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RESUMEN

ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
MULTIPLE PARA LA DETECCION VIH-1 A PARTIR DE ADN PROVIRAL PROVENIENTE DE PACIENTES
REFERIDOS AL INSTITUTO NACIONAL DE HIGIENE “RAFAEL RANGEL”

Oriana Solange Uzcdtegui Antonucci

El diagndstico temprano de la infeccidn perinatal por el VIH-1 es importante para su manejo clinico
temprano antes de que aparezcan complicaciones derivadas de la infeccion de VIH y mejorar asi la
calidad y esperanza de vida del paciente. El objetivo de este trabajo es la estandarizacidn de una
PCR-multiple anidada, para amplificar las regiones conservadas env y gag del VIH-1. Para ello se
analizaron 60 muestras sanguineas de nifios, entre edades comprendidas de 15dias a 24meses,
referidos al Instituto de Higiene “Rafael Rangel” (INHRR). Todas las muestras se colectaron de
manera estéril con EDTA, seguido de una centrifugacidn para la extraccién de la capa leucocitaria o
Buffy Coat, Posteriormente el ADN proviral fue extraido mediante el kit comercial QlAamp DNA
Blood Mini Kit. Se realizd un Andlisis bioinformatico de los “primers” empleados en la
identificacion; donde se puede inferir que los cebadores son muy especificos en relacién con sus
objetivos respectivos como se confirmd a partir de los resultados BLAST y PCR in sillico. Seguido se
realizaron cambios en la mezcla de reaccion y programa de amplificacion de la PCR convencional,
logrando estandarizar la PCR Multiple cebadores especificos de la regién Gag (209) y la regidén Env
(337pb) del VIH-1, con la adicién de un control de beta-globina (268pb). Para la visualizacion del
producto amplificado, se realizd una electroforesis en gel de agarosa a 2% con tincién con
bromuro de etidio. El limite de deteccion (valor hasta cuantas copias del virus puede llegar a
detectar el método), se presentd en la dilucién 1:125, que equivale a 2545 copias/ml. Para evaluar
la especificidad analitica del ensayo, se usaron 15 muestras de pacientes infectados con VHB, VHC
o CMV, los cuales no revelaron ninguna banda de amplificacién. Para validar la sensibilidad y
especificidad de la PCR Mdltiple estandarizada, se compard los resultados obtenidos de la PCR
estandarizada con los resultados de PCR convencional del “laboratorio de Hepatitis y Sida” usada
como estdndar de referencia, obteniéndose una sensibilidad de 100% y una especificidad de
93,75%, con un Kappa de Cohen de 0,96. De esta manera se logré estandarizar la técnica de PCR
Multiplex, para su aplicacidn en el diagndstico clinico lo que permitird optimizar los protocolos de
deteccion del VIH-1 con un menor gasto de reactivos, corroborando asi la utilidad de la PCR como

herramienta molecular en el diagndstico oportuno de la infeccidén perinatal por el VIH-1.

Palabras claves: VIH, PCR multiple, Diagnostico, transmision vertical.



1. INTRODUCCION
1.1 Generalidades del VIH

El VIH o Virus de la Inmunodeficiencia Humana, agente etiolégico causante del Sindrome de
inmunodeficiencia Adquirida o SIDA, es un retrovirus que ataca al sistema inmunitario de la
persona infectada, pertenece a la familia Retroviridae, género Lentivirus. (Ospina S 2006). Los
retrovirus reciben este nombre debido a que sus genomas tienen codificada una enzima poco
frecuente, la transcriptasa inversa, que permite la transcripcién del ADN a partir del ARN.

(Menéndez 1995)

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) fue descubierto y considerado como el
agente de la naciente epidemia de sida por el equipo de Luc Montagnier en Francia en 1983.
(Chavez y Castillo 2013). Los primeros casos del denominado Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA) se reconocieron en el verano de 1981 en Estados Unidos de América, tras la
aparicion de un niumero inusual de informes de neumonia por Pnewnocystis carinii y sarcoma de
Kaposi en hombres jévenes, en los que posteriormente se comprobd que eran homosexuales y
presentaban marcado deterioro de la inmunidad. (Menéndez 1995)

Actualmente, el Sida, en algunos paises se ha convertido en la primera causa de muerte
entre los adultos de 25 a 54 afios, con importantes costes sociales y econdmicos. (Menéndez

1995)

Segun la OMS el VIH sigue siendo un importante problema de salud publica mundial, en
2018, habia aproximadamente 37,9 millones de personas que vivian con el VIH con 1,7 millones de
personas que se infectaron a nivel mundial. El Africa subsahariana, que sufre la mayor carga del
VIH y SIDA en todo el mundo, representa aproximadamente el 64% de todas las nuevas
infecciones por el VIH. Otras regiones afectadas significativamente por el VIH y el SIDA son Asia y

el Pacifico, América Latina y el Caribe y Europa oriental y Asia central.

En el 2018 habia 1,7 millones de nifios menores de 15 afios viviendo con VIH. La mayoria de

los casos en nifios se debe a infeccion vertical.

Datos de la Unicef afirman que desde 1982 hasta el 2005 se han registrado 50.000 casos de

Sida en Venezuela. La prevalencia estimada de VIH en la poblacion venezolana de 15 a 49 aiios es



de 0.7% y se viene observando un ascenso sostenido de casos en las mujeres y en los jovenes de

15 a 25 aios.

Estadisticas sefialan que desde el 2010, las nuevas infecciones por el VIH han aumentado en
un 24%. En 2016, la Republica Bolivariana de Venezuela tuvo 6500 (5800 - 7100) nuevas
infecciones por VIH y 2500 (2100 - 2900) muertes relacionadas con el SIDA. Hubo 120 000 (110
000 - 130 000) personas que vivian con VIH en 2016, de las cuales el 61% (55% - 67%) tenian

acceso a la terapia antirretroviral.

Existen dos tipos del VIH, llamados VIH-1 y VIH-2. El VIH-1 es mas virulento e infeccioso que
el VIH-2 y es el causante de la mayoria de infecciones por VIH en el mundo. El VIH-2 es menos
infeccioso y se encuentra confinado casi exclusivamente a los paises de Africa occidental.

(Heyndrickx y col 2000; Ospina 2006)

Se distinguen tres grupos diferentes de VIH-1: grupo M (“Main”, principal), que es
prevalente a nivel mundial; grupo O (“Outlier”, externo), grupo N y el grupo P. Los grupos y
subtipos de VIH-1 estan distribuidos de manera desigual en todo el mundo (Heyndrickx y col 2000;

Gueudin y col 2011, Cappy y col 2016)

1.2 Estructura del VIH

En general, los retrovirus se componen de: capa externa o envoltura formada por una
glucoproteina de superficie y una proteina transmembrana; una cdpside viral o core que incluye
las proteinas de la matriz, capside y nucleocapside; enzimas como la transcriptasa reversa, la
proteasa y la integrasa, las cuales son muy importantes para la replicacién del virus, y otras

proteinas no esenciales (fig. 1) (Ospina 2006)

La Capa externa o envoltura, formada por una membrana lipidica, donde se insertan las
glucoproteinas gp120 (glucoproteina de superficie) y gp4l (glucoproteina transmembranal) y
proteinas derivadas de la célula huésped entre las que se encuentran receptores celulares y
antigenos. (Codinay otros 2002)

Debajo de la membrana lipidica, se encuentra la capa intermedia o matriz hecha de proteina
matriz o p17, la cual contiene las proteinas esenciales y el nucleo. La proteasa es una enzima que
parte las recién creadas poliproteinas del VIH durante la replicacién viral en los componentes de

sus proteinas constituyentes (Chavez y Castillo 2013)



La capa interior o capside membrana exterior del nucleo de los viriones y estd compuesta
por moléculas de una proteina conocida como p24. La cédpside también contiene varias proteinas,
especificamente, la transcriptasa inversa (RT) (convierte el ARN viral en ADN proviral), la integrasa
(IN) (necesaria para la insercién del ADN proviral en el ADN gendmico celular), Vif, Vpr, Nefy p7, el

interior se encuentra la nucleocdpside que contiene el genoma viral. (Chavez y Castillo 2013)

El genoma del VIH consta de dos copias idénticas de ARN de cadena simple idénticas, de
polaridad positiva y estda compuesto por tres genes principales, denominados Gag, Env y Pol, los
cuales codifican las proteinas de la capside, la envoltura y las enzimas y una serie de genes
reguladores (tat, rev, nef, vif, vpr, vpu, vpx y tev). La organizacién de los genomas es siempre la

misma, 5°-gag-pol-env-3°. (fig. 2) (Ospina 2006, Chavez y Castillo 2013)
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Figura. 1. Estructura del VIH (tomado de

https://www.projectinform.org/es/glosario/estructura-y-funcion-del-vih/)
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Figura 2.
Representacién esquemadtica del genoma del VIH-1 (tomado de

www.yale.edu/bio243/HIV/genome.html).



1.3 Ciclo de vida del VIH

El VIH tiene un ciclo vital que puede ser tan corto como 1,5 dias, desde el ensamblado en
una célula infectada hasta la infeccion de una nueva célula. EI VIH utiliza la transcriptasa
inversa para mediar su conversiéon de ARN a ADN. Esta enzima no corrige errores, y proporciona
variabilidad de copias. Dado que la vida media del virus es corta y las copias de ADN son altamente
variadas, por la alta cantidad de errores de transcripcidn, existe una alta tasa de mutacién.
Muchas de las mutaciones son inferiores al virus original (frecuentemente pierden la habilidad de
reproducirse) o no implican ninguna ventaja, pero algunas son superiores al virus base y pueden
habilitar al virus para resistir el tratamiento antirretroviral. (Dibulla y col 2002; Heyndrickx y col

2000)

Las células que el VIH invaden esencialmente son los linfocitos T CD4+, pero también en
menor medida los monocitos/macréfagos, las células dendriticas, las células de Langerhans y las
células de microglia del cerebro. La replicacidn viral tiene pues lugar en tejidos diversos (de
ganglios linfaticos, intestino, cerebro, timo, entre otros). Los drganos linfoides, sobre todo los
ganglios linfaticos, constituyen la principal sede de su replicacién. El virus esta presente en
numerosos liquidos del organismo, en particular la sangre y las secreciones genitales. (Chavez y
Castillo 2013)

Desde su ingreso en la célula hospedadora, la cadena simple de acido ribonucleico (ARN)
viral comienza su transformacidon en una doble cadena de acido desoxirribonucleico (ADN) por
accion de la enzima transcriptasa inversa que forma parte del virus. La integrasa y otros cofactores
actuan para que el ARN del virus se fusione con el ADN de la célula hospedadora a través de
la transcripcién en el genoma de la célula que aloja al virus. De esta manera, la célula queda
infectada por el virus. Después de este proceso, los Lentivirus reaccionan de dos maneras posibles:
puede ocurrir que el virus entre en latencia mientras la célula infectada continda en funciones, o
bien, que el virus comience a replicarse activamente vy libere viriones capaces de infectar otras

células. (Smith y Daniel 2006)

Este proceso, que se realiza en siete pasos o etapas, se llama el ciclo de vida del VIH. (fig. 3).

Las siete etapas del ciclo de vida del VIH son:



1. Enlace: Cuando el virus ataca a un linfocito CD4, el virus se fija a las moléculas en
la superficie del linfocito CD4: primero a un receptor del CD4 y luego a un correceptor CCR5 o
CXCR4. (Cordeiro y Taroco 2006)

2. Fusion: Después de que el virus se une a un linfocito CD4 huésped, la envoltura del
virus se fusiona con la membrana del linfocito CD4. Esta fusiéon permite que el VIH entre al
linfocito CD4. Una vez adentro, el virus libera su ARN y sus enzimas, tales como la transcriptasa
inversa y la integrasa. (Cordeiro y Taroco 2006)

3. Transcripcidn inversa: Una vez que se encuentra dentro de un linfocito CD4, el
VIH libera y emplea la transcriptasa inversa (enzima del VIH) para convertir su ARN del VIH en
ADN del VIH lo que le permite al VIH entrar al nucleo del linfocito CD4 y unirse con el ADN de la
célula. (Cordeiro y Taroco 2006)

4. Integracion: Una vez que se encuentra dentro del nucleo del linfocito CD4
huésped, el VIH libera la integrasa, enzima que emplea para insertar (integrar) su ADN virico en
el ADN de la célula huésped. (Cordeiro y Taroco 2006)

5. Multiplicacion: Una vez que el VIH se integra dentro del ADN del linfocito CD4
huésped, comienza a emplear el mecanismo de ese linfocito para crear cadenas largas de
proteinas. Esas cadenas de proteinas son elementos constitutivos para producir mas copias del
virus. (Cordeiro y Taroco 2006)

6. Ensamblaje: Durante el ensamblaje, el nuevo ARN del VIH y las proteinas viricas
producidas por el linfocito CD4 huésped salen a la superficie de la célula y se ensamblan dentro
de un VIH inmaduro (no infeccioso). (Cordeiro y Taroco 2006)

7. Gemacion: Durante la gemacidn, el VIH inmaduro (no infeccioso) se impulsa hacia
el exterior del linfocito (célula) CD4 huésped. Una vez fuera del linfocito CD4, el nuevo virus
libera proteasa, una enzima del VIH. La proteasa actla para separar las cadenas largas de
proteina que forman el virus no infeccioso. Las proteinas viricas mas pequefias se combinan

para formar el VIH maduro, infeccioso. (Cordeiro y Taroco 2006)
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Figura 3. Ciclo de vida del VIH. (Tomado de https://infosida.nih.gov/understanding-hiv-aids/)

Los medicamentos contra el VIH protegen el sistema inmunitario al bloquear el virus en
diferentes etapas de su ciclo de vida. El medicamento utilizado para tratar el VIH se llama terapia
antirretroviral o TAR, los antirretrovirales, inhiben enzimas esenciales, la transcriptasa
inversa, retro transcriptasa o la proteasa, con lo que reducen la replicacion del VIH. De esta
manera se frena el progreso de la enfermedad y la aparicién de infecciones oportunistas.

Diferentes antirretrovirales se utilizan en varias etapas del ciclo vital del VIH (Soto 2010).
1.4 Etapas de la Infeccion y transmision

La infeccion por VIH se clasifica en diversas etapas, identificadas por un conjunto de
sintomas e indicadores clinicos. (Chavez y Castillo 2013).

Etapa 1: infeccion aguda por VIH. La fase de la infeccion aguda por VIH inicia en el
momento del contagio. En un plazo de dias, el VIH infecta no sdélo las células expuestas
inicialmente sino también los ganglios linfaticos. Un porcentaje importante de personas que
contraen el virus son pacientes asintomaticos, aunque entre el 40% hasta el 80% de los casos de
contagio con VIH-1 presentan manifestaciones clinicas, tales como fiebre, malestares musculares,
inflamacién de los ganglios, sudoracidon nocturna, diarrea, nauseas y vomito. El cuadro de la
infeccién aguda por VIH aparece entre dos y seis semanas después de la exposicion al virus, y
desaparece unos pocos dias después. (Menéndez 1995; Chavez y Castillo 2013, Mercado y Del

Rosario 2014)

En esta fase, el VIH se reproduce rdpidamente y se propaga por todo el cuerpo. Durante la
fase aguda de la infeccidn, las pruebas tradicionales, pruebas serologias, siempre dardn negativo

porque no detectan directamente el VIH, sino los anticuerpos producidos como respuesta por el

6



sistema inmune, a los 10 a 20 dias aparece el antigeno p24 circulante, las pruebas de carga viral,
arrojaran como resultado una elevada cantidad de copias del VIH, lo cual aumenta
considerablemente su riesgo de transmisién (Chavez y Castillo 2013, Llano 2004, Mercado y Del

Rosario 2014)

Etapa 2: Infeccion Crénica (inactividad o latencia del VIH) infeccion asintomatica por
VIH. A medida que la infeccién aguda evoluciona a infeccion crdnica, el VIH todavia esta activo,
pero se multiplica mas lentamente y disminuyen las concentraciones del virus. Posteriormente, se
produce una interaccién entre el sistema inmunitario y la replicacién viral que conduce a un punto
de equilibrio entre la carga viral y el recuento de células CD4+, fendmeno conocido como latencia,
lo que usualmente ocurre luego de la seroconversion paralelo con la recuperacion del conteo de
CD4. Las personas pueden no tener ningln sintoma o enfermarse durante este tiempo. Para las
personas que no toman medicamentos para tratar el VIH, este periodo puede durar una década o
mas, pero algunos pueden progresar mas rdpido en esta etapa. La causa de esto es que, mientras
el virus sigue reproduciéndose de manera constante y aumenta la carga viral en su anfitridn,
disminuye también la capacidad de recuperacion del sistema inmune. Las personas que toman
medicamentos para tratar el VIH pueden estar en esta etapa durante varias décadas. Al final de
esta fase, la carga viral de una persona comienza a subir y el recuento de células CD4 comienza a

disminuir. (Chavez y Castillo 2013)

Etapa 3: sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) es la fase mas severa de la
infeccidn del VIH, se produce un incremento de la actividad replicativa del virus, igualdandose la
carga viral circulante y la de los drganos linfoides y generdndose una disminucién de los linfocitos

T CD4 circulantes en sangre periférica. (Llano 2004)

Sin tratamiento, las personas con SIDA generalmente sobreviven alrededor de 3 afos. Las
personas son diagnosticadas con SIDA cuando su recuento de células CD4 cae por debajo de 200

células/mm o si desarrollan ciertas enfermedades oportunistas. (Cordeiro y Taroco 2006)



En el curso de la infeccion temprana por VIH, la carga viral se incrementa agudamente
durante las primeras semanas hasta un pico, bajando rapidamente en semanas o meses a un
estadio estable o “nivel de equilibrio”, lo que usualmente ocurre luego de la seroconversién
paralelo con la recuperacién del conteo de CD4; a partir del cual la carga viral en plasma se
mantiene estable por un periodo relativamente largo hasta la progresion de SIDA. Se piensa que el
“nivel de equilibrio” es el resultado de la tasa de replicacion del VIH y la respuesta inmunoldgica

del huésped. (Fig. 4) (Mercado y Del Rosario 2014)
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Figura 4. Curso tipico de la infeccién por VIH. En azul, evolucidn del recuento de linfocitos T

CD4+. En rojo, evolucién de la carga viral. (Mercado y Del Rosario 2014)

Clasificacion de la infeccion por VIH (Menéndez 1995; Llano 2004)
A partir de 1993 el CDC ha propuesto un nuevo sistema de clasificacion, esta incluye como
casos de SIDA a todos los pacientes con niveles de células CD4+ inferiores a 200/mm?3 (A3 B; Cs)

aungue no tengan manifestaciones clinicas indicadoras de SIDA. (Tabla 1)
o Categoria A: pacientes con infeccidn primaria o asintomatica.

o Categoria B: pacientes que presentan o hayan presentado sintomas que no

pertenecen a la categoria C, pero que estdn relacionados con la infeccién de VIH.

. Categoria C: pacientes que presentan o hayan presentado algunas complicaciones
incluidas en la definicion de sida de 1987 de la OMS: Infecciones oportunistas, bronquitis y

neumonia, Procesos neoplasicos.



Tabla 1. Clasificacion de la infeccién por VIH propuesta por el CDC en 1993. (Menéndez 1995)

Linfocitos CD4+ | A B C
Infeccién aguda, | Infeccién Condiciones
asintomatica. sintomatica no indicadoras de

A ni C. SIDA.

>500 cel./ml Al B1 C1

200-499 cel./ml | A2 B2 c1

<199 cel./ml A3 B3 C2

Sida

1.5 Transmision vertical del VIH

El VIH se puede transmitir a través del intercambio de una variedad de fluidos corporales de
personas infectadas, como la sangre, la leche materna, el semen y las secreciones vaginales. .
(Ospina 2006). El VIH se puede transmitir por via sexual, via sanguinea, o via materna, conocia

como transmisién perinatal o vertical.

La Transmision Vertical constituye la principal via por la cual los nifios contraen VIH, puede

ocurrir:

La Transmisién in utero, durante el embarazo, se ha identificado VIH en el tejido fetal a la

octava semana de gestacion, y es responsable del 10% al 25% de los casos.

La Transmisidn intraparto, durante el parto, representa entre 40 y 80% de los casos y es
causada por el contacto fetal con la sangre y el liquido amnidtico, a través del canal del parto por
ascenso del virus a través de la vagina, absorcién del virus a través del tracto digestivo o micro

transfusiones sanguineas.

La Transmision postparto, donde la lactancia materna es el mecanismo de transmision en
14% a 30% de los casos, Cuanto mayor sea el tiempo de amamantamiento mayor es el riesgo.

(Cortes y otros 2006).



La transmisidn vertical del VIH ha representado una proporcion importante de la
mortalidad en menores de cinco afios y, en muchos paises, el SIDA es causa de entre un 30% y un

50% de las muertes infantiles. (The european collaborative study 1988, Torres y otros 2010)

El principal factor de riesgo para la TV del VIH es la carga viral plasmatica en la madre >
1.000 copias/ml. Otros factores que aumentan el riesgo son la ausencia de tratamiento
antirretroviral, el parto pre término, los CD4 < 200 células/pL, la no realizacion de cesarea electiva
y la ausencia de tratamiento con Zidovudina en el parto y en el recién nacido. (The european

collaborative study 2008)

Sin intervenciones especificas para reducir el riesgo de transmisién, las tasas estimadas de
transmisién materno infantil o vertical varian del 14% al 25% en Europa y América y un 42% en
Africa, otros autores estiman una tasa promedio de transmisién vertical del 24%. Cortes y otros

2006, D Angelo y col 2007, Torres y otros 2010, Newell ML 2004, Medicina fetal Barcelona 2017).

Desde la publicacion, en 1994, de los resultados del denominado protocolo ACTG 076
(EE.UU.) que demostré una reduccién de un 67,5% de la transmisién vertical de la infeccién por
VIH mediante el tratamiento con zidovudina (AZT) durante la gestacién, se han ido introduciendo
diferentes recomendaciones sobre el uso de antirretrovirales durante el embarazo y otras
intervenciones preventivas para la reduccion de la TV del VIH hasta un 1-2%, estas
recomendaciones incluyen el uso de tratamiento antirretroviral de gran actividad (TARGA), que
consigue reducir la carga viral a valores indetectables, la supresion de la lactancia materna y la
cesarea electiva, entre otras practicas, lo queaumenta la sobrevida de las mujeres con infeccidn
con VIH, permitiendo un nimero cada vez mayor de embarazos planificados y bien controlados en

esta poblaciéon. (Ramos y otros 2003, Mas y otros 2013)

1.6 Técnicas de Diagndstico para VIH disponibles

El diagndstico de la infeccidn por el VIH se establece al aislar el virus en cultivo, detectar el
antigeno P24, medir la respuesta de anticuerpos o detectar su acido nucleico. Actualmente se
disponen de diferentes tipos de pruebas en varios formatos, en general, con muy buena

sensibilidad y especificidad. (Fiaron 2005; Ospina 2006)

En el curso de la infeccidn se pueden utilizar varios marcadores viricos para identificar la

infeccidn y monitorizar su tratamiento.
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En el momento en que el virus entra en el cuerpo, empieza a multiplicarse, apareciendo
grandes cantidades del mismo en sangre. Esta es la caracteristica que permite detectar la infeccién
en este momento, el primer marcador que aparece la carga viral, cuantificacién de niumero de
copias de ARN de los virus presentes en plasma, se puede detectar por técnicas de amplificaciéon
aproximadamente a las dos semanas de la infeccion, generalmente a los 10-12 dias. Practicamente

al mismo tiempo se puede detectar el ADN proviral (Garcia y col 2010)

El antigeno p24 aparece en suero a los 11-13 dias, Es una prueba altamente especifica, pero
su sensibilidad no es dptima, presentando falsos negativos; limitdndose su uso al diagnéstico
precoz, cuando hay signos clinicos de primo infeccion o presuncion de exposicidén, su
concentracién permanece alta y detectable en sangre aproximadamente por un mes y medio
después de la infeccién. Los niveles del antigeno p24 disminuyen a medida que el organismo va
produciendo anticuerpos y ya no vuelven a aumentar hasta que la enfermedad se encuentra en

una fase muy avanzada (Garcia y col 2010; Alvarez 2017)

El intervalo de tiempo que existe entre la infeccién y la aparicién de anticuerpos o
seroconversion, se conoce como periodo ventana, y se caracteriza por presencia de ADN proviral,
ARN-VIH, antigeno p24 y ausencia de anticuerpos especificos. La produccién de anticuerpos
contra el VIH ocurre después de un periodo inicial de intensa replicacién viral, con altos niveles
de ARN y antigeno P24; se asume que, como en todas las infecciones virales, primero aparece

la inmunoglobulina M vy, luego, la G. (Ospina 2006; Alvarez 2017)

El estadio de la enfermedad y su prognosis o el efecto de una terapia antiviral con
antirretrovirales se mide bien con una combinaciéon de dos pardmetros: Poblacién de linfocitos T
CD4/ml: Se determina mediante citometria de flujo y Cuantificacién de la carga viral (copias/ml),

mediante PCR cuantitativa. (Cordeiroy Taroco 2006)

El diagndstico de infeccidn se realiza detectando la presencia de anticuerpos especificos.
Las pruebas para deteccidn de anticuerpos contra el VIH se dividen en: pruebas de tamizaje o
presuntivas, las cuales poseen una alta sensibilidad y buena especificidad, y las pruebas
confirmatorias, cuya caracteristica es la alta especificidad. La muestra que se utiliza para la
deteccidn de anticuerpos es de suero o plasma, aunque se dispone de pruebas que utilizan

hisopado de mucosa gingival o yugal (saliva), orina o secreciones vaginales. (Ospina 2006)
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Pruebas de tamizaje

Prueba de Elisa. En la infeccidn temprana existe un corto periodo en el que hay presencia
del antigeno p24 del VIH-1 en ausencia de anticuerpos contra el mismo. Este antigeno puede
detectarse por técnicas de ELISA (Enzimoinmunoanadlisis de adsorcion). La positividad de la
prueba de antigeno p24 se detecta en un tiempo estimado de 26,4 dias. (Maroto 2000; Ospina
2006).

Se puede clasificar de la siguiente manera, segln su generacion: de primera generacion,
gue usan lisados virales como antigeno y que se acompafian de alta frecuencia de falsos positivos;
pruebas de segunda generacién, que usan proteinas recombinantes del VIH, péptidos sintéticos
o ambos como antigenos; pruebas de tercera generacidn, que usan péptido/proteina
recombinantes; y pruebas de cuarta generacion, que se basan en la deteccidon simultanea de
anticuerpos y complejos inmunes antigeno P24/anticuerpo y tienen una alta sensibilidad y

especificidad (Ospina 2006)

Se caracterizan por una alta sensibilidad, cercana al 100%, y una buena especificidad (99,5%
Y 99,9%). La especificidad depende de la calidad del antigeno que contiene la prueba, que es el
componente que define su generacién hoy en dia sélo son aceptables los ELISA de tercera y cuarta

generacion. (Garcia y col 2010; Alvarez 2017)

Pruebas confirmatorias: estas pruebas estdn orientadas a confirmar la presencia de la
infeccidon por el VIH en un paciente con una prueba presuntiva. Se basan en la deteccién de

anticuerpos contra el virus o sus componentes.

Western Blot es la técnica mas ampliamente utilizada y consiste en que las proteinas
constitutivas del virus se separan dependiendo de su peso molecular por electroforesis y, luego, se
transfieren a un papel de nitrocelulosa. Estas proteinas fijadas son expuestas al suero del
paciente, en el cual los anticuerpos especificos se unen a las proteinas presentes dando un patrén
de bandas, cuya interpretacién depende del criterio que se adopte en el laboratorio de acuerdo
con lo definido por organismos internacionales. El resultado de la prueba de Western Blot se
informa como negativo cuando hay ausencia total de bandas; El resultado indeterminado puede
deberse a un periodo inicial de seroconversién o a un falso positivo, sobre todo cuando se trata de
una sola banda, usualmente la p24. (Ortiz y Eiros 2000; Ospina 2006; Pacheco y Monzon 2001)

Inmunofluorescencia indirecta (IFl) se utiliza ampliamente como prueba confirmatoria para

la infeccién por el VIH-1 y lo siguen haciendo laboratorios con amplia experiencia con la prueba
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(Ortiz y Eiros 2000). Se basa en el uso de células infectadas que son fijadas a un portaobjetos,
utilizando como control células no infectadas del mismo origen. El suero problema es incubado
para reaccionar con los antigenos presentes en las células infectadas y su presencia se demuestra
por medio de un antisuero anti IgG humano marcado con un fluorocromo. La lectura de resultado
se realiza con un microscopio de fluorescencia. La IFl es una técnica rapida, econdmica y fiable, su
mayor limitacién estd en la subjetividad de interpretacion de la lectura de la [dmina. (Pacheco y

Monzon 2001)

Adicional existen diferentes pruebas para detectar el acido ribonucleico (ARN) del virus,
tales como la amplificacién basada en la secuencia de acido nucleico (NASBA, LCx), y el ADN
ramificado (bDNA), la amplificacién por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, PCR

Multiple, PCR mester, RT-PCR, PCR en tiempo real). (Ameli y col 2013)

1.7 La PCR en el diagnéstico de VIH

En los casos en que las pruebas de anticuerpos pueden ser insuficientes para determinar si
un paciente estd infectado o en etapa de infeccidn por VIH muy tempranas, es necesario para
llevar a cabo PCR, un método de amplificacién de acido nucleico que permite la deteccion de ADN
viral integrado en el ADN gendmico de la célula huésped. La PCR también es particularmente util
en la prueba de bebés de madres VIH-positivas; estos bebés pueden portar anticuerpos maternos

hasta los 18 meses de edad. (Fearon 2005; Ospina 2006; Kairiyama y col 2007, Basualdo col 2014)

La PCR también se puede utilizar de forma cuantitativa para medir la carga proviral en
muestras de ADN o cantidad de ARN de VIH en muestras de sangre o suero. La viremia plasmatica
o carga viral del VIH se define como el nimero de copias de ARN del virus que se encuentra
presentes en plasma. Los resultados se notifican como el nimero de copias de ARN del VIH por
milimetro de sangre. Las pruebas de la carga viral se emplean para diagnosticar la infeccion aguda
por el VIH, guiar las posibilidades de seleccién del tratamiento y vigilar la respuesta al tratamiento

antirretroviral (TAR). (Mufioz 1998; Fearon 2005; Garcia y col 2010)

La PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) se basa en la fabricacién de nuevas cadenas
de ADN simple a partir del original mediante enzimas especificas denominadas ADN polimerasas.

Estas enzimas tienen la propiedad de realizar copias del ADN original a partir de una cadena simple
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de ADN siempre que tenga un iniciador. Los ciclos de desnaturalizacién y fabricacién (replicacién)
consecutivos dan lugar a miles de copias del ADN original delimitado por los iniciadores (Rubio y

col 2011).

Para que la PCR tenga lugar, los componentes bdsicos e indispensables de la misma son:
ADN molde que se desea amplificar, ADN polimerasa, cebadores de secuencia especifica,
nucledtidos para la sintesis de nuevo ADN y tampdn, reaccién que ocurre en un termociclador

(Sambrook y Russell 2001).

Los protocolos bdsicos de PCR constan de los siguientes pasos: el primer paso es una
Desnaturalizaciéon térmica del ADN que se va a usar como molde, hasta lograr la separaciéon de las
dos cadenas que constituyen el ADN. En el segundo ocurre la hibridacién de las cadenas
desnaturalizadas del ADN blanco con los denominados cebadores o iniciadores (ADN sintético de
hebra sencilla), a una temperatura que facilita el apareamiento de las bases nitrogenadas. Por
ultimo, se da la reaccién de extensién, por parte de la ADN polimerasa que copia el ADN entre las
secuencias correspondientes a los oligonucledtidos iniciadores. Este proceso de tres pasos es
entonces repetido un nimero determinado de veces (25-35), duplicindose cada vez el nimero de

moléculas de producto. (fig. 5). (Torresy Baca, 1995; Méndez y Pérez 2004)

Esta amplificacién exponencial tiene como resultado un gran nimero de copias de la
secuencia de ADN flanqueada por el par de oligonucledtidos. De esta manera, la reaccién permite
obtener una gran sensibilidad al detectar muy bajas cantidades de ADN molde y especificidad al
detectar Unicamente la secuencia de 4cido nucleico para la que han sido disefiados los cebadores.

(Méndez y Pérez 2004).
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Figura 5. Representacidon esquematica de los distintos pasos de una reaccién de

PCR. (Méndez y Pérez 2004).

La PCR multiple es una variante de la PCR tradicional (PCR punto final) en la que se
amplifican distintos fragmentos de ADN diana simultdneamente (como si se realizaran muchas
reacciones en cadena de la polimerasa individuales en una misma reaccién), mediante el uso de

multiples pares de cebadores en una mezcla de reaccion. (Méndez y Pérez 2004, Rubio y col 2011).

La PCR Multiple fue descrita por primera vez en 1988 por Chamberlain, Gibbs, Ranier,
Nguyen y Caskey como un método para detectar deleciones en el gen de la distrofina, causa de la
Distrofia Muscular de Duchenne. En 1990, Ballabio, Ranier, Chamberlain, Zollo, and Caskey la
usaron como método de screening para encontrar deleciones en el gen del esteroide sulfatasa
(STS). En 2008, La PCR Muiltiple fue utilizada para el analisis de micro satélites y SNPs, entre

muchas otras areas. (Markoulatos 2002)

Los ensayos de PCR multiplex son técnicamente mds exigentes en comparacion con los
protocolos convencionales de PCR monoplex. La especificidad, el rendimiento y la fidelidad de la

PCR se encuentran directamente influenciada por los diversos componentes que integran la
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técnica, como la concentracidn de magnesio, la concentracién de ADN polimerasa, la calidad del
ADN molde y el programa de amplificacién, asi como también es importante un buen disefio de los

cebadores. (Méndez y Pérez 2004; Rubio y col 2011; Bolivar y col 2014)

En la PCR multiple anidada se realizan dos PCR consecutivas, en la primera se utilizan un par
de cebadores llamados externos; en la segunda se usan cebadores complementarios a secuencias
de ADN contenidas en los fragmentos que se amplificaron en la primera PCR (cebadores internos)
que flanquean una regién central que es la que queremos amplificar. La idea que persigue esta
técnica es que los productos de la primera amplificacion son un molde ideal para la segunda

amplificacion, mucho mejor que el ADN genémico original.

La ventaja de esta PCR es que se obtiene la informacidn de varios loci en una sola reaccién,
utilizando menor cantidad de molde para el andlisis y menor cantidad de reactivos. La PCR
Muiltiple tiene el potencial de ahorrar considerablemente tiempo y esfuerzo en el laboratorio, sin

comprometer la utilidad del experimento. (Elnifro y col 2000)

La eficacia de las pruebas de PCR, como cualquier método de diagndstico, se determina a
través de dos parametros: Sensibilidad y Especificidad, parametros importantes para cuantificar la

capacidad de diagnéstico de la prueba. (Altman y Bland 1994)

La Sensibilidad determina la capacidad de la prueba para detectar la infeccidén en sujetos
enfermos y se representa como el porcentaje de resultados positivos en pacientes infectados
(Donis 2012; Alvarez 2017), es decir, estima la proporcién de verdaderos positivos que se

identifican correctamente mediante la prueba. (Altman y Bland 1994)

Por otro lado, la Especificidad indica la capacidad de una prueba para identificar aquellos
que no tienen la enfermedad, y es igual al nimero de sujetos que resultan negativos a la pruebay
gue no tienen la enfermedad, dividido entre el nimero de personas que no tienen la enfermedad
0 estan sanos (Donis 2012; Alvarez 2017), en otras palabras, da idea de la capacidad de una

prueba para detectar correctamente individuos sanos.
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1.8 Importancia de la PCR en el diagnéstico de VIH

Las ventajas que aporta la PCR como método de diagndstico para VIH hacen que este

método sea utilizado de forma rutinaria:

- En el diagndstico de personas que se sospechan pueden estar infectadas y requieren de
atencion, deteccidon directa del virus integrado (ADN proviral), a partir del ADN de células
mononucleares de sangre periférica de personas infectadas y durante el periodo de ventana

(antes de la generacién de anticuerpos especificos para el VIH). (Ameli y col 2013)

- Resolver el estatus de infeccion de individuos con prueba de Western Blot indeterminado.

- Diferenciacion de la infeccion entre VIH-1y VIH-2.

- En la sequridad de transfusiones, productos hemoderivados y donaciones de drganos,
donde son examinadas las muestras para detectar VIH mediante pruebas de PCR y descartar asi
infecciones recientes, que no serian detectables por pruebas de anticuerpos debido a su mayor
periodo de ventana. (Cordeiro y Taroco 2006)

- En el prondstico y prevencion de la enfermedad: |la medida de la carga viral puede predecir
cuanto tiempo una persona se mantendra saludable, ya que cuanto mayor es la carga viral, la
enfermedad progresa mas rapido y mayor es el riesgo de transmitir el VIH. (Cordeiro y Taroco
2006)

- En la evaluacion de la eficacia del tratamiento antirretroviral en personas VIH positivas.
(Cordeiro y Taroco 2006)

- En la aplicacion de programas de vigilancia seroldgica de esta infeccion (estudios de
incidencia y prevalencia, tendencias en grupos poblacionales, etc.) o en programas de

investigacion clinica, farmacoldgica, viroldgica e inmunolégica (Cordeiro y Taroco 2006)

Principalmente en:

En el diagndstico de bebés nacidos de madres VIH positivas, debido a que su sangre
conserva anticuerpos maternos (l1gG) adquiridos tras placentariamente hasta los 18 meses de edad
lo que interferiria con pruebas basadas en anticuerpo. La PCR presenta una alta sensibilidad en la

deteccion de secuencias de ADN proviral con una especificidad del 30-50% en las primeras
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semanas de vida y entre el 95-100% en los nifios mayores de 1 mes (Rivera y Murillo 2003, D

Angelo y col 2007

El objetivo de este proyecto es el de estandarizar una PCR multiple anidada como método
de optimizacién en el diagndstico y seguimiento de la infeccién del VIH en el recién nacido, la
importancia de un diagndstico precoz reside en la posibilidad de iniciar un tratamiento
temprano antes de que aparezcan complicaciones derivadas de la infecciéon y mejorar asi la calidad
y esperanza de vida del paciente. Esperando obtener con esta metodologia desarrollada una alta
sensibilidad y especificidad, que sea rdpida y confiable para su aplicacion en el diagndstico clinico
lo que permitird optimizar los protocolos de deteccién del VIH-1, principalmente para pacientes

menores de 18 meses de edad.
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3. ANTECEDENTES

La PCR ha revolucionado el campo del diagndstico de las enfermedades infecciosas. El hecho
de estandarizar y optimizar aplicaciones individuales de la PCR ha permitido desarrollar variantes
del método. Para superar la desventaja inherente del alto costo y para mejorar la capacidad
diagndstica de la prueba, se ha desarrollado la PCR Multiple, reacciones que consiguen detectar de
forma simultdnea y en un Unico tubo diferentes secuencias diana, permitiendo la deteccién e
identificacion simultanea de distintos genes de interés. Los esfuerzos para mejorar la sensibilidad y
especificidad, y para facilitar la automatizacion del proceso han dado lugar a numerosas
publicaciones relacionadas a la aplicacién de la PCR Mdiltiple en el diagndstico de agentes

infecciosos virales. (Markoulatos 2002; Méndez y Pérez 2004; Bolivar y col 2014)

Albert J y Fenyo E en 1990, en su estudio titulado “Simple, sensitive, and specific detection
of human immunodeficiency virus type 1 in clinical specimens by polymerase chain reaction with
nested primers” el principal objetivo de los autores fue desarrollar y evaluar un protocolo de PCR
simple, especifico y sensible para la deteccién de VIH-1 en muestras clinicas. Como resultados
obtuvieron que el VIH-1 se pueda detectar en el 100% de los lisados de células de individuos
infectados mediante PCR con cebadores anidados y visualizacion simple en geles de agarosa. La
amplificacion de la PCR fue en dos pasos, primero con cebadores externos y luego con cebadores
internos anidados dentro del primeros cebadores, disefiados para amplificar Gag y la region Env
del VIH-1. Estos autores afirman que una amplificacién de dos pasos, aumenta la especificidad de

la PCR.

Zazzi M y otros en 1992, en su estudio “Simultaneous Amplification of Multiple HIV-1 DNA
Sequences from Clinical Specimens by Using Nested-Primer Polymerase” desarrollaron un
protocolo sensible y especifico de PCR con cebadores anidados para la amplificacién simultanea de
tres secuencias de ADN de VIH-1 de muestras clinicas. Las muestras de ADN se amplificaron
primero con los pares de cebadores externos gag, pol y Env, y luego con los tres pares de
cebadores internos correspondientes en la misma reaccién de dos pasos. Una prueba de PCR
multiple anidada fue suficiente para detectar el ADN del VIH-1 en todos los 80 individuos
seropositivos al VIH-1 y ninguno de los 50 donantes de sangre sanos seronegativos del VIH-1.
Concluyeron que el procedimiento de PCR multiple anidada proporciona un medio atractivo para

la deteccidn directa simple, rapida y rentable del ADN del VIH-1 en muestras de pacientes.
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Aulicino y otros en el 2006, en su trabajo “genetic diversity in Argentina and early
diagnosis of perinatal infection” desarrollaron una PCR multiple anidada artesanal (nPCR), usada
para el diagndstico temprano de la infeccidon por HIV-1 en nifios expuestos por via perinatal en
Argentina. En la nPCR Mdltiple desarrollada por los autores amplificaron fragmentos de las
regiones gag y env del HIV-1 junto con un control interno de B-actina. La nPCR se utilizd para el
diagndstico de infeccién en 1316 nifios en un periodo de 7 afios, donde obtuvieron una
especificidad de 100% y una sensibilidad de 99.2%, con sélo 2 falsos negativos. Concluyeron que la
deteccién del ADN proviral del VIH-1 por medio de una PCR anidada multiple demostrd ser una

herramienta muy valiosa para el diagndstico de la infeccién por VIH-1 en poblacién pediatrica.

Kairiyama y otros en el 2007 en su estudio titulado “Deteccién de VIH proviral por nested-
PCR utilizando metodologia casera (in house)”, estos autores desarrollaron una metodologia de
PCR anidada cualitativa in house como un método de deteccién de VIH proviral como ayuda
diagndstica para infeccion por VIH neonatal, para ello estudiaron treinta pacientes con serologia
positiva VIH, amplificaron por PCR anidad dos regiones especificas del gen gag del VIH, y
obtuvieron como resultados en las treinta muestras la amplificacidn exitosa de las dos regiones del
gen gag VIH, concluyeron que esta metodologia tiene un alta sensibilidad, es rapida y confiable, lo
gue la hace apta para su aplicacién en diagndstico pediatrico a un costo accesible para
instituciones publicas, lo que permite mejorar el diagndstico clinico en aquellos casos en que los

métodos seroldgicos son inaplicables.

D Angelo y otros en 2007 en su estudio "deteccion del virus de inmunodeficiencia humana
tipo 1 mediante la PCR, en neonatos de madres seropositivas” , Los objetivos de este trabajo
fueron la deteccién del ADN proviral del VIH-1 mediante la técnica de PCR en neonatos de madres
seropositivas al VIH-1, la amplificacién del material genético de cada muestra se efectudé por dos
ensayos de PCR a dos rondas, utilizando iniciadores conservados de los genes Env y Gag del VIH-1,
corroboraron la utilidad de la PCR como herramienta molecular en el diagndstico oportuno de
infeccidn perinatal por el VIH-1. Sefialaron que el uso simultaneo de iniciadores de la region de Env

y Gag del VIH-1, aumenta la posibilidad de detectar la infeccién del VIH en forma temprana.

Castro y otros en el 2015, en su estudio “Implementacion del ensayo de carga viral COBAS
Tagman HIV-1 Test, v1.0 para el diagndstico de la infeccion congénita por HIV-1.” el objetivo de
este trabajo fue evaluar el desempefio del ensayo de carga viral (CV) COBAS Tagman HIV-1 Test,

v1.0 (Roche), y su concordancia con una PCR multiple anidada in-house, para la deteccion del ADN
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proviral, afirman que el diagndstico de infeccidon congénita por HIV que se realiza en la actualidad
por técnicas in-house que detectan el ADN proviral, el riesgo de falsos negativos se minimiza
utilizando oligonucleétidos que permiten amplificar diferentes regiones del genoma viral, lo cual
aumenta la sensibilidad de la técnica en las muestras tempranas ya que la sensibilidad de los
métodos virolégicos de deteccién de acidos nucleicos es menor del 50% durante las primeras

semanas de vida.

Assih y otros en el 2016 en su estudio “Molecular diagnosis of the human
immunodeficiency, Hepatitis B and C viruses among blood donors in Lomé (Togo) by muiiltiple
real time PCR” tuvo como objetivo evaluar la eficacia de una PCR multiple en tiempo real para
diagnosticar simultdneamente los tres principales virus de infeccién por VHB, VHC y VIH.
Compararon la sensibilidad y la especificidad de la PCR multiple con el ELISA. Concluyeron que la
PCR multiple es una prueba de diagndstico directo que se dirige a los acidos nucleidos de estos
virus, mientras que ELISA es una prueba seroldgica dirigida a antigenos o anticuerpos. Por lo tanto,
durante las ventanas serolégicas ELISA puede dar resultados falsos negativos. La importancia del
kit multiple PCR probado en este estudio es su capacidad para diagnosticar los tres virus junto, la
PCR muiltiple es una técnica mas rapida y simple que ELISA. Los datos también mostraron que la
PCR multiple era mas sensible en la deteccidn del VHB. La sensibilidad de ELISA para la deteccidn
de VHC y VIH fue mas elevada en comparaciéon con la PCR multiple. La PCR multiple fue mas

especifica que el ELISA para la deteccién del VHC y el VIH.

Los métodos moleculares como el diagndstico gendmico viral utilizando técnicas
moleculares como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real, aplicadas a la
deteccion y cuantificacién de genomas virales, son mds sensibles y no exponen a falsos positivos

asociados con la enfermedad y/o contaminacion (Assih y col 2016).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Estandarizar una técnica de PCR multiple anidada, utilizando iniciadores altamente
conservados de las regiones genéticas de Gag y la regidn Env, para el diagndstico de VIH-1 a partir

de ADN proviral, en pacientes referidos al Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”.

3.2 Objetivos especificos

v’ Realizar la estandarizacion de la PCR multiple anidada para la deteccién VIH a partir de
ADN proviral.

v Determinar la sensibilidad Y especificidad analitica de la PCR multiple anidada para la
deteccion del VIH-1 a partir de ADN proviral.

v Determinar sensibilidad y especificidad diagnostica de la PCR multiple anidada para la
deteccion del VIH-1 a partir de ADN proviral.

v Realizar el analisis estadistico de los resultados.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Muestras bioldgicas.

Poblacion a estudiar. Para la estandarizacion de la PCR multiple anidada se analizaron 60
muestras sanguineas de nifios, entre edades comprendidas de 15 dias a 24 meses, referidos al
Instituto de Higiene “Rafael Rangel” (INHRR). Todas las muestras se colectaron de manera estéril
con EDTA, las cuales se le extrajo la capa de células blancas (Buffy Coat) para su posterior
extraccién del ADN proviral mediante kit comercial.

Adicionalmente se emplearon 15 muestras de pacientes infectados con VHB, VHC o
CMV para evaluar la especificidad analitica del ensayo.

Se recolecto la informacién referente a la historia clinica de cada paciente, tales como:
edad, tratamiento antirretroviral, tipo de alimentacién, tipo de parto, signos, sintomas y otros
datos importancia clinica.

4.2 Extraccion de ADN proviral.

Para la extraccion del Buffy Coat (fraccién enriquecida en leucocitos a partir de sangre total)
se realiza por centrifugacion de la sangre a 2500 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Después de la centrifugacién, se observaran 3 fracciones. La fraccidon superior es el plasma; la
intermedia es el Buffy Coat que contiene los leucocitos concentrados; y la fraccion inferior

contiene los eritrocitos.

Para la extraccion de ADN proviral se emplearon columnas de silica gel, del estuche

comercial QlIAamp DNA Blood Mini Kit siguiendo las instrucciones del fabricante:

1. Se transfieren 20 pL de la solucién stock de Proteinasas K a un tubo de eppendorf de 1,5
mL que contiene 200 uL de muestra.

2. se anaden 200 plL de buffer AL (Tampodn de lisis), se mezcla 15 segundos en vortex. El
lisado se volvera marrén durante la incubacién. Se incuba a 56°C por 10 min.

3. Seguidamente se afiaden 200 plL de etanol 96%, se mezcla por vortex 15 segundos y se
centrifuga.

4. Se pasa la mezcla anterior por una columna de QlAamp sin mojar los bordes, se tapa bien
y se centrifuga a 6000g por 1 min, se coloca la columna en un tubo de lavado de 2 mL
limpio y se desecha el tubo contenedor del filtrado.

5. Se abre cuidadosamente la columna y se afiaden 500 uL de buffer Awl sin mojar los
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bordes, se centrifuga a 6000g por 1 min, posteriormente se coloca la columna en un tubo
de lavado de 2 mLy se descarta el que posee el filtrado.

6. Se abre la columna y se afiaden 500 plL de buffer Aw2 se centrifuga a 6000g por 1 min,
posteriormente se coloca la columna en un tubo de lavado de 2 mL y se descarta el que
posee el filtrado.

7. Se Centrifuga a 3 minutos a la maxima velocidad.

8. Se coloca la columna en un tubo eppendorf nuevo y se afiaden 200 uL de buffer AE, se
incuba a temperatura ambiente por 15 min, se centrifuga a 6000g por 1 min. El ADN se
almacenara -209C, hasta su posterior procesamiento.

La Concentracién y Pureza del ADN proviral extraido se determind por los métodos descritos
por Sambrook y Russell (2001). La concentracion y pureza del ADN se estimé en un
espectrofotémetro UV/Visible BioPhotometer Plus de Eppendorf, midiendo la absorbancia a 260
nm (A260) y 280 nm (A280).

4.3 Andlisis bioinformatico de los “primers” empleados en la identificacion de VIH-1

Se realizd un alineamiento de secuencias del iniciador de la regién Gag y Env del VIH-1
especificidad mediante BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) y PCR in sillico mediante el
programa Amplifx, el cual tiene como objetivo demostrar y confirmar el tamafio de un Unico
amplicén y 100% de especificidad sin interferencia con otras especies del género Lentivirus, y sin
interferencia con otros patégenos humanos como otros virus, bacterias, entre otros.

4.4 Estandarizacidn de la PCR multiple anidada para la deteccién de ADN proviral del VIH
1.

Para la amplificacidon del material genémico se efectué una PCR multiple a dos rondas (PCR
Multiple anidada), utilizando iniciadores altamente conservados de las regiones genéticas de Gag
y la regién Env del VIH-1. (D Angelo y col 2007, Zazzi 1992)

Para la amplificacion de la region genética Env, se emplearon en la primera ronda los
iniciadores (externos): E80 y E105 (Sanders-Buell y col 1995). Posteriormente, en la segunda ronda
los iniciadores (internos): E110 Y E125 (Sanders-Buell y col 1995) para definir una secuencia de

aproximadamente 337 pares de bases de una region altamente conservada del gen Env.

Para la amplificacion de la region Gag, se emplearon los iniciadores (externos) MZ13 y
MZ14 (Zazzi 1992) en la primera ronda de amplificacion y posteriormente los iniciadores (internos)

MZ8 Y MZ9 (Zazzi 1992) en la segunda ronda para definir una secuencia amplificada de
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aproximadamente 209pb. La secuencia de los iniciadores y el tamafio del producto amplificado

correspondiente se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Secuencia de los primers a utilizar, para las regiones Env y Gag del VIH, primera ronda y

segunda ronda.

Region Ronda Iniciadores Ubicacion Tamaiio del
amplicén
esperado (pb)

Env Primera E80: CCAATTCCCATACATTATTGTG 6858 a 6879 678
ronda E105: GCTTTTCCTACTTCCTGCCAC 7502 a 7522

Segunda E110: CTGTTAAATGGCAGTCTAGCAGAA 7002 a 7025 337
ronda E125: CAATTTCTGGGTCCCCTCCTGAGG 7315 a 7338

Gag Primera MZzZ13: TACATCAGGCCATATCACCT 1224 a3 1243 473
ronda MZ14: GAACCGGTCTACATAGTCTC 1677 a 1696

Segunda MZ8: GCATTATCAGAAGGAGCCAC 1316 a 1335 209
ronda MZ9: AGGGTACTAGTAGTTCCTGC 1505 a 1524

Para la elaboracidn inicial de la mezcla maestra de la PCR miltiple anidado a estandarizar,

se partié de la mezcla de reaccidn de la PCR convencional para la regién de Env, de acuerdo a las

especificaciones de la tabla 3. (D Angelo y col 2007).

Tabla 3. Mezcla de reaccion de PCR anidada para la amplificacién de la region Env.

Reactivo (primera Cantidad (uL) Reactivo (segunda Cantidad (uL)
ronda) ronda)

Buffer 10x 5puL Buffer 10x 5puL
MgCl2 (25 mM) 5 ul (2,5 mM) MgCl2 (25 mM) 5 pL (2,5 mM)
dNTPs (10 mM) 1 pL (200uM) dNTPs (2.5 mM) 1 pL (200uM)

cebadores: 1lpuLc/u cebadores: 1l c/u

Region Env. (E8O, (400nM) Region Env. (E110, (400nM)
E105) E125)
H20 31,75 L H20 34,75 pL
taq polimerasa (5 0,25 uL taq polimerasa (5 0,25 pL
U/uL) u/ut)
Extracto de ADN 5puL Extracto de ADN 2ul
Total 50 uL Total 50 uL

La amplificacién de los fragmentos fue llevada a cabo en un volumen de 50 uL para cada

ronda, el volumen de muestra o controles que se utilizaron para la primera ronda de amplificacidn

25




fue de 5 uL del extracto de ADN y para la segunda ronda 2 pL del producto amplificado obtenido

en la primera ronda de amplificacion.

Se empled un termociclador, cuya programacion se realizd inicialmente de acuerdo a las

condiciones de la PCR convencional para la amplificacién de la regién Env. (D Angelo y col 2007)

Tabla 4. Programa de amplificacion inicial de la PCR convencional para la amplificacién de la region

genética Env a dos rondas. (D Angelo y col 2007).

Primera ronda Segunda ronda
Paso Tiempo | Temp | Ciclos Tiempo Temp Ciclos
Desnaturalizacion 2 min 95°C 1 2 min 95°C 1
inicial
Desnaturalizacion 30seg 95¢C 35 30seg 952C 35
Hibridacion 30seg 552C 30seg 552C
Extension 1min 72°C 1min 72°C
Extension final 7min 72°C 1 7min 72°C 1

En cada reaccion de PCR multiple anidada, se amplificd un fragmento de ADN de 268 pb
del gen que codifica la beta-globina humana utilizando los cebadores PC04 5'-

CAACTTCATCCACGTTCACC-3', GH20; 5'-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3’.

Igualmente se incluyé como control positivo un extracto de ADN proviral proveniente de
un paciente positivo para el VIH (segun pruebas seroldgicas y andlisis confirmatorio por Western-

Blot), y agua grado biologia molecular como control negativo de reaccion.

4.5 Visualizacion de los productos amplificados por Electroforesis.

Los resultados de la amplificacién se comprobaron por medio de una electroforesis, para lo cual se
utilizé un gel de Agarosa preparado al 2% con un buffer TAE al 0,5% coloreado con bromuro de

etidio.

Para preparar el gel de agarosa al 2 % se pesdé en una balanza analitica 0,8-1,6 gr de
agarosa y se sirve en una fiola 40-80 mL de Buffer TAE 1X. Posteriormente la mezcla se calienta

hasta su punto de hervor, de manera que se homogenice. Se afiade 1 uL de Bromuro de Etidio
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(BrEt) en la fiola y se deja enfriar para servirlo en el molde de electroforesis. Una vez polimerizado,

se coloca en la cdmara sumergiéndolo en el buffer de corrida.

Se utiliza una solucion tamponada (buffer de carga) que se homogeneizara con la muestra
de ADN previo a su siembra en el gel de agarosa, con el objeto de que la mezcla sedimente en el
fondo del pocillo debido a su viscosidad y densidad. Se sirven 8-16 pL de cada producto de PCR

junto a 2-4 pL del buffer de carga en cada pocillo del gel.

Para la corrida electroforética se empled una camara de electroforesis submarina Hoefer
Mighty Slim Sx 250 power supply con fuente de poder. La corriente eléctrica se establece en 120 v
y la corrida se detuvo en el momento en el que el marcador (colorante) de menor peso se
aproxima a 2 cm del borde del gel.

Para la visualizacién los productos se observaron con el Transiluminador de Luz
Ultravioleta marca Uvitec. Con cada electroforesis se utilizé un marcador de peso molecular a fin
de poder comparar e inferir el resultado de una amplificaciéon dada. Los geles se fotografian bajo
luz UV, evidenciandose la fluorescencia del Bromuro de Etidio intercalado entre las bases del acido
nucleico. El tamafio de bandas esperadas para los pproductos de amplificacion regién Env del VIH-
1 es de 337pb, para la amplificacidén de la regiéon Gag de 209pb y una banda intermedia de 268pb

producto de la amplificacion de la beta-globina.

4. 6 Sensibilidad Analitica de la técnica de PCR multiple estandarizada.

Para establecer el limite de deteccidn o sensibilidad analitica de la prueba se realizaron
diluciones seriales (desde 1:1 hasta 1:500.000) a partir de las muestras extraidas de ADN proviral

de paciente VIH-1 positivo con carga viral conocida.

4.7 Especificidad Analitica de Técnica de PCR multiple estandarizada.

El parametro de especificidad analitica del ensayo, se evalud analizando la posible reacciéon
cruzada de muestras de pacientes positivos a otros virus. (Reyes y col 2015, Pool y col 2017). Para

esto se usaron 15 muestras de pacientes infectados con VHB, VHC o CMV.
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4.8 Analisis Estadisticos.

4.8.1 Sensibilidad y especificidad diagnostica de la Técnica de PCR Muiltiple

estandarizada.

El propdsito de esta investigacion es lograr la estandarizacién una técnica de PCR
multiple-anidado para ser utilizada como prueba diagndstica de eleccién a futuro; para alcanzar
este objetivo es necesario evaluar la utilidad de las pruebas de diagndstico, es decir, su capacidad
para detectar a una persona con enfermedad o excluir a una persona sin enfermedad, por medio
de varios parametros como, la sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo(VPP) y

valor predictivo negativo (VPN). (Altman y Bland 1994).

La sensibilidad y especificidad diagnostica del multiple PCR se evalué comparando los
resultados de datos obtenidos en las muestras analizadas en la PCR multiple anidada desarrollada,
con los resultados de la PCR que se realiza de rutina en el Laboratorio de Programas Especiales

Hepatitis y Sida del instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel” al que llamaremos Gold Estandar.

Para aplicar estos conceptos se realizd un test estandar de oro, donde se comparan los
resultados de un test diagnostico con los resultados de un test de rutina o convencional al que
llamaremos “prueba de oro (Gold estandar)”, con estos resultados se construye una tabla de

contingencia 2x2.
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Verdadero diagnostico (Gold estandar)

Resultado de la prueba Enfermo Sano Total
Positivo Verdaderos positivos Falsos positivos Pruebas
positivas (A+B)
(A) (B)
Negativo Falsos negativos Verdaderos negativos Pruebas

(€)

negativas (C+D
(D)

)

Total

Numero de pacientes
con enfermedad

(A+CQ)

Numero de pacientes | Total, de total

sin enfermedad

(B+D)

Tabla 5. Tabla de contingencia 2x2.

Las formulas de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo

negativo van expresadas por las formulas que se proporcionan en la tabla 6. También se calculd el

valor de concordancia mediante el estadistico kappa de Cohen. Todos los procedimientos

estadisticos se realizaron utilizando el programa Excel.

SENSIBILIDAD

(S) = A JA+C

VALOR PREDICTIVO POSITIVO

(VPP)=A/ (A +B)

Tabla 6. Formula de los

parametros.

ESPECIFICIDAD

(E)=D/ (B +D)

VALOR PREDICTIVO NEGATIVO

(VPN)=D/ (C+D)
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4.8.2 Analisis estadistico de los factores de transmision materno infantil del VIH-1

presentados en la poblacion analizada por la PCR multiple VIH-1 estandarizada.

Se analizaron los resultados colectados de los factores de transmision materno infantil
del VIH-1 presentados en la poblacidn tipo de parto, tipo de alimentacién que recibié él bebe, y si
la madre recibié terapia antirretroviral, para determinar si existe una relacidn entre estas
caracteristicas y los resultados obtenidos en la PCR Multiple estandarizada. Para establecer si hay
una correlacidn entre las variales, es decir si las variables son independientes o dependientes
entre si, se realizd una prueba de chi-cuadrado, donde se compara el valor p con el nivel de

significancia (denotado como a o alfa; a =0.05).

Hipdtesis que someteremos a prueba:

Valor p > a: las variables son independientes (Acepta HO)

Valor p < a: Las variables tienen una asociacion estadisticamente significativa (Rechazar HO) se

concluye que hay una asociacion estadisticamente significativa entre las variables.
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5. RESULTADOS
5.1 Poblacién a estudiar

Se analizaron 60 muestras de nifos en edades comprendidas entre 15 dias y 24 meses de
edad, donde 33 eran nifios (55%) que pertenecen al sexo masculino y 27 (45%) al sexo femenino.
De estas muestras 45/60 (75%) resultaron positivas para la amplificacion de material gendmico del

VIH-1y 15/59 (25%) resultaron negativos, como muestran los datos de la tabla 7.

Tabla 7: Poblacidn analizada por la PCR multiple estandarizada para la deteccién de VIH-1. (n=60)

Sexo PCR PCR TOTAL
Positivo | Negativo
Masculino 25 8 33 (55%)
Femenino 20 7 27 (45%)
Total 45 (75%) | 15(25%) | 60 (100%)

5.2 Analisis estadistico de los factores de transmision materno infantil del VIH-1

presentados en la poblacién analizada por la PCR multiple VIH-1 estandarizada.

En la tabla 8 se observan caracteristicas de los nifios analizados por la PCR multiple
estandarizada, donde tenemos el tipo de parto (vaginal o cesarea), si los nifios recibieron o no
lactancia materna, y por ultimo si la madre recibié o no terapia antirretroviral durante el

embarazo.

Para determinar si hay una correlacidon entre las variales, es decir si las variables son
independientes o dependientes entre si, se realiz6 una prueba de chi-cuadrado, donde se

compard el valor p con el nivel de significancia (denotado como a o alfa; a =0.05).

En relacién al tipo de parto, 37 de 60 nifios (62%) nacieron por parto vaginal de los cuales
31 de 37 (84%) estaban positivos por VIH-1, asi mismo, 23 de 60 nifios (38%) nacieron por cesarea,

donde 14 de 23 nifios (61%) nacidos por cesaria resultaron positivos por VIH-1. (Tabla 8)

Para determinar si existe una relacién estadistica entre el tipo de parto, y el resultado de la

prueba. Se plantearon las siguientes Hipétesis:
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HO: “El tipo de parto es independiente del resultado de la prueba”.
H1: “El tipo de parto depende el resultado de la prueba”.

Al realizar el estadistico encontramos que las diferencias son estadisticamente
significativas, ya que el valor de p= 0,0463 < a =0.05, por lo que se rechaza la hipdtesis nula. Lo

gue indica que hay una relacién entre el tipo de parto y el resultado del diagndstico.

En relacion al tipo de alimentacion se pudo documentar que 29 de 60 nifios (48%)
recibieron lactancia materna y 31 de 60 nifios (52%) no recibieron lactancia materna, es
importante resaltar que 28 de los 29 nifios (97%) que recibieron lactancia materna estaban
positivos por VIH-1; y 17 de 31 nifios (55%) que no recibieron lactancia materna eran positivos por
VIH-1; asi mismo 14 de 31 (45% ) nifios que no recibieron lactancia materna resultaron negativos

por VIH-1. (Tabla 8)

Para determinar si existe una relacidén entre el tipo de alimentacién que recibié el nifio, y

el y el resultado de la prueba. Se plantearon las siguientes Hipdtesis:

HO: “El tipo de alimentacion recibida es independiente del resultado de la prueba”.
H1: “El tipo de alimentacion depende el resultado de la prueba”.

Al realizar el estadistico encontramos que las diferencias son estadisticamente
significativas, ya que el valor de p=0,0002 < a =0.05, por lo que se rechaza la Hipdtesis nula. Lo que
indica que hay una relacion entre el tipo de alimentacidon que recibié el nifio y el resultado del

diagnéstico.

20 de 60 (33%) nifios analizados por PCR-multiple anidada estandarizada para VIH-1 sus
madres recibieron terapia antirretroviral (TAR) durante el embarazo, donde 9 de los 20 nifios
(45%) estaban positivos por VIH-1; 40 de 60 nifios (67%), sus madres no recibieron terapia
antirretroviral, donde 36 de los 40 nifios (90%) resultaron positivos para VIH-1. Asi mismo 11 de 20
nifios (55%) cuyas madres recibieron terapia antirretroviral (TAR) resultaron negativos por VIH-1.

(Tabla 8)

Para determinar si existe una relacidon entre que las madres recibieran TAR durante el

embarazo, y el resultado de la prueba. Se plantearon las siguientes hipotesis:

HO: “madres recibieron TAR durante el embarazo es independiente del resultado de la prueba”.

H1: “madres recibieron TAR durante el embarazo depende el resultado de la prueba”.
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Al realizar el estadistico el valor de p=0,0001 < a =0.05, por lo que se rechaza la hipdtesis

nula. Existen diferencias estadisticamente significativas, lo que indica que si hay una relacidn entre

las variables.

Tabla 8: Factores de transmisién materno infantil del VIH-1 presentados en la poblacién analizada

por la PCR multiple VIH-1 estandarizada.

Caracteristicas PCR Positivo | PCR Negativo TOTAL
Tipo de parto Vaginal 31/37 (84%) 6/37 (16%) 37 (62%)
Cesdrea 14/23 (61%) 9/23 (39%) 23 (38%)
Tipo de Alimentacién Recibié Lactancia 28/29 (97%) 1/29 (3%) 29 (48%)
materna
No recibié lactancia | 17/31 (55%) | 14/31(45%) | 31 (52%)
materna
Madre terapia Recibid 9/20 (45%) 11/20 (55%) | 20 (33%)
antirretroviral durante
No recibi6 36/40 (90%) | 4/40 (10%) | 40 (67%)
el embarazo
Total 45 (75%) 15 (25%) 60 (100%)

Se encontrd ADN proviral del VIH-1 en un 75% (45/60) de las muestras evaluadas, donde

35 pacientes tenian datos de carga viral, segin los datos clinicos recopilados; de los cuales el

82,85% (29/35) mostraron elevados niveles de carga viral, mayor a >100.000 copias/ml

(>5.0

log10) como muestran los datos de la tabla 9, el resto de los pacientes (10/45) no tenian datos de

carga viral.
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Tabla 9: Datos de Cargas virales recopiladas de los pacientes positivos a la PCR Multiple

estandarizada.

CARGAS VIRALES ALTAS 29 (83%)

>100.000 copias/ml

(5.0 log10)

CARGAS VIRALES INTERMEDIAS 5 (14%)

de 100.000 a 10.000 copias/mi
(5.0 log10-4.0 log10).

CARGAS VIRALES BAJAS 1(6%)
<10.000 copias/ml
Total 35 (100%)

5.3 Analisis bioinformatico de los “primers” empleados en la identificacion de VIH-1

La especificidad de los cebadores se verific6 mediante la realizacidon de la BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) de NCBI (https: //blast. ncbi.nm.nih.gov/Blast.cgi), para garantizar
que los oligonucleétidos-primers seleccionados amplificard la secuencia diana en la regién
conservada del gen seleccionado de interés y asegurarse que no haya interaccidén con otros

géneros o especies. Todos los oligonucleétidos empleados, produjeron un porcentaje de identidad

(identity) y de cobertura de la secuencia diana (query coverage) del 100%. (Figura 6)

Sequences producing significant alignments: ‘ T
Select: All None Selected0
1} Alignments o
Description égj:e J:;?E‘ ?;;Cg vaI\Eue Ildem I Accession
HIV-1 isolate QB850 632p B10 from Kenya envelope glycoprotein (env) gene, complete cds 441 441 100% 0.021 100% MK4123391
HIV-1 isolate QB850 72p C14_A1 from Kenya envelope glycoprotein (env) gene, complete cds 441 441 100% 0021 100% MK412338 1
HIV-1 isolate 122-3 from Cameroon envelope gly: tein (env) gene, partial cds 441 441 100% 0.021 100% MHSE327591
HIV-1 isolate 019-3 from Cameroan envelope gly: tein (env) gene, partial cds 441 441 100% 0021 100% MHE327581
HIV-1 isolate 237-2 from Cameroon envelope gly: tein (env) gene, partial cds 441 441 100% 0.021 100% MHSE327561
HIV-1 isolate 221-2 from Cameroon envelope gly: tein (env) gene, partial cds 441 441 100% 0021 100% MHE327541
HIV-1 isolate 060-2 from Cameroon envelope gly: tein (env) gene, partial cds 441 441 100% 0.021 100% MHSE327521
HIV-1 isolate 001-4 from Cameroan envelope gly: tein (env) gene, partial cds 441 441 100% 0021 100% MHE327511
ElDownload ~ GenBank Graphics ¥ Next 4 Descriptions

HIV-1 isolate QB850.632p.B10 from Kenya envelope glycoprotein (env) gene, complete cds

Sequence ID: MK412339.1 Length: 2565 Number of Matches: 1

Range 1: 640 to 661 GenBank Graphics
Score Expect Identities
44.1 bits(22) 0.021 22/22(100%)

Query 1 CCAATTCCCATACATTATTGTG 22

Sbjct 648 CCAATTCCCATACATTATTGTG 661

Gaps strand
0/22(0%) Plus/Plus

Figura 6: Blast de las secuencias correspondiente al primer E80 para la region Env.



Los iniciadores especificos se evaluaron mediante pruebas de PCR virtual o PCR in sillico
(Amplifx) para validar el tamafio del producto de amplificacién. Se ingresa la secuencia consenso
de VIH-1 (K03455.1 Human immunodeficiency virus type 1 (HXB2)) y los pares de primers para
cada regidn. La evaluacion in sillico para la regidon gag resulto en el producto de amplificacion de
pares de base esperado para los cebadores (209pb) (Figura 7a); la amplificacién in sillico para la

region Env mostro un producto de 337 pb. (Figura 7b).

- > ——— = hrplified fragment size: 473 nucl.
T TR e e

File Edit Primers PCR Window Help IEE“Q'!E:;Ed EImEﬂlll;IZMletEmrature: s2°C
orward primer:

. - Reverse primer: MZls
Region GAG Q-
Sequence | Primer list | Infos Primer: (1) 5" TACATCAGGCCATATCACCT 3' (20)
TR
[03455 1 VIF-1 Secuencis consenso 208 ssiected nuclestides (From: 1303 12 1517) E—— (1217) 5' TACATCAGGCCATATCACCT 3' (1236)

| e e YT NN (e R ereter s wwmw: CCA T TATCAGAAGEAGCCAC CCACRAGAT TTARACACCATGCTARACACAGTGEGEEEACATCD

AAGCAGCCATGCARATGTTARARGAGACCATCARTGAGGAAGCTGCAGAATCEEATACAGTGCATCCAGTGCATGCARGGCCTAT TGCACCAGGCCAL , |

e e T e e E o e e N oiu ol eeaal CAGGAACARATAGGAT GEATGACAAATARTCCACCTATCCCAGTAGEAGR ] Frimer: compl.] (20) 3" GRGACIAIGIAGRCCCSIIC 57 (1)
CCT

A TTTAT AR AGATGEAT AR TCCTGGEAT TARATARAATAGT ARGARTGTATAGCCCTACCAGCATTCTGEACATARGACARGEACCARAGEARC! Ny
TTAGRGACTATGTAGRCCGGT TCTATARAACTCTARGAGCCGAGCARGCTTCACAGEAGGTAAR AR AT TGGATGACAGARACCTTGTTGGTCCARART H: 51 (1€70) S' GAGRCIATGTAGRCCGETIC 3' (1629
IGCGARCCCAGAT TRTARGACT AT TTTARAAGCATTGGGACCAGCGECTACRCTAGRRAGARARTGATGACAGCATGTCAGGGAGT AGGAGEACCCGACCA

I \TAAGGCARGRGTTTTGGCTGRAGCART GAGCCARGTARCARATTCAGCTACCATARTGATGL] AATTTTAGGAACCAARGARAGATTGTTA
AGTGTTTCARATTGTGGCARAGARGGGCACACAGCCAGRRATTGCAGGECCCCT bl TGTTGGARATGT! AGGAAGGACACCARATG Amplified fragment size: I2 09 nucl. I
A AAGATTGTACTGAGAGACAGGCTARTTTTIT AAGATCTGGCCTTCCTACAR LR CAGGEAATTTTCTTCAGAGCAGACCAGAGCCARC GC:: 49%
IAGCCCCACCRAGRAGAGAGCTTCAGETCTGGGETAGAGACAACAACTCCCCCTCAGRRGCAGEAGCCAATAGACARGEARCTGTATCCTTTAACTTCCC Suggested annealing temperature: 52°C
\TCAGGTCACTCTTTGGCARCGACCCCTCGTCACAATARRGAT RACTARRGGA TCTATTAGATACAGGAGCAGATGATACAGTATTAG ~ |Forward primer: MZE

Reverse primer: MZS

f
I
T vizis (111:) MZ3 (1309 - ] [primes: (1) S' GCATTATCAGRRGGAGCCAC 3' (20)
l‘ g | d | [RRRR RN RN RN
: IME(M%] {nz1d qeTm | s 52 (1309) S' GCATTATCAGARGGAGCCAC 3" (1328)
| 1era ronda
2da renda 209ph Primer: compl.] (20) 3' GCAGGRACTACTAGTACCCT 5' (1)

[RNRNRRRRRRRRRRA RN
I TM: 51 (1498) 5' GCAGGARCTACTAGTACCCT 3' (1517)

Figura 7a: PCR in sillico (Amplifix) con iniciadores de la regién Gag.

File Edit Primers PCR Window Help | hGRClg}l;:d fragment size: 665 nucl.

P - annealing temperature: 50°C
Region ENV Q- ! || [Forward primer: E20

Sequence | Primer list | Infos Reverse primer: E105
X02455 1 VIF-1 Secuencia consensa 337 selected nuclecrides (From: 7002 %0 7338) Primer: (1) 5' CCAATTCCCATACATIATIGIG 3' (22)

IBCAATGTACACBTGGMTTBG‘GCCBGTBGTBTCAA(:[CM(:[ ¢ CTGTTARATGECAGTCTAGCACGAR CARGAGETAGTAATTAGATCTGTCARTTTCA ) (6858) 57 é&;;éé&i};&%%;%;é%é 3 (6879)

‘GGACAATGCTAARACCATAATAGTACAGCTGARCACATCIGIAGAART TAATTGTACAAGACCCAACARCARTACARGARAARGAATCCGTATCCAS Tz 49
AGAGGACCAGGGAGAGCATTTGTTACARTAGGARARATAGGARATATGAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGAGCARARTGGARTAACACTITA
ACAGATAGCTAGCAAATTAAGAGAACARTTTGGAAATARTARAACAATARTCTTTAAGCAR  CCTCAGGAGGGEACCCAGRAATTS IN NS T a Primer: compl.] (21) 3' GIGGCAGGAAGTAGGARAAGC 5' (1)
TTAATTGTGGAGGGEARTTTTICTACTGTARTICARCACAACTGTTTAATAGTACTTGGTT TARTAGTAC TIGGAGTAC TGAAGGGTCAANTARCACT I T Lt
GAMGGARGTGACACAATCACCCTCCCATGCAGAATARRACARATTATAAACATGTGGCAGARAGTAGEARARCCAATGTATGCCCCTCCCATCAGTGE - (7502) 5' GTGECAGAAAGTAGEARARGE 3' (7522)
ACARATTAGATGTTCATCARATATTACAGGGCTGCTATT AACARGAGATCETGGTAATAGCAACAATGAGTCCGAGATCTTCAGACCTGEAGGAGEAG
ATATGRGGGACRATTGEAGAAGTGAATTATATAAATATAMAGTAGTARAA AT TGAACCATTAGGAGTAGCACCCACCAAGGCARAGAGAAGAGTGRTG — -
CAGAGRGAAARAAGAGCAGTEEGAATAGGAGCTTTGT TCCTTGAGTICTTGEGAGCAGCAGEARGCACTATGEGCGCAGCCTCAATGACGCTRACGET Arplified fragment 51“133" mucl I
ACAGGCCAGACRATTATTGTCTGGTATAGTGCAGCAGCAGRRACAATTTGCTGAGGGCTAT TGAGGCGCARCAGCATCTGTTGCAACTCACAGTCTGGE GC3: 35% -
GCATCAAGCAGCTCCAGGCAAGARTCCIGECTGTGGARRGATACCTARAGGATCARCAGCTCCIGRGEATTTGGEET TECTCTGGARARCTCATITGE Suggeated annealing temperature: S2°C
ACCACCECTTGAGAGACTTACTCTTGATTGTARCGAGGATTGTGEARCTT CCTCARATATTGGTGEARTCTCCTA Forward prirer: E110
CAGTATTGGAGTCAGGARCTARAGARTAGTGCIGT TAGCTTGCTCART GCCACAGCCATAGCACTAGCTGAGGEGACAGATAGEET TRTAGRAGTAGT _ Reverse primer: E125
AR T AP T A T AT T A M AT A LA AT T A AN T T AT AT AN N TR TR A AT AT A A A AT
Primer: (1) 5' CIGITARATGGCAGICTAGCAGAR 3' (24)
[E110 7002y Tl — nnnmnnm
I > G [EL25 (7315)" ] mH: 55 (7002) 5' CTGTTAARTGGCAGTCTAGCAGAR 3' (7025)

[eso eass) | i o |
'I 105 (7502)| "

1era ronda
2da ronda

primer: |[[EL25fcompl.] (24) 3' CCICAGGAGGGGACCCAGARATTG §' (1)
DO
F— (7315] 5' CCICAGGAGGGGACCCAGABATTG 3' (7338)
)

Figura 7b: PCR in sillico (Amplifix) con iniciadores de la regién Env.
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5.4 PCR muiltiple anidada para la deteccién de ADN proviral del VIH 1.
Comenzando con los pardmetros indicados en la literatura (Zazzi 1992, D Angelo y col
2007), mezcla de reaccién de la PCR convencional para la region de Env (tabla 3), con un cambio
en la concentraciéon de los cebadores de Gag (0,5 pL c/u (200nM)); vy el programa de
amplificacion de la PCR convencional (tabla 4), se amplifico bajo estas condiciones iniciales la
region de Gag y Env por separado.
Al realizar la PCR, la electroforesis reveld una banda de 209 pb (figura 8) producto de una

correcta amplificacién de la region de gag, asi como una banda de 337pb, producto de la

amplificacion de la regién de Env. (Figura 9)

Figura 8: registro fotografico de electroforesis en
Gel de agarosa al 2%, Productos de amplificacidn
PCR regidn gag.

Carriles 2,3: Muestra 1, muestra 2.

Carril 4: control positivo.

Carril 5: control negativo

Carril 1y 6: Marcador de peso molecular de 100 pb

209pb
gag (resaltadas las bandas de 300, 200 y100 pb)

I 2 34 5aG 7

o

Figura 9: registro fotografico de electroforesis en
Gel de agarosa al 2%, Productos de amplificacion
PCR regién Env.

Carril 2: vacio.

Carriles 3,4: Muestra 1, muestra 2.

Carril 5: control positivo.

Carril 6: control negativo
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Carril 1y 7: Marcador de peso molecular de 100 pb (resaltadas las bandas de 300, 200 y100 pb)

Seguido se realizdé una PCR con gradiente de temperatura con la finalidad de obtener una
temperatura de alineacidon 6ptima para las dos regiones a amplificar, las temperaturas van desde
los 60°C hasta los 50° (A, B, C, D, E, F, G, H) con las mismas condiciones de amplificacion para la
primera y segunda ronda, donde se incluyeron los cebadores para las dos regiones en una misma

reaccion.

En la figura 10 se puede observar que la temperatura 6ptima de alineamiento se
encuentra entre las temperaturas E, F Y G (53,9; 52; 50,17), donde la temperatura E la banda es

mads intensa tanto para la amplificacién de la regidn gag como para Env, tanto como para el gel Ay

el gel B.

Figura 10: registro fotografico de electroforesis en Gel de agarosa al 2%, Productos de
amplificacion PCR multiple con gradiente de temperatura. Gel A (Muestra 2) Gel B (Control +).
Carriles 3 al 10: Gradiente de Temperatura,

Carril 2y 11: Vacio

Carril 1y 12: Marcador de peso molecular de 100 pb (resaltadas las bandas de 300, 200 y100 pb)

Por consiguiente, una vez determinada la temperatura de alineamiento éptimo para los
dos cebadores, se optimizo el programa de amplificacién, con una temperatura de alineacidn de

54°C para las 2 rondas (tabla 10).
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Tabla 10: Programa de amplificacién optimizado para la PCR multiple.

Primera ronda Segunda ronda
Paso Tiempo | Temp | Ciclos Tiempo Temp Ciclos
Desnaturalizacion 2 min 95¢C 1 2 min 95¢eC 1
inicial
Desnaturalizacion 30seg 95¢C 35 30seg 95¢C 35
Hibridacion 30seg 54¢2C 30seg 54¢2C
Extension 1min 72°C 1min 729C
Extensidn final 7min 72°C 1 7min 72°C 1

Ademas, en la mezcla de reaccidon se agregd un control interno de b-globina, el cual

constituye un control de calidad de una eficiente extraccién de acidos nucleicos y de que el DNA

estd en condiciones de amplificacion. Al realizar la PCR multiple estandarizada, la electroforesis

reveld una banda de 209 pb y una banda de 337pb como se muestra en la figura 11, producto de

la correcta amplificacidon de la regién gag y Env respectivamente, asi como también una banda

intermedia de 268 pb correspondiente a la amplificacién de la b-globina.

env
337pb
b-globina
268pb

gag
209pb

Figura 11: registro fotografico de
electroforesis en Gel de agarosa al 2%,
Productos de amplificacién PCR multiple

estandarizada.

Carriles 3 y 4: Pacientes positivos PCR
convencional (Muestra 1, Muestra 2)
Carriles 5: Control positivo

Carril 6: Control negativo

Carril 2 y 7: Vacio

Carril 1 y 8: Marcador de peso molecular
de 100 pb. (Resaltadas las bandas de
300, 200 y100 pb)
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Finalmente, la composicidn estandarizada de la mezcla de reaccién consta de:

Tabla 11: Mezcla de reaccion estandarizada de la PCR multiple.

Cantidad (uL)

Reactivo Cantidad (uL) Reactivo
(primera ronda) (segunda ronda)

Buffer 10x 5puL Buffer 10x 5puL
MgCI2 25 mM 6 UL (3 mM) MgCI2 25 mM 6 UL (3 mM)
dNTPs 10 mM 1 pL (200uM) dNTPs 2.5 mM 1 pL (200uM)

cebadores: 0,5 uL c/u cebadores: 0,5 uL c/u

Regidén gag (200nM) Regién gag (200nM)
(Mz13, Mz14) (Mz8, M29)

cebadores: 1l c/u cebadores: 1ulc/u

Regién env. (400nM) Regidn env. (400nM)

(E80, E105) (E110, E125)

Beta globina 0,5 uL c/u

(GH20, PC04) (200nM)
H20 29,75 ulL H20 31,75 ulL

taq polimerasa 5 U/pL 0,25 uL taq polimerasa 5 0,25 uL

(1,25 U/ 50pL) u/uL (1,25 U/ 50pL)
Extracto de ADN 5uL Extracto de ADN 2ul

Total 50 uL Total 50 uL
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5.5 Sensibilidad Analitica de la técnica de PCR muiltiple estandarizada.

Se hicieron 5 diluciones 1:5, partiendo del valor inicial de carga viral 318.130cel/ml. Dichas
diluciones fueron sometidas a amplificacién empleando el protocolo de PCR multiple
estandarizado, encontrando que el limite de deteccidn (valor hasta cuantas copias del virus puede
llegar a detectar el método), donde se amplificaron las dos bandas se presentd en la dilucidn

1:125, que equivale a 2545 copias/ml, como muestra la figura 12.

1:11:51251°:1251:62513125 + - M

Figura 12. Sensibilidad analitica de la PCR multiple estandarizada. Carril 1-6: diluciones 1:1 a

1:50000. Carril 7: control positivo. Carril 8: control negativo. Carril 9: marcador de peso molecular.
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5.6 Especificidad Analitica de la Técnica de PCR multiple estandarizada.

Para evaluar la especificidad analitica del ensayo estandarizado, se usaron 15 muestras de
pacientes infectados con VHB, VHC o CMV. Los resultados de la especificidad de la PCR multiple
no revelaron ninguna banda de amplificacion cuando se analizé con muestras de pacientes

positivos a otros virus, como muestra la figura 13.

12 34567289

v -~ -~ . — -~
B s

Figura 13. Especificidad analitica de la PCR multiple estandarizada. Carril 1- 6: muestras de
pacientes positivos a otros virus. Carril 7: control positivo. Carril 8: control negativo. Carril 9:

marcador de peso molecular.
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5.7 Sensibilidad y Especificidad Diagnostica de la Técnica de PCR multiple estandarizada.

Para validar la capacidad predictiva de las pruebas de deteccidn se midié sensibilidad,

especificidad y valores predictivos positivo y negativo. Estas variables se evaluaron mediante los

procedimientos tradicionales utilizando tablas de contingencia, donde se considerd a la prueba de

PCR convencional del “laboratorio de Hepatitis y Sida” como estandar de referencia.

Tabla 12: resultados de la PCR multiple comparada con PCR convencional del laboratorio usada

como estandar de referencia (n=60)

del laboratorio.

Referencia. PCR convencional

Positivos Negativos Total
Prueba
PCR multiple Positivos 1 45
anidada
estandarizada | Negativos 0 15 15
Total 44 16 60

Verdadero Positivo

Verdadero Negativo

Falso Positivo

Falso Negativo

Tabla 13: valores de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo de la PCR

multiple estandarizada.

Sensibilidad | Especificidad | VPP VPN Eficacia kappa
0,96
100 % 93,75 % 97,78 % 100 % 98,33 % Muy bueno

La tabla 12 y 13 resume los datos obtenidos en la PCR, donde se observa una sensibilidad

de 100% y una especificidad de 93,75%, y Kappa de Cohen de 0,96, lo que indica que existe una

excelente concordancia entre las dos pruebas. Con un valor predictivo positivo de 97.78% y un

valor predictivo negativo de 100%, igualmente eficacia de 98,33%.
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6. DISCUSION

La infeccién por el VIH y el SIDA, se han podido conocer, seguir, y controlar, gracias a la
disponibilidad de pruebas diagndsticas. Una prueba diagndstica en un individuo infectado puede
significar una mejora en la calidad de vida y muchos afios de vida ganados, al mismo tiempo que

permitira evitar nuevas infecciones. (Ospina 2006)

Durante la ultima década, siempre se ha alcanzado establecer un diagndstico rapido,
sensible y fiable de los agentes causales de las enfermedades infecciosas. La aplicacién de técnicas
microbioldgicas y bioquimicas convencionales, ha pasado a ser complementada con la aplicacion
de métodos moleculares de diagndstico. En la actualidad, la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) es la mds sensible y la que se aplica mas satisfactoriamente en el diagnéstico clinico.

(Méndez y Pérez 2004)

Los ensayos seroldgicos no permiten el diagndstico precoz de la infeccion por VIH-1 debido
a la persistencia de anticuerpos maternos contra el VIH-1 en lactantes durante los primeros 12-18
meses de vida, por esto la utilidad de las pruebas virolégicas como la PCR para el diagndstico de
VIH-1. La OMS recomienda el uso de pruebas virolégicas de base molecular para determinar el
estado de infeccién para los bebés expuestos al VIH-1 durante las primeras 4-6 semanas de vida o

lo antes posible.

6.1 Estandarizacion de la PCR miuiltiple anidada para la deteccién VIH a partir de ADN

proviral.

El procedimiento estandarizado se basa en los iniciadores descritos en el protocolo de D
Angelo y otros 2007 para la regién env usados en la PCR convencional del laboratorio y los
iniciadores descritos por Zazzi 1992 para la regién de gag. La PCR miltiple anidada estandarizada
usa iniciadores altamente conservados de las regiones genéticas de Gag y la regiéon Env del VIH-1.
Esta técnica incrementa la sensibilidad, por tratarse de dos regiones amplificadas y también

incrementa la especificidad ya que la segunda PCR solo amplificara si la primera fue correcta.

La PCR multiple tiene como objetivo amplificar simultdneamente diferentes secuencias
blanco, por lo que requiere que los reactivos y el programa de amplificaciéon utilizado sean

suficientes y adecuados para permitir la detecciéon de cada region diana y no inhibir la de las

43



demas, por lo que algunos parametros, como la concentracién de sales y cebadores, y la cantidad

de ADN polimerasa, concentracién de magnesio y primers, pueden ajustarse experimentalmente.

La seleccion de los primers es uno de los pasos mds importantes en la estandarizacion de la
PCR multiple. Para la optimizacién de la PCR multiple se evaluaron los cebadores para la
amplificacion génica de la regidn Gag y Env del VIH, que se han utilizado en PCR en formatos

convencionales con buenas sensibilidad y especificidad (Zazzi 1992, D Angelo y col 2007).

El andlisis, verificacidn y validacion in sillico de los oligonucleétidos utilizados en el ensayo
de PCR, a través de algoritmos computacionales, es una alternativa que permite a los
investigadores aceptar o rechazar los pares de cebadores potenciales para la PCR experimental in
vitro sin desperdiciar ningln producto quimico, asi como el costo relacionado. (Orozco y otros

2016).

Por tanto, uno de los objetivos de esta investigacion fue evaluar la especificidad de los
primers empleados para la deteccidon y amplificacion del gen gag y Env de VIH-1. El analisis
bioinformatico de las secuencias indico que los cebadores presentaron alineamientos con el
blanco correspondiente a estudiar y se corrobord la especificidad (100%) de las secuencias con

VIH-1 sin interferencia ni reacciones cruzadas con otros virus. (Ver figura 5).

Con el fin de asegurar que cada par de cebadores amplificara la secuencia diana en la region
conservada del gen seleccionado y predecir el resultado del producto de amplificacion y sus
secuencias de ADN, se realizé el analisis de PCR in sillico al ingresar la secuencia consenso del VIH-
1 ( K03455.1 Human immunodeficiency virus type 1 (HXB2) y alinear con los primers, mostrando la
amplificacion de una banda de 209pb y 337pb (Ver Figura 6a y 6b ) indicativa de amplificacion del

gen gag y Env, coherente con el tamaiio del producto de amplificacidn esperado (Ver Tabla 2).

Por los resultados obtenidos en el analisis bioinformatico, se puede inferir que los
cebadores son muy especificos en relacién con sus objetivos respectivos como se confirmé a partir
de los resultados BLAST y PCR in sillico, en general los datos obtenidos demostraron que todos los

cebadores pueden ser utilizados en una reaccion multiple.

Al emplear diferentes juegos de primers es necesario considerar algunas condiciones en la
escogencia de cebadores, es importante que no interactien entre ellos mismos, que todos tengan

una temperatura de hibridacién similar y que cada par de cebadores amplifique productos de
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tamanfios lo suficientemente diferentes como para poder ser separados y diferenciados (Rubio y

col 2011; Méndez & Pérez, 2004).

El principal cambio en el proceso de estandarizacidn, estuvo relacionado con el cambio de
temperatura de alineacion. Con la finalidad de evaluar las condiciones éptimas para la PCR
multiple, se realizé una PCR con gradiente de temperatura de alineamiento (figura 9), con el

objetivo de obtener una temperatura de alineacién éptima para las dos regiones.

La especificidad de la PCR depende de la temperatura empleada en la fase de hibridacién. Si
la temperatura de alineamiento es demasiado baja, entonces se podrian generar productos de
amplificacidn inespecificos, afectando la especificidad, observandose en los geles multiples bandas
gue no corresponden al producto esperado. Cuanto mayor sea la temperatura utilizada en la fase
de hibridacién, mds especifica es la reaccidon. Esto se debe a que a mayor temperatura mas
dificultada se ve la unién entre el cebador y la cadena molde; en condiciones de temperaturas de
hibridacidn elevadas el cebador sélo se unird a la cadena molde si son complementarios en todos
sus nucledtidos. Pero si la temperatura es muy alta, el rendimiento del producto deseado y a veces
la pureza se reduce debido a la pobre hibridacidon de los cebadores, disminuyendo la sensibilidad

de la PCR. (McPherson y otros 1991).

Considerando esto se establecid que la temperatura éptima para los juegos de cebadores de
las dos regiones de interés es de 54°C (E), a temperaturas muy elevadas las bandas son mas tenues
y se dejan de visualizar los productos, y a temperaturas muy bajas empiezan a aparecer bandas
inespecificas. (Figura 9).

Finalmente, la composiciéon estandarizada de la mezcla de reaccién y los cambios en la
temperatura de alineamiento del programa, al realizar la PCR, la electroforesis revelé una banda
de 209 pb correspondiente a la regidén gag, y una banda de 337pb correspondiente a la regidn
Env (figura 10), revelando asi la especificidad de la técnica para detectar VIH-1 como se esperabay

reportan (Zazzi 1992, D Angelo y col 2007) coincidiendo con los resultados del BLAST (Figura 5)
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209pb 337pb

Figura 14. Diagrama de las posiciones de los amplicones de la PCR en relaciéon con el

genoma del VIH-1.

Ademas, se obtuvo una exitosa amplificacién de una banda de 268 pb correspondiente al
control de B-globina en cada una de las muestras y control positivo (figura 10). La amplificacién
del gen de la B-globina humana, es un control interno de la PCR, es un marcador excelente de
eficiencia de amplificaciéon y procesamiento de la extraccién del ADN, ademds mediante esta
amplificacion se puede comprobar la ausencia de inhibidores e integridad del ADN. (Coutlée y

otros 1995).

6.2 Sensibilidad y Especificidad analitica de la PCR multiple anidada para la deteccién del

VIH-a partir de ADN proviral.

La sensibilidad analitica del ensayo o limite de deteccién (valor hasta cuantas copias del
virus puede llegar a detectar el método), se encontré que la PCR multiple estandarizada es
confiable hasta la deteccion de 2545 copias/ml, lo que sugiere que es apropiado para el

diagndstico temprano de la infeccién por VIH-1.

Del total de las muestras evaluadas de pacientes positivos al VIH-1, el 82,85% (29/35)
mostraron elevados niveles de carga viral, mayor a >100.000 copias/ml (>5.0 logl0).
Generalmente los niflos con infeccion no tratada por VIH presentan cargas virales

extremadamente altas (mayores a 100.000 copias/mL). (Reyes y otros 2018) .

46



La especificidad analitica es la capacidad de los cebadores de amplificar exclusivamente el
gen de interés, se evalla analizando si existe una posible reaccidon cruzada con muestras de
pacientes positivos a otros virus. Los resultados de la PCR multiple estandarizada no revelaron
ninguna banda de amplificacién cuando se analizd6 con muestras de pacientes positivos a otros

virus.

Martin y otros en el 2017, evaluaron la especificidad analitica de una técnica para el
diagndstico de VIH en infantes, donde usaron muestras de pacientes infectados con VHB, VHC o

CMV y dieron resultados negativos de amplificacion.

Otra forma de corroborar esto es con los resultados del andlisis bioinformatico, donde se
pudo observar que los cebadores presentaron alineamientos con el blanco correspondiente a

estudiar y con especificidad (100%) de las secuencias con VIH-1.

6.3 Sensibilidad y Especificidad diagnostica de la PCR mutiltiple anidada para la deteccion del
VIH-1 a partir de ADN proviral.

Aunque las pruebas seroldgicas identifican la mayoria de los individuos infectados con el

virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1), la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

con el uso de cebadores de las regiones conservadas del genoma del VIH-1, proporciona

informacidn atil en situaciones clinicas especificas, especialmente en nifios menores a 18 meses,

Segun varios autores, la sensibilidad de la PCR puede aumentarse con el uso de mas de un
par de cebadores, igualmente el uso de cebadores anidados aumenta la especificidad de la PCR

(Albert y Fenyo 1990; Coutlée y otros 1995, Vazquez y otros 2004, Kairiyama y otros 2007, ).

Numerosos autores han evaluado la sensibilidad y especificidad de los ensayos de ADN del
VIH-1 para el diagndstico de infeccién por VIH-1 en lactantes y nifios pequefos, con estimaciones
tan altas como 90% a 100% por 1 mes de edad. (Kline y otros 1994, Bremer y otros 1996,
Cunningham y otros 1999, Lambert y otros 2003, Read S. 2017)

Aulicino y otros en el 2006, desarrollaron una PCR multiple anidada artesanal (nPCR), usada
para el diagndstico temprano de la infeccidon por HIV-1, amplificaron fragmentos de las regiones
gag y env del HIV-1 junto con un control interno de B-actina, donde obtuvieron una especificidad
de 100% y una sensibilidad de 99.2%. Igualmente Basualdo y otros en el 2004, evaluaron la

sensibilidad y especificidad de la reacciéon en cadena de la polimerasa, con iniciadores para una
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region altamente conservada del gen gag demostré tener sensibilidad de 98.3% y especificidad de

100%.

Los datos de sensibilidad y especificidad (100% y 93,75% respectivamente) obtenidos en la
prueba de PCR multiple estandarizada (tabla 13) son similares a los obtenidos en estudios
previos. Los datos de este estudio muestran que la PCR es muy sensible y muy especifica en el

diagndstico de VIH-1 en nifios menores de 24 meses de edad.

La sensibilidad de las pruebas virolégicas es menor en las primeras semanas de vida, y
puede resultar en falsos negativos, es muy importante tener en cuenta que el no poder detectar el
virus no excluye la infeccién en el nifio, ya que se ha demostrado que, si la infeccion se adquirié en
el momento del parto o después del parto el nimero de células infectadas puede ser muy
reducido y estar por debajo de los limites de deteccidon, de la PCR. La sensibilidad aumenta con el
aumento de la edad del bebé, (40% durante la 12 semana de vida, aumentando la sensibilidad al
96% con especificidad del 99% a partir del mes).  (Bremer y otros 1996, Basualdo y otros 2004,
Gonzales y otros 2015, Abdollahi y Saffar en 2016, Read S. 2017)

Para aumentar la sensibilidad en las primeras semanas de vida y aumentar la posibilidad de
detectar la infeccién del VIH en forma temprana, minimizando el riesgo de falsos negativos se
deben utilizar oligonucledtidos para diferentes regiones de VIH y siempre seleccionado las
regiones mas conservadas. (Mufioz 1998, Rivera y Murillo 2003, D Angelo y otros 2007, castro y

otros 2015).

A pesar de que la PCR tiene una sensibilidad y especificidad alta, se recomienda no utilizar la
PCR como Unico ensayo diagndstico, es necesario confirmar un resultado positivo con una nueva
muestra, tener mucho cuidado en la interpretacidon de los resultados en los recién nacidos y
evaluar los hallazgos clinicos, sobre todo en las primeras semanas de vida del nifio. No es
conveniente dar un diagndstico final de no-infeccidbn mientras no hayan desaparecido los
anticuerpos maternos tipo IgG lo cual ocurre en la mayoria de los casos entre los 12 y 18 meses de

vida.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda un diagndstico de VIH sistematico a
todos los nifios expuestos al VIH- 1, se realicen dentro de los primeros 14 dias de vida, de 1 a 2
meses de edad y de 3 a 6 meses de edad, con pruebas viroldgicas que tengan una sensibilidad de

al menos, el 95%. (Gonzales y otros 2015, Read S. 2017)
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6.4 Factores de transmision materna infantil del VIH-1 presentados en la poblacion

analizada por la PCR Muiltiple estandarizada.

Se han identificado diversos factores relacionados con la transmisién de VIH. Entre los
factores maternos se reconoce la adquisicidn del virus antes o después del parto, el estado clinico
de la madre, tipo de parto, siendo el parto via vaginal el que presenta una mayor exposicion al
riesgo de transmisién de VIH, si la madre recibe tratamiento antirretroviral y si el diagndstico de

infeccidn por VIH fue antes o durante el embarazo. (Cortes y otros 2006)

El parto es el periodo en el que se producen la mayor parte de los casos de transmision
vertical (70% de los casos), El VIH estd presente en las secreciones y en la sangre que el nifio
encuentra a su paso en el canal vaginal; el contacto con estas sustancias, su aspiracién y deglucién
pueden ser determinantes en la adquisicion de la infeccidn. La tasa de transmisidon de VIH esta

entre un 24-27% para nifos que tuvieron parto via vaginal. (Sopera S 1997)

Existe una diferencia estadisticamente significativa (p=0,0463), entre los resultados de los
nifios que nacieron por parto vaginal y son positivos al VIH-1, 31 de 37 nifios (84%) y los nifios que
nacieron por cesarea y son positivos, 14 de 23 nifios (61%). Varios estudios han mostrado una
reduccidn del 30 al 51 % del riesgo de transmisién del VIH-1 a los nifios nacidos mediante cesdrea

(Sopera S 1997)

La lactancia materna puede ser responsable de uno entre un tercio y la mitad de las
infecciones por VIH en bebés cuando las intervenciones no estdn disponibles. La tasa de
transmisién de lactancia materna por una madre infectada aumenta el riesgo en un 5-20% a un
total de 20 a 45% si se prolonga la lactancia. Algunos autores postulan que el riesgo mas alto de
transmisién de VIH es entre el primer y quinto mes de vida, los recién nacidos que nacian sin el
virus de VIH y que recibian lactancia materna de madres seropositivas tienen un riesgo de un
10.3% de contraer el virus. El riesgo de transmisiéon de madre a hijo aumenta si una madre que
estd amamantando estd recién infectada, debido a los niveles inicialmente altos de virus. Se
aconseja el reemplazo de la lactancia materna por otras formas de alimentacién. (The european

collaborative study 1988, Newell ML. 2004, Torres y otros 2010)

Se observd una diferencia significativa (p=0,0002) entre los resultados de positividad,
donde 28 de los 29 nifios (97%) recibieron lactancia materna, y 17 de 31 nifios (55%) no recibieron

lactancia materna; esto concuerda con lo explicado anteriormente, un buen nimero de casos de la
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transmisién vertical del VIH-1 se deben a la lactancia materna. Torres y otros en el 2010,
confirmaron que la administracidn de leche artificial o leche de vaca desde el nacimiento se asocid
con una menor incidencia de transmisién del VIH en comparacion con la lactancia materna.

(Torres y otros 2010)

Se han estudiado muchas medidas para prevenir la transmisidn vertical, entre ellas el uso
de terapias farmacoldgicas, que consiste en administrar un medicamento antirretroviral a las
madres y al recién nacido; cabe destacar que la terapia antirretroviral (TAR) es un factor
importante en la prevencién de la TV ya que reduce en un 40%-50% el riesgo de transmision.

(Torres y otros 2010)

La Monoterapia con zidovudina durante el segundo y Tercer trimestre del embarazo, por
via intravenosa durante parto y para el bebé durante seis semanas reduce sustancialmente el
riesgo en una poblacién que no estd amamantando. (Newell ML. 2004). Actualmente se estan
ensayando tratamientos antivirales mds eficaces para disminuir la carga viral y mejorar la situacién
inmunolégica de la madre. La combinacidon de AZT mds Lamivudina y un inhibidor de las proteasas
(triple terapia), puede disminuir la tasa de transmisién del VIH desde la madre al hijo al 2%.

(Sopera S 1997).

Se observd una proporcién estadisticamente mas baja de bebés VIH-1 positivos cuyas
madres recibieron TAR durante el embarazo, es decir 9 de 20 nifios (45%), en contraste con la
encontrada entre los hijos de madres que no recibieron TAR, 36 de los 40 nifios (95%), diferencias
estadisticamente significativas (p=0,0001). Este es un resultado esperado y solo demuestra la

eficacia de la terapia antirretroviral en la prevencion vertical del VIH-1.

La introduccién del tratamiento antirretroviral y la implementacién de las diferentes
medidas preventivas de la transmisidn vertical (cesarea electiva en casos seleccionados, lactancia
artificial, profilaxis intraparto, tratamiento del recién nacido) ha reducido la tasa de TV del VIH a
cifras inferiores al 2%, si se aplican las distintas medidas de forma 6ptima. (Newell ML 2004,

Medicina fetal Barcelona 2017).

Se logrd estandarizar una técnica de PCR Multiple rdpida y confiable, con menos gastos de
reactivos, para su aplicacién en el diagndstico clinico lo que permitird optimizar los protocolos de
deteccion del VIH-1, con esto se corroboré la utilidad de la PCR como herramienta molecular en el

diagndstico oportuno de la infeccion perinatal por el VIH-1. El diagndstico temprano de la
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infeccidon en el recién nacido es muy importante para el manejo clinico, para el inicio de una
terapia antirretroviral lo mas pronto posible, asi como para la profilaxis de infecciones

oportunistas.
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7. CONCLUSIONES

Por los resultados obtenidos en el andlisis bioinformatico, se puede inferir que los
cebadores son muy especificos en relacidn con sus objetivos respectivos como se
confirmé a partir de los resultados BLAST y PCR in sillico, en general los datos obtenidos

demostraron que todos los cebadores pueden ser utilizados en una reaccidn multiple.

Se logré estandarizar una técnica de PCR multiple anidada para la detecciéon de VIH-1,
amplificando las regiones génicas conservadas Env (337pb) y Gag (209), con la adicion de

un control de b-globina (268pb).

El limite de deteccion (valor hasta cuantas copias del virus puede llegar a detectar el

método), se presentd en la dilucidn 1:125, que equivale a 2545 copias/ml.

Los resultados de la especificidad de la PCR multiple no revelaron ninguna banda de

amplificacidn cuando se analizé con muestras de pacientes positivos a otros virus.

La sensibilidad y especificidad diagnostica de la PCR multiple estandarizada fue de 100% y

93,75% respectivamente, con un Kappa de Cohen de 0,96.

Se encontrdé que existe una relacidon estadisticamente significativa entre los Factores de
transmision materna infantil del VIH-1 y los resultados obtenidos por la PCR Mdiltiple

estandarizada para la deteccion de VIH-1.
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