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Antigenicidad de dos péptidos sintéticos
de la region de transmembrana (gp41)
del VIH-1 y su utilidad en el inmunodiagndstico
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RESUMEN. El virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), es el agente causal del
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). Los genes virales codifican la sin-
tesis de las proteinas del nicleo {gag), enzimas (pol), proteinas de envoltura (env} y un
determinado complejo de proteinas reguladoras. El gen env codifica la sintesis de la
proteina precursora, gplé0, que es degradada por una proteasa del virus eh dos protei-
nas: gp4ly gpi20. La presencia de anticuerpos contra los antigenos de la envoltura es
sumamente importante para el diagnéstico de la infeecién por VIH. El uso de la protei-
na gp¢l, obtenida por la tecnologia del ADN recombinante y por sintesis quimica, se
utiliza ampliamente en el diagnéstico del VEIH-1. En este sentidoe, resultan muy utiliza-
dos los péptidos sintéticos por la elevada sensibilidad y especificidad de los ensayos.
En el presente trabajo, se evalué la antigenicidad de dos péptidos sintéticos de la re-
gi6n de transmembrana (gp4l) del VIH-1, el péptido A (585-808) y el H-18 {5B7-617}
frente a 15 muestras positivas procedentes de Paneles de Seroconversion (Boston
Biomedica Inc.} ¥ 19 muestras de seropositivos cubanos al VIH-1. La especificidad de
los péptidos se evalud econ 30 muestras de sueros de donantes de un banco de sangre.
Se utilizé como ensayo de referencia el UMELISA HIV 1+2 Recombinant (Tecnosurna
Internacional, S.A., Cuba), para la deteccidén de anticuerpos contra el VIH-1, todas las
muestras utilizadas en el estudio fueron confirmadas por el ensayo de Western Blot. Se
obtuvo un 53 % de sensibilidad para el péptido A y un 100 % de sensibilidad para el
péptido H-18. La especificidad de ambos péptidos fue det 100 %. Este estudio demostrod
la utilidad del péptido H-18 cormno antigeno para la deteccidn de anticuerpos al VIH-1y
su posible aplicacion diagnéstica

ABSTRACT. The Human Inmmmunodeficiency virus type 1 (HIV-1) is the cause of the
Acquired Immuncdeficiency 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 precursog,
gpl8D0, that is cleaved by the virus protease into two proteins: gpdl and gpl20. The
presence of antibodies against the envelope antigens is very important for diagnostics
of HIV infection. The use of gp41 protein, cbtained by DNA recombinant technology
and chernical 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
(B87-617)from gp4l transmermbrane region of HIV-1 were tested with 15 positive samples
from the Boston Biomedica Seroconversion Panels and 19 sera from sercpositive Cu-
ban people te HIV-1. In: order to assess specificity of those peptides, 30 serum sampiles
from healthy blood donors were tested. UMELISA HIV 1+2 Recombinant assay
(Tecnosuma Internacional, $.A., Cuba) was used as reference for detection of antibod-
iesto HIV-1, all samples used in the study were 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.

INTRODUCCION

El virus de la Inmunodeficiencia
Humana (VIH),! el agente causal del
Sindrome de Inmunodeficiencia
Humana (SIDA),? es un lentivirus de
la familia de los retrovirus.? cuya es-
tructura genética esta formada, al
igual que el resto de los retrovirus,
por genes esiructurales {gag, pol,
env) y genes reguladores (nef, tat,
rev, vpr, vpu, vif).

El gen gag codifica la sintesis de
las proteinas del ntcleo, que consti-
tuyen la estructura central del virus
¥ el gen env codifica la sintesis de
las proteinas de la envolfura del vi-
rus a iraveés de un precursor, la
glicoproteina gpl60, gue no es un
componente estructural, sino que se
produce durante la infeceién, pero
luego se degrada para formar las
glicoproteinas estructurales de la
envoltura gp41* y gpl20.5 El antige-
no gpdl se encuentra entre la mem-
brana externa e interna y se le deno-
mina glicoproteina de fransmembra-
na. Este antigeno particular contie-
ne zonas variables y puede ser muy
egpecifico para cada tipo o cepa del
virus.

La presencia de anticuerpos con-
tra los antigenos de la envoltura® es
sumamente importante para el diag-
na6stico de la infeccién por VIH ¥ por
le menos un componente de esta re-
gi6n debe ser detectado para confir-
mar la infeceién.

Se conoce del uso de la gp4dl, ob-
tenida por la tecnologia del ADN re-
combinante’ o por sintesis quimica,?
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en el diagnostico del VIH-1. En este
sentido, resultan ampliamente utili-
zados los péptidos sintéticos por la
elevada sensibilidad y especificidad
de los ensayos en los que son em-
pleadaos.®®

En 1995, S Rolf-Dietrich et gl.!!
reportaron la unién melecular del
fragmento Fab del anticuerpo mono-
clonal 3D6 con el epitopo CSGKLI-
CTTAVPW, de la proteina de frans-
membrana gp4l del VIH-1, corres-
pondiente a los armnincacidos §05-617
e 1dentificado como el de mejor
unién al anticuerpo monccional, con
una K,;=1-10-8 mol/L .

Teniendo en cuenia estos antece-
dentes, se decidié evaluar la anti-
genicidad y especificidad de dos
péptidos sintéticos de la regién de
transmembrana del virug, gue con-
tenjan en su secuencia este epitopo,
para evaluar su utilidad en el
inmunodiagnéstico del VIH-1.

MATERIALES Y METODOS

Thdos los disolventes (diclorome-
tano: DCM, 2-propanol, N, N-dimetil-
formamide: DM (Merck) y los reac-
iivos (dcido triflucracético: TFA, N-
etildiisopropilamina: DIEA, N, N'-
diisopropilcarbodiimida: DIPCDI,
dimeiilsulfuro, 1,2-etanoditiol, p-
cresol, anisel) (Merck) y el acido
fluorhidrico (Fluka) utilizados fue-
ron puros para sintesis. El acetoni-
trilo ¥ acido triflucracético emplea-
dos en la purificacién de los pépti-
dos fueron puros para andlisis
{(RDH).

Los derivados de L-aminodacidos
{Boc-aminoacidos) utilizados en la
sintesis de los péptidos fueron de
elevada pureza (Bachem). En la sin-
tesis de péptidos se empled el grupo
protector tert-butiloxicarbonilo
(Boc) para la proteccién del grupo a
amino terminal. En los aminoécidos
trifuncicnales los grupos protectores
de las cadenas laterales fueron: el
grupc benzilo (Bzl) para el acido
aspartlico, dcido glutamico, serinay
treonina; el grupo 4-metoxibencilo
(Mob) para cisteina; el grupe dini-
irofenilo (DNP) para histidina; el
grupe o-cloro-benzilcarbonilo para
lisina; el grupo tosilo (Tos) para
arginina; el prupo 2,6-dicloro-benzilo
para tiresinay el grupo formilo (For)
para triptéfane. No tenian protee-
cidén los amincacidos alaning, fenila-
lanina, glicina, isoleucina, leucina,
asparagina, glutamina, prolina y
valina.

Se disalvieron los Boc-aminoact-
dos en la cantidad de disolvente cal-
culada (0,2 mol/L). Como soporte s6-
lido se empled la resina 4-metilben-

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

Sintesis de péptidos

Todos los péptidos fueron obte-
nidos mediante sintesis quimica en
fase sélida,'® empleando la estrate-
gia Boc en bolsas de polipropileno.
Las reacciones de acoplamiento se
realizaron a temperatura ambiente,
por activacidn del grupo carboxiic de
cada aminoacido con N,N'-diisopro-
pilcarbodiimida™ a 0,2 mol/L en
DCM y fueron verificados por el en-
sayo cualitativo de laninhidrina.'*El
grupo Boe fue eliminado con acido
triftluoracético 37,5 % en diclorome-
tano. La desproteccidn final se rea-
lizé mediante el procedimiento
“Low-High HF"”, utilizando acido
fluorhidrico,’>¥ para eliminar los
grupos protectores de las cadenas
laterales y la ruptura del péptido de
la resina. Posteriormente, las bolsas
se lavaron con éter dietilico y se se-
caron al vacio. Se extrajeron los pép-
iidos de la resina con dcido acético
30 % en agua destilada. El extracto
final se diluy6 con agua y se liofilizd.

Purificacion de los péptidos

Los péptidos se purificaron por
Cromatografia Liquida de Alta Re-
solucion (HPLC)en fase reversa (RP-
HPLC, Pharmacia, LKB)."” En una
columna RP18 (Pharmacia) se apli-
caron 200 ul. de la muestra (0,2 mg/
ml}. Se eluyé con el emples de un
sisterna de gradiente A/Bde 0a 60 %
B (A TFA 0,1% (V/V) v acetonitrilo
2 % (V/V) en H,O; B TFA 0,05 % (V/V)
en acetonitrile}, unflujo de 0,5 mLJ
min; una velocidad del papel de
2 mm/min; una sensibilidad de 1 uni-
dad de absorbhancia, a 22 °C.

Caracterizacion de los péptidos

La caracterizacién de los pépti-
dos, se realizé mediante espectrome-
tria de masas MALDI-TOF (Matrix-
Assisted Laser Desorption of Ions
Time-of-Flight}.!4!* En un espectr6-
metro de masas Bruker Protein TOF-
TM {USA) se bombardet la muestra
con luz laser, se aplicd un campo
eléctrico de 3 ns, a una longitud de
onda de 337 nm. La matriz emplea-
da fue el cido e-clano-4-hidroxicina-
mico (Sigma).

Recubrimiento de las placas
UltramicroElsa {UMELISA)

Cada péptido se diluyé en diso-
lucién reguladora carbonato-bicar-
bonato, 8,05 mol/L; pH 9,6, a una con-
centracion de 2 mg/mL . Con esta
disolucién, se recubrieron placas
de poliestireno con capacidad para

30 mL {placas UMELISA, Greiner
labortechnik, Alemania}, se afadie-
ron 15 mL/pocillo de ella y se incubé
durante3 ha37°C. Lafasesdlidase
lavd con una disolucién amorti-
guadora de SSAFTween 20 (diso-
lucion salina amortiguadora de
fosfato) (8 g de NaCl; 1,215 g de
Na HPO,- 2H,0; 0,2 g de KH,PO;
0,2 g de NalN; 0,5 mI. de Tween-20;
para 1 000 mL de agua destilada v
pH de 7,3 a 7,5). A continuacién, se
blogueé con una disolucion de pre-
servo {(BSA al 1 % en SSAFTween
29), durante toda la noche a tempe-
ratura ambiente. Las placas se con-
servaron a4 °C, con una cubierta pro-
tectora, hasta el momento de su uso.

Muestras de sueros

Se analizaron 14 rmuestras del
Panel de Seroconversién PRB-903 y
cinco muestras del Pancl de Sero-
conversion PRB-918, (Boston Bio-
medica Inc.), confirmadas por el en-
sayo Westernt Blot (WB). Para el Pa-
nel PRBY03, se empled el Western
Blot Dupont (USA) y para el Panel
PRBY918 el Weslern Blot Cambridge
Biotech (USA), informacién enviada
por el suministrador (Tablas 1 ¥ 2}.
Se analizaron 19 muesiras 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 especificos al VIH-1
(Tabla 3) ¥ 30 muestras de donantes
del Banco de Sangre de Marianao
(La Habana, Cuba) para evaludr 1a
especificidad de los péptidos sinté-
ticos.

Para el ensayo UMELISA las
muestras no fueron previamente tra-
tadas, se diluyeron segin 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 disolucién amortigua-
dora Tris-HCI {15 mmol/L. de Tris; pH
7,8 ¥ 0,05 % Tween-20) en sucro de car-
nero al 20 %, y se incubaron 30 rmin a
37 °C &n las placas de reaccidn. Des-
pués de lavar tres veces con una di-
solucidn amortiguadora Tris-HCI,
con el phjetivo de eliminar los com-
ponentes no fijados, se adiciond un
conjugado Anti-IgG humana en car-
nero marcada con fosfatasa alcalina
(Baehringer Mannheim GmbH, Ale-
mania), Se incubd nuevamente du-
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Tabla 1. Muestras del Panel de Seroconversién PERB-§03 {Boston Biomédica Inc.).

Muestras Western Blot Resultado
903-1 No bandas Negativo
9:?3-2 No bandas Negativo
9'.036 24,160 Positivo
903-7 24,160 Pesitivo
§03-9 24, d41, d51, 55, 65, 120, 160 Positivo
903-10 24,41, 51, 55, 65, 120, 160 Positivo
8038-11 34, 41,51, 55, 65, 120, 160 Positive
203-12 18, 24,31, 41, 51, 55, 65, 120, 180 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, 81,41, 51, 55, 65, 120, 160 Positivo
903-16 18, 24, 31, 41, 51, 55, 65, 120, 180 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 Seroconversién PRB 918 (Boston
Biomédica Inc.).

Muestras Western Blot Resultado

918-2 No bandas Negativo

918-3 Iid p24 Indeterminado

918-4 24, 160 Positivo

318-5 24, 160 Positivo

918-4 24, mdés, 160 Positivo

Tabla 3. Muastras de seropositivos cubanos al VIH-1.
Muestras Western Blot Resultado
C78% 24, 55,168,120 Indeterminadeo
{No seroconvertido)

Ca 24,34, 41,53, 68, 120,160 Positivo
Cc22 17, 24, 34, 41, 53, b, 88, 120, 160 Positivo
Ca2 17, 24, 34, 41, 53, b5, 68, 120, 160 Posilive
C65 34, 41, 53, 55, 68, 120, 160 Positivo
C4 17,24, 34, 41, 53, 55, 68, 120, 160 Positivo
C48 53, 55, 120 Seroconversion
ces 17, 24, 34. 41, 53, 55, 68, 120, 160 Positivo
C75 17,24, 34, 41, 53, 55, 68, 120, 160 Positivo
c3v 24, 34,41, 53, 68, 120,160 TPositivo
C70 17, 24, 34, 41, 53, 55, 68, 120, 160 Fositivo
C141 17, 24,34, 41, 53, 55, 68, 120, 160 SeroconversiGn
C15 24, 41, 53, 88, 120 Positivo
C38 17,24, 34, 41,53, 55, 68, 120, 160 Positivo
Ci4 24, 34, 41, 53, 55, 88, 120, 160 Positivo
Cé4 17.24, 34, 41, 538, 55, 68, 120, 160 Positive |
C80 17, 24, 34, 41, 53, 55, 68, 120, 180 Positivo
o1 34,41, 53, 55, 68, 120, 160 Positivo
C88 17,24, 34, 41, 53, 55, 68, 120, 160 Fositivo

Titulo bajo de anticuerpos a estas proteinas del VIH-1.

rante 30 min a 37 °C y =e realizé un
nuevo lavade en las mismas condi-
ciones, para eliminar el conjugado
en exceso. Se afiadid entonces el sus-
trato fluorigénico 4-metitumbeli-
ferilfosfato {(Koch Light Ltd. Haver-
hill, Suffolk, England), el que resul-
té hidrolizado por la enzima del con-
jugado, ¥ se incubd durante 30 min
atemperatura ambiente. La fluores-
cencia emitida fue medida en un
fluorimetro de la serie SUMA®* (PR-
521, Centro de Inmunoensayo,
Cuba). En todos los experirmnenios, 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 ¥ 200 mues-
tras de sueros positivos al VIH-1,
detectados como peositivos por el
ensayo comercial UMELISA HIV
1+2 Recombinant y ademas confir-
mados por Western Blot.

El valor de relacidn (VR) se defi-
nid como:

VR (Fi-BB)
(P - BB

donde:

¥ Fluocrescencia de la muestra.

BB Valor promedio del Blanco.

P Menor valor de fluorescencia de
los duplicados del Control Posi-
11vo.

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

VR/ANC= 1
RESULTADOS Y DISCUSION

Se sintetizaron dos péptidos: A
(ILAVERYLKDQQLLGIWGCSGKLI)
v H-18 (ERYLKDQQLLGIWGCEG-
KLICTTAVPWNA), representativos
de la prateina gp4l de la region de
transmembrana del VIH-1. Las se-
cuencias de los dos péptidos fueron
seleccionadas a partir del aislamien-
to Bru HIV-1 seglin Wain-Hobson y
col. en’1985. El rendimiento obteni-
do para ambos péptidos fue mayor
del 85 %.

La pureza de los péptidos fue
comprobada por Cromatografia RP-
HPLC v resultd del 95 %. Ademas,
se caracterizaron por Espectrometria
de Masas MALDITOF, proceso en el
que los pesos moleculares obtenidos
se correspondieron con los tedricos.
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La evaluacitn de cada uno de los
péptides por separado, se analizé
mediante el emplec de los Faneles de
Seroconversién PRB-903 v PRBE-918
{Boston Biomeédica Inc.) (Fig. 1) ycon
19 muestras de seropositivos cubanos
al VIH-1 (Fig. 2) . En todos los ensa-
yos se utilizaron controles positivos
v negativos, las muestras se analiza-
ron por duplicado y todas las figuras se
elaboraron con los valores medios delos
dos duplicados gque se realizaron.

Con los péptidos 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-
version y un 100 % de especificidad
para las muestras negativas.

Con los péptidos gp4l(A) ¥
gp41(H-18), se obtuvo una sensibili-
dad del 94,12 % y 100 % respectiva-
mente, para el grupc de muestras
positivas analizadas. La muestra C-
141, clasificada como de seroconver-
sién y con bandas a las proteinas
pl7(débil), p24(fuerte), gp4l(débil),
p35(débil), gpl20{débil), gpl60{debil)
por la prueba de confirmacién
{(Western Blot), no fue detectada por
el péptido gp4l(A), esto pudo estar
determinado porgue no estuviera
presente la secuencia completa del
epitopo CSGKLICTTAVPW, aspecto
imporlante para el reconocimiento
de los anticuerpos en la muestra, ¢
también por la exposicidn de sus
determinantes antigénicos en las
condiviones empleadas para su
unison a la fase sélida (Fig. 2}

Las muestras C79 y C48 nc fue-
ron detectadas por ambos péptides,
debido a que no presentaron en la
prueba de confirmacidén (Western
Blot) bandas 2 la proteina gp4l, por
tanto, no habfa presencia de anti-
cuerpos anti-gp41 en estas muestras.
Como se refirid antertormente , son
muestras de pacientes que se encon-
traban en la etapa inicial de la infec-
cidn, en la que aparecen anticuerpos
contra las proteinas precursora del
nuclee p55, p24 del nucleo ¥y gpl20
de la envoltura. La muestra C-79 fue
clasificada como indeterminada, con
bandas a las proteinas p24, p55, p68,
gpl20 y la muestra C48 estd en &l
periodo de sercconversién, con ban-
das débiles a las proteinas p53, gp120
v unabanda fuerte ala proteina pda.

Como se puede observar los va-
lores de VR/NC obtenidos en la prue-
ba de los péptidos con las muestras
positivas de los Paneles de Serocon-
versidn PRB-903 ¥ 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 péptidos gp4l (A) y gp41 (H-18) de la regién de
transmembrana del VIH-1 frente a los Paneles de Seroconversién PRB-3903 y PRB-
918 (Boston Biomédica Inc). Las muestras fueron consideradas positivas cuan-

do VRINC 2 1.
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Fig. 2. Comportamiento de los péptidos gpdl (A} y gp41 (H-18) de la regidn de trans-
membrana del VIH-1 frente o muestras de seropositivos cubanos al VIH-1. Las mues-
tras fueron consideradas positivas cuando VR/NC 2 1.

do porgue los paneles de muestras
en seroconversidn presentaban sue-
ros que se encontraban en los prime-
ros estados delainfeceidn, enlos que
los titulos de anticuerpos son bajos
y fundamentalmente a la proteina
P24 del nlicleo del virus y a la protei-
na precursora de la envoliura gpl60,
en la qua puede estar presentes al-
gunos epitopos que se conservan en
la glicoproteina gp41 cuando la pro-
teina gpl60 se degrada para formar
las glicoproteinas estructurales de la
envoltura gp4l ¥ gpl20. Ademis, es

posible que estuvieran presentes los
epitopos en la secuencia peptidica,
pero no expuestos cuando el péptido
gueda adsorbido a la fase sélida. Por
el eontrario las muestras de seropo-
sitivos cubanos se correspondieron
con una etapa mas avanzada de la
infeccidn, con elevados titulos de
anticuerpos a todas las proteinas, lo
gue permite un mejor reconocimien-
to de los epitopos en el péptido por
los anticuerpos en las muestras.
Con el objetivo de determinar la
especificidad de los dos péptidos, se
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analizaron 30 muestras de sueros de
donantes de un banco de sangre
({Fig. 3}.

Para los dos péptidos, los resul-
tados fueron negativos, para las
muestras analizadas se obtuve un
valor de relacién o valor normado
(R/NC < 1),

Los resultades dermuestran la uti-
lidad de estos péptidos sintéticos,
siendo el de mejor comportamientc
el péptido gp41 (H-18}, para la detec-
cién de anticuerpos especificos ala
proteina gp4l, uno de los principa-
les marcadores serolégicos de la in-
feccidn por VIH-1, que en unién con
proteinas de otras regiones del virus
pueden ser empleados en el pesqui-
zaje del VIH-1.

CONCLUSIONES

Se obtuvieron dos péptidos me-
diante sintesis quimica en fase sdli-
da, de la regién de transmembrana
{gp41) del VIH-1, ambos de elevada
senstbilidad frente a muestras posi-
tivas. Be demostrd gue es importan-
ie la presencia de la secuencia C8G-
KLICTTAVPW para el reconoci-
miento de anticuerpos al VIH-1, ade-
mas de la exposicién adecuada delos
determinantes antigénicos en el
péptido, en las condiciones emplea-
das para suunién a la fage sélida. Lag
muestras C-79 ¥ C48 no fueron de-
tectadas por ambos péptidos, debi-
do a que no presentaron en la prue-
ba de confirmacién (Western Blot)
bandasg a la proteina gp4l, que son
las secuencias representadas por los
péptidos. Ambos péptidos fueron
muy especificos frente a2 muestras
negativas. Los resultados demostra-
ron la antigenicidad de los péptidos
sintetizados, siendo mayor en el
péptido gp4l (H-18), el gue resulta
de gran utilidad para el inrmmuncdiag-
ndstico del VIH-1.
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