RP
HPLC, Pharmacia, LKB) . 14 En una
columna RP18 (Pharmacia) se apli-
caron 200 l L de la muestra (0,2 mg/
mL) . Se eluyó con el empleo de un
sistema de gradiente A/B de 0 a 60 %
B (A TFA 0,1% (V/V) y acetonitrilo
2 % (V/V) en H2O; B TFA 0,05 % (V/V)
en acetonitrilo), unflujo de 0,5 mL/
min; una velocidad del papel de
2 mm/min; una sensibilidad de 1 uni-
dad de absorbancia, a 22 ∎C .

Caracterización de los pñptidos

La caracterización de los pñpti-
dos, se realizó mediante espectrome-
trúa de masas MALDI-TOF (Matrix-
Assisted Laser Desorption of Ions
Time-ofFlight).la, ls En un espectró-
metro de masas Bruker Protein TOF
TM (USA) se bombardeó la muestra
con luz líser, se aplicó un campo
elñctrico de 3 ns, a una longitud de
onda de 337 nm . La matriz emplea-
da fue el ícido a-ciano-4-hidroxiciní-
mico (Sigma) .

Recubrimiento de las placas
UltramicroElisa (UMELISA)

Cada pñptido se diluyó en diso-
lución reguladora carbonato-bicar-
bonato, 0,05 mol,/L ; pH 9,6, a una con-
centración de 2 mg/mL . Con esta
disolución, se recubrieron placas
de poliestireno con capacidad para

30 mL (placas UMELISA, Greiner
labortechnik, Alemania), se aáadie-
ron 15 mL/pocillo de ella y se incubó
durante 3 h a 37 ∎C . La fase sólida se
lavó con una disolución amorti-
guadora de SSAFTween 20 (diso-
lución salina amortiguadora de
fosfato) (8 g de NaC1; 1,215 g de
Na2HPO4 . 2H20; 0,2 g de KH 2PO4 ;
0,2 g de NaN3 ; 0,5 mL de Tween-20 ;
para 1 000 mL de agua destilada y
pH de 7,3 a 7,5). A continuación, se
bloqueó con una disolución de pre-
servo (BSA al 1 % en SSAFTween
20), durante toda la noche a tempe-
ratura ambiente. Las placas se con-
servaron a 4 ∎C, con una cubierta pro-
tectora, hasta el momento de su uso .

Muestras de sueros

Se analizaron 14 muestras del
Panel de Seroconversión PRB-903 y
cinco muestras del Panel de Sero-
conversión PRB-918, (Boston Bio-
medica Inc.), confirmadas por el en-
sayo Western Blot (WB) . Para el Pa-
nel PRB903, se empleó el Western
Blot Dupont (USA) y para el Panel
PRB918 el Western Blot Cambridge
Biotech (USA), información enviada
por el suministrador (Tablas 1 y 2) .
Se analizaron 19 muestras de sero-
positivos cubanos al VIH-1 proce-
dentes del Laboratorio de Investiga-
ciones del SIDA (LISIDA) (La Haba-
na, Cuba), evaluadas por el ensayo
Western Blot (Davih Blot) (Habana,
Cuba), para confirmar la presencia
de anticuerpos especúficos al VIH-1
(Tabla 3) y 30 muestras de donantes
del Banco de Sangre de Marianao
(La Habana, Cuba) para evaluar la
especificidad de los pñptidos sintñ-
ticos .

Para el ensayo UMELISA las
muestras no fueron previamente tra-
tadas, se diluyeron segén aparece en
el procedimiento del ensayo .

Como controles positivos y nega-
tivos se emplearon los del ensayo
UMELISA HIV 1+2 Recombinant
(TecnoSUMA Internacional, Cuba) .

Ensayo UMELISA

Las muestras a evaluar se dilu-
yeron 1:20 en disolución amortigua-
dora Tris-HC1(15 mmol/L de Tris ; pH
7,8 y 0,05 % Tveen-20) en suero de car-
nero al 20 %, y se incubaron 30 min a
37 ∎C en las placas de reacción . Des-
puñs de lavar tres veces con una di-
solución amortiguadora Tris-HCl,
con el objetivo de eliminar los com-
ponentes no fijados, se adicionó un
conjugado Anti-IgG humana en car-
nero marcada con fosfatasa alcalina
(Bóehringer Mannheim GmbH, Ale-
mania). Se incubó nuevamente du-
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Tabla 1. Muestras del Panel de Seroconversión PRB-903 (Boston Biomñdúca Inc .) .

Muestras

	

Western Blot

	

Resultado

903-1 No bandas Negativo

903-2 No bandas Negativo

903-6 24,160 Positivo

903-7 24,160 Positivo

903-9 24, d41, d51, 55, 65, 120, 160 Positivo

903-10 24, 41, 51, 55, 65, 120, 160 Positivo

903-11 24, 41, 51, 55, 65, 120, 160 Positivo

903-12 18, 24, 31, 41, 51, 55, 65,120, 160 Positivo

903-13 18, 24, 31, 41, 51, 55, 65, 120, 160 Positivo

903-14 18, 24, 31, 41, 51, 55, 65, 120, 160 Positivo

903-15 18, 24, 31, 41, 51, 55, 65, 120, 160 Positivo

903-16 18, 24, 31, 41, 51, 55, 65 .120, 160 Positivo

903-17 18, 24, 31, 41, 51, 55, 65, 120, 160 Positivo

903-18

	

18, 24, 31, 41, 51, 55, 65,120, 160

	

Positivo

Tabla 2. Muestras del Panel de Seroconversión PRB 918 (Boston
Biomñdica Inc .) .

Muestras

	

Western Blot

	

Resultado

918-2 No bandas
918-3 Md p24
918-4 24,160
918-5 24,160
918-6

	

24, md65, 160

Tabla 3. Muestras de seropositivos cubanos al VIH-1 .

Negativo
Indeterminado

Positivo
Positivo
Positivo

rante 30 min a 37 ∎C y se realizó un
nuevo lavado en las mismas condi-
ciones, para eliminar el conjugado
en exceso . Se aáadió entonces el sus-
trato fluorigñnico 4-metilumbeli-
ferilfosfato (Koch Light Ltd . Haver-
hill, Suffolk, England), el que resul-
tó hidrolizado por la enzima del-con-
jugado, y se incubó durante 30 min
a temperatura ambiente . La fluores-
cencia emitida fue medida en un
fluorúmetro de la serie SUMA' (PR
521, Centro de Inmunoensayo,
Cuba). En todos los experimentos, se;
incluyeron controles positivos y ne-
gativos, y las muestras se analizaron
por duplicado.

Nivel de corte
El nivel de corte (NC) fue de 0,3,

determinado a partir del estudio de
1 000 muestras de sueros de donan-
tes de banco de sangre y 200 mues-
tras de sueros positivos al VIH-1,
detectados como positivos por el
ensayo comercial UMELISA HIV
1+2 Recombinant y ademís confir-
mados por Western Blot .

El valor de relación (VR) se defi-
nió como :

VR
= (Fi -BB)

(P - BB)

donde :
Fi Fluorescencia de la muestra .
BB Valor promedio del Blanco .
P Menor valor de fluorescencia de

los duplicados del Control Posi-
tivo .
Zbdos los valores numñricos fue-

ron la media de los duplicados, ex-
presados como el valor de relación
para cada muestra respecto al nivel
de corte (VR/NC) . Las muestras fue-
ron consideradas positivas cuando
VR/NC ? 1 .

RESULTADOS Y DISCUSI•N
Se sintetizaron dos pñptidos : A

(ILAVERYLKDQQLLGIWGCSGKLI)
y H-18 (ERYLKDQQLLGIWGCSG-
KLICTTAVPWNA), representativos
de la proteúna gp41 de la región de
transmembrana del VIH-1. Las se-
cuencias de los dos pñptidos fueron
seleccionadas a partir del aislamien-
to Bru HIV-1 segén Wain-Hobson y
col ., en - 1985. El rendimiento obteni-
do paró ambos pñptidos fue mayor
del 95 % .

La pureza de los pñptidos fue
comprobada por Cromatografúa RP-
HPLC y resultó del 95 % . Ademís,
se caracterizaron por Espectrometrúa
de Masas MALDI-TOP proceso en el
que los pesos moleculares obtenidos
se correspondieron con los teóricos .Tútulo bajo de anticuerpos a estas proteúnas del VIH-1 .
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Muestras Western Blot Resultado
C79 24, 55, 68, 120 Indeterminado

(No seroconvertido)
C9 24, 34, 41, 53, 68, 120,160 Positivo

C22 17, 24. 34, 41, 53, 55, 68, 120, 160 Positivo

C62 17, 24, 34, 41, 53, 55, 68, 120, 160 Positivo

C65 34, 41, 53, 55, 68, 120, 160 Positivo

C4 17 24, 34, 41, 53, 55, 68, 120, 160 Positivo

C48 53, 55, 120 Seroconversión

C68 17, 24, 34, 41, 53, 55, 68, 120, 160 Positivo

C75 17, 24, 34, 41, 53, 55, 68, 120, 160 Positivo
C37 24, 34, 41, 53, 68, 120,160 Positivo

C70 17, 24, 34, 41, 53, 55, 68, 120, 160 Positivo

C141 17, 24, 34, 41, 53, 55, 68, 120, 160 Seroconversión

C15 24, 41, 53, 68, 120 Positivo

C38 17 24, 34, 41, 53, 55, 68, 120, 160 Positivo

C74 24, 34, 41, 53,5-5, 68, 120, 160 Positivo

C64 17 24, 34, 41, 53, 55, 68, 120, 160 Positivo

C60 17, 24, 34, 41, 53, 55, 68, 120, 160 Positivo

C67 34, 41, 53, 55, 68, 120, 160 Positivo

C86 17, 24, 34, 41, 53, 55, 68, 120, 160 Positivo
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La evaluación de cada uno de los
pñptidos por separado, se analizó
mediante el empleo de los Paneles de
Seroconversión PRB-903 y PRB-918
(Boston Biomñdica Inc .) (Fig.1) y con
19 muestras de seropositivos cubanos
al VIH-1 (Fig . 2) . En todos los ensa-
yos se utilizaron controles positivos
y negativos, las muestras se analiza-
ron por duplicado y todas las figuras se
elaboraron con los valores medios de los
dos duplicados que se realizaron .

Con los pñptidos gp41(A) y
gp41(H-18), se obtuvo una sensibili-
dad del 53 % y 100 % respectivamen-
te, para el grupo de muestras positi-
vas de ambos Paneles de Serocon-
versión y un 100 % de especificidad
para las muestras negativas .

Con los pñptidos gp4l(A) y
gp41(H-18), se obtuvo una sensibili-
dad del 94,12 % y 100 % respectiva-
mente, para el grupo de muestras
positivas analizadas. La muestra C-
141, clasificada como de seroconver-
sión y con bandas a las proteúnas
p17(dñbil), p24(fuerte), gp41(dñbil),
p55(dñbil), gp120(dñbil), gpl60(dñbil)
por la prueba de confirmación
(Western Blot), no fue detectada por
el pñptido gp41(A), esto pudo estar
determinado porque no estuviera
presente la secuencia completa del
epútopo CSGKLICTTAVPW, aspecto
importante para el reconocimiento
de los anticuerpos en la muestra, o
tambiñn por la exposición de sus
determinantes antigñnicos en las
condiciones empleadas para su
unión a la fase sólida (Fig . 2)

Las muestras C79 y C48 no fue-
ron detectadas por ambos pñptidos,
debido a que no presentaron en la
prueba de confirmación (Western
Blot) bandas a la proteúna gp41, por
tanto, no habúa presencia de anti-
cuerpos anti-gp41 en estas muestras .
Como se refirió anteriormente, son
muestras de pacientes que se encon-
traban en la etapa inicial de la infec-
ción, en la que aparecen anticuerpos
contra las proteúnas precursora del
nécleo p55, p24 del nécleo y gp120
de la envoltura . La muestra C-79 fue
clasificada como indeterminada, con
bandas a las proteúnas p24, p55, p68,
gp120 y la muestra C48 estí en el
perúodo de seroconversión, con ban-
das dñbiles a las proteúnas p53, gp120
y una banda fuerte a la proteúna p55 .

Como se puede observar los va-
lores de VR/NC obtenidos en la prue-
ba de los pñptidos con las muestras
positivas de los Paneles de Serocon-
versión PRB-903 y PRB-918, fueron
menores que los obtenidos con las
muestras positivas de seropositivos
cubanos, esto pudo estar determina-
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Fig. 1 . Comportamiento de los pñptidos gp41 (A) y gp41 (H-18) de la región de
transmembrana del VIH-1 frente a los Paneles de Seroconversión PRB-903 y PRB-
918 (Boston Biomñdica Inc) . Las muestras fueron consideradas positivas cuan-
do VRINC ? 1 .
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do porque los paneles de muestras
en seroconversión presentaban sue-
ros que se encontraban en los prime-
ros estados de la infección, en los que
los tútulos de anticuerpos son bajos
y fundamentalmente a la proteúna
p24 del nécleo del virus y a la proteú-
na precursora de la envoltura gp 160,
en la que puede estar presentes al-
gunos epútopos que se conservan en
la glicoproteúna gp41 cuando la pro-
teúna gpl60 se degrada para formar
las glicoproteúnas estructurales de la
envoltura gp41 y gp120 . Ademís, es

u
U

a gp4l A

U u U Ž U u U

Muestras

Fig. 2. Comportamiento de los pñptidos gp41 (A) y gp41 (H-18) de la región de trans-
membrana del VIH-1 frente a muestras de seropositivos cubanos al VIH-1 . Las mues-
tras fueron consideradas positivas cuando VR/NC _> 1 .

posible que estuvieran presentes los
epútopos en la secuencia peptúdica,
pero no expuestos cuando el pñptido
queda adsorbido a la fase sólida . Por
el contrario las muestras de seropo-
sitivos cubanos se correspondieron
con una etapa mís avanzada de la
infección, con elevados tútulos de
anticuerpos a todas las proteúnas, lo
que permite un mejor reconocimien-
to de los epútopos en el pñptido por
los anticuerpos en las muestras .

Con el objetivo de determinar la
especificidad de los dos pñptidos, se



analizaron 30 muestras de sueros de
donantes de un banco de sangre
(Fig.3).

Para los dos pñptidos, los resul-
tados fueron negativos, para las
muestras analizadas se obtuvo un
valor de relación o valor normado
(R/NC < 1) .

Los resultados demuestran la uti-
lidad de estos pñptidos sintñticos,
siendo el de mejor comportamiento
el pñptido gp41(H-18), para la detec-
ción de anticuerpos especúficos a la
proteúna gp4l, uno de los principa-
les marcadores serológicos de la in-
fección por VIII-1, que en unión con
proteúnas de otras regiones del virus
pueden ser empleados en el pesqui-
zaje del VIH-1 .

CONCLUSIONES

Se obtuvieron dos pñptidos me-
diante súntesis quúmica en fase sóli-
da, de la región de transmembrana
(gp4l) del VIH-1, ambos de elevada
sensibilidad frente a muestras posi-
tivas. Se demostró que es importan-
te la presencia de la secuencia CSG-
KLICTTAVPW para el reconoci-
miento de anticuerpos al VIH-1, ade-
mís de la exposición adecuada de los
determinantes antigñnicos en el
pñptido, en las condiciones emplea-
das para su unión a la fase sólida . Las
muestras C-79 y C48 no fueron de-
tectadas por ambos pñptidos, debi-
do a que no presentaron en la prue-
ba de confirmación (Western Blot)
bandas a la proteúna gp4l, que son
las secuencias representadas por los
pñptidos . Ambos pñptidos fueron
muy especúficos frente a muestras
negativas . Los resultados demostra-
ron la antigenicidad de los pñptidos
sintetizados, siendo mayor en el
pñptido gp41 (H-18), el que resulta
de gran utilidad para el inmunodiag-
nóstico del VIH-1 .
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