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T í t u l o :  A p l i c a c i ó n  d e  u n  m é t o d o  “ i n  h o u s e ”  d e  P C R  a n i d a d a  p a r a  d e t e c c i ó n  d e  

V I H  p r o v i r a l .   

R e s u m e n  

E l  V I H ,  a g e n t e  e t i o l ó g i c o  d e l  S I D A ,  h a  c a u s a d o  l a  m a y o r  p a n d e m i a  m u n d i a l  

a f e c t a n d o  t o d o  t i p o  d e  p o b l a c i ó n ,  s i e n d o  l o s  h i j o s  d e  m a d r e s  s e r o p o s i t i v a s ,  u n  s e c t o r  m u y  

v u l n e r a b l e  p o r  e f e c t o s  s a n i t a r i o s  y  s o c i a l e s .  L a  i n e f e c t i v i d a d  d e  u n  d i a g n ó s t i c o  c o n  t é c n i c a s  

t r a d i c i o n a l e s  p o r  l a  p e r s i s t e n c i a  s é r i c a  d e  a n t i c u e r p o s  m a t e r n o s  r e q u i e r e  u n a  p r u e b a  p r e c o z  

q u e  d e t e r m i n e  s u  i n f e c c i ó n ,  e v i t a n d o  t r a t a m i e n t o  p r o f i l á c t i c o  i n n e c e s a r i o  y  l a  r e v i s i ó n  d e l  

e s q u e m a  d e  i n m u n i z a c i ó n .  E l  p r e s e n t e  e s t u d i o  d e s c r i p t i v o ,  r e t r o s p e c t i v o  d e  c o r t e  

l o n g i t u d i n a l ,  a p l i c ó  u n  m é t o d o  d e  d e t e c c i ó n  d e  A D N  p r o v i r a l  p o r  P C R  a n i d a d a  “ i n  h o u s e ”  

p a r a  e l  d i a g n ó s t i c o  d e  V I H  e n  r e c i é n  n a c i d o s  h i j o s  d e  m a d r e s  s e r o p o s i t i v a s ;  v a l i d a n d o  l a  

t é c n i c a  i m p l e m e n t a d a  a l  e n c o n t r a r  u n a  s e n s i b i l i d a d  y  e s p e c i f i c i d a d  s u p e r i o r  a l  9 5 % ,  f r e n t e  

m u e s t r a s  c o n f i r m a d a s  c o n  W e s t e r n  b l o t .  L o s  p r i m e r s  u t i l i z a d o s  p a r a  l a  p r i m e r a  P C R  f u e r o n  

J A 4  y  J A 7 ,  y  p a r a  l a  s e g u n d a  P C R  J A 5  y  J A 6 .  D e  l a s  3 6  m u e s t r a s ,  c i n c o  f u e r o n  p o s i t i v a s  a l  

e n c o n t r a r  e n  l a  p r i m e r a  c o r r i d a  u n a  b a n d a  c o n  u n  p e s o  d e  2 9 6 p b  y  e n  l a  s e g u n d a  u n a  b a n d a  

d e  1 3 1 p b .  L a  m u e s t r a  6 ,  r e s u l t ó  s e r  f a l s a  p o s i t i v a  y  p r e s e n t ó  u n a  b a n d a  a t e n u a d a  q u e  s e  l a  

t o m ó  c o m o  p o s i t i v a ;  s e  e n c o n t r ó  u n a  s e n s i b i l i d a d  d e l  1 0 0 %  y  u n a  e s p e c i f i c i d a d  d e l  9 6 , 9 % .  E l  

d i a g n ó s t i c o  d e  V I H  p r e c o z  p a r a  n e o n a t o s  e x p u e s t o s  y  p a r a  c a s o s  e s p e c i a l e s  e s t á  l i m i t a d a  e n  

e l  p a í s  y  l a  t é c n i c a  i m p l e m e n t a d a  b r i n d a  u n a  a l t e r n a t i v a  f i a b l e ,  a c c e s i b l e  y  o p o r t u n a  p a r a  s e r  

c o n s i d e r a d a  e n  e l  a l g o r i t m o  d i a g n ó s t i c o  d e l  M a n u a l  d e  A t e n c i ó n  a  P V V S  d e l  M i n i s t e r i o  d e  

S a l u d  P ú b l i c a .  

P a l a b r a s  c l a v e :  D N A  p r o v i r a l  V I H ,  r e c i é n  n a c i d o s  e x p u e s t o s ,  P C R  a n i d a d a ,  d i a g n ó s t i c o  

v i r o l ó g i c o  d e  V I H .  
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S u m m a r y  

H I V ,  e t i o l o g i c a l  a g e n t  o f  A I D S ,  h a s  c a u s e d  t h e  l a r g e s t  g l o b a l  p a n d e m i c  a f f e c t i n g  a l l  

k i n d s  o f  p e o p l e ,  b e i n g  t h e  c h i l d r e n  o f  H I V - p o s i t i v e  m o t h e r s ,  a  v e r y  v u l n e r a b l e  b y  

h e a l t h  a n d  s o c i a l  e f f e c t s  s e c t o r .  I n e f f e c t i v e n e s s  o f  a  d i a g n o s i s  w i t h  t r a d i t i o n a l  

t e c h n i q u e s  b y  s e r u m  p e r s i s t e n c e  o f  m a t e r n a l  a n t i b o d i e s  r e q u i r e s  a n  e a r l y  t e s t  t o  

d e t e r m i n e  t h e i r  i n f e c t i o n ,  a v o i d i n g  u n n e c e s s a r y  p r o p h y l a c t i c  t r e a t m e n t  a n d  r e v i s i o n  o f  

t h e  i m m u n i z a t i o n  s c h e d u l e .  T h i s  r e t r o s p e c t i v e  S l i t t i n g ,  d e s c r i p t i v e  s t u d y  s t a n d a r d i z e d  

m e t h o d  p r o v i r a l  D N A  d e t e c t i o n  b y  n e s t e d  P C R  " i n  h o u s e "  f o r  d i a g n o s i n g  H I V  i n  

n e w b o r n s  o f  H I V  p o s i t i v e  m o t h e r s ;  v a l i d a t i n g  t h e  t e c h n i q u e  i m p l e m e n t e d  b y  f i n d i n g  a  

s e n s i t i v i t y  a n d  s p e c i f i c i t y  g r e a t e r  t h a n  9 5 %  c o m p a r e d  w i t h  W e s t e r n  b l o t  c o n f i r m e d  

s a m p l e s .  T h e  p r i m e r s  u s e d  f o r  t h e  f i r s t  P C R  w e r e  J A 4  a n d  J A 7 ,  a n d  f o r  t h e  s e c o n d  

P C R  J A 5  a n d  J A 6 .  O f  t h e  3 6  s a m p l e s ,  f i v e  w e r e  p o s i t i v e  i n  t h e  f i r s t  r u n  t o  f i n d  a  b a n d  

w i t h  a  w e i g h t  o f  2 9 6 p b  a n d  t h e  s e c o n d  a  b a n d  o f  1 3 1 p b .  S a m p l e  1 ,  t u r n e d  o u t  t o  b e  

f a l s e  p o s i t i v e  a n d  s h o w e d  a n  a t t e n u a t e d  b a n d  t o o k  i t  a s  p o s i t i v e ;  a  s e n s i t i v i t y  o f  1 0 0 %  

a n d  a  s p e c i f i c i t y  o f  9 6 . 9 %  w a s  f o u n d .  E a r l y  d i a g n o s i s  o f  H I V  e x p o s e d  i n f a n t s  a n d  f o r  

s p e c i a l  c a s e s  i s  n o t  a v a i l a b l e  i n  t h e  c o u n t r y  a n d  t h e  i m p l e m e n t e d  t e c h n i q u e  p r o v i d e s  a  

r e l i a b l e ,  a c c e s s i b l e  a n d  t i m e l y  a l t e r n a t i v e  t o  b e  c o n s i d e r e d  i n  t h e  d i a g n o s t i c  a l g o r i t h m  

C a r e  M a n u a l  P L W A  t h e  M i n i s t r y  o f  P u b l i c  H e a l t h .  

K e y w o r d s :  D N A  p r o v i r a l  H I V - e x p o s e d  n e w b o r n s ,  n e s t e d  P C R  v i r o l o g i c a l  d i a g n o s i s  o f  H I V .  
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I n t r o d u c c i ó n  

E l  S í n d r o m e  d e  I n m u n o d e f i c i e n c i a  A d q u i r i d a  ( S I D A )  c a u s a d o  p o r  V i r u s  d e  l a  

I n m u n o d e f i c i e n c i a  H u m a n a  ( V I H ) ,  s e  h a  c o n v e r t i d o  e n  l a  p a n d e m i a  d e l  s i g l o  X X I ;  a  3 0  a ñ o s  

d e  s u  i n i c i o ,  s e  l o g r ó  r e d e f i n i r l a  c o m o  u n a  e n f e r m e d a d  c r ó n i c a ,  g r a c i a s  a  l a s  r e s p u e s t a s  

s a n i t a r i a s  o p o r t u n a s  y  e l  d e s a r r o l l o  t e c n o l ó g i c o ;  e s t e  ú l t i m o  h a  a p o r t a d o  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  e n  

e l  d i a g n ó s t i c o  o p o r t u n o  d e l  V I H ,  p i l a r  f u n d a m e n t a l  e n  l l e g a r  a  s u  c o n t r o l .   

A  p e s a r  d e  q u e  l a s  v í a s  d e  t r a n s m i s i ó n  d e l  v i r u s  s o n  l i m i t a d a s ,  s i  s e  c o m p a r a  c o n  l a s  

v í a s  q u e  l o s  t í p i c o s  a g e n t e s  e t i o l ó g i c o s  d e  l a s  p e o r e s  p a n d e m i a s  m u n d i a l e s  u t i l i z a  ( v í a s  

a é r e a s ,  p o r  a s p i r a c i ó n  d e  g o t i t a s  d e  s a l i v a  i n f e c t a d a ,  p r i n c i p a l m e n t e ) ,  s u  d i s e m i n a c i ó n  e n  

t r e i n t a  a ñ o s  h a  s i d o  a l a r m a n t e ;  a p r o x i m a d a m e n t e  s e  e s t i m a  q u e  e x i s t e n  5 0  m i l l o n e s  d e  

p e r s o n a s  c o n  e l  v i r u s  d e  V I H ,  m u c h o s  d e  l o s  c u a l e s  d e s c o n o c e n  s u  e s t a d o ,  l a  m a y o r í a  e s t á n  

e n  e t a p a  d e  p o r t a d o r e s  y  e n  m e n o r  c a n t i d a d  e s t á n  e n  f a s e  d e  S I D A .  

P a r a  q u e  s e  d e s a r r o l l e  l a  i n f e c c i ó n  h a y  a l g u n a s  s i t u a c i o n e s  q u e  d e b e n  c u m p l i r s e ,  c o m o  

l a  c a n t i d a d  d e  v i r u s  q u e  h a y  e n  e l  i n d i v i d u o  i n f e c t a d o  ( c a r g a  v i r a l ) ,  c a l i d a d  d e l  m i s m o ,  o  s e a ,  

s i  s e  e n c u e n t r a  a c t i v o  e  i n f e c t a n t e  ( e l  V I H  m a n t i e n e  m e j o r  e s t a s  c a r a c t e r í s t i c a s  e n  s e c r e c i o n e s  

q u e  c o n t e n g a n  c é l u l a s  d e  d e f e n s a ) ,  y  q u e ,  e n  c a s o  d e  h a b e r  c o n t a c t o ,  e s t e  d e b e  s e r  d i r e c t o  a  

u n a  v í a  s a n g u í n e a  o  l i n f á t i c a ;  s e  c o n s i d e r a  q u e  a l g u n a s  p e r s o n a s  n o  s e  h a n  i n f e c t a d o  c o n  V I H  

a  p e s a r  d e  h a b e r  e s t a d o  e n  c o n t a c t o  d i r e c t o  c o n  e l  v i r u s  p o r  n o  h a b e r  c u m p l i d o  l o s  

a n t e c e d e n t e s  m e n c i o n a d o s .  

S u  d i a g n ó s t i c o  f u e  i n i c i a l m e n t e  c o m p l i c a d o ,  p e r o  e n  l o s  ú l t i m o s  t i e m p o s ,  l a  l u c h a  

c o n t r a  e s t a  e n f e r m e d a d ,  h a  d e s a r r o l l a d o  v a r i a s  e s t r a t e g i a s  d e  m i t i g a c i ó n ,  e n  e l  c a m p o  

d i a g n ó s t i c o  s e  h a n  t e c n i f i c a d o  v a r i o s  p r o c e d i m i e n t o s  y  s u  a c c e s i b i l i d a d  h a  t r a t a d o  d e  l l e g a r  a  

t o d a s  l a s  p o b l a c i o n e s  d e  l a  t i e r r a .  
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A d e m á s  d e l  d i a g n ó s t i c o ,  t a m b i é n  s e  d e s a r r o l l a r o n  o t r a s  e s t r a t e g i a s  c o m o  a c c e s o  a  

t r a t a m i e n t o s  o p o r t u n o s ,  c a m p a ñ a s  d e  i n f o r m a c i ó n  y  p r e v e n c i ó n ,  a c c e s o  a  a t e n c i ó n  m é d i c a  

g r a t u i t a  a  l a  p e r s o n a  q u e  v i v e  c o n  V I H ,  e n t r e  o t r a s .  

U n  s e c t o r  m u y  v u l n e r a b l e  p o r  l a s  c o n s e c u e n c i a s  s o c i a l e s ,  e m o c i o n a l e s  y  q u e  r e p e r c u t e  

d i r e c t a m e n t e  s o b r e  s u  s a l u d ,  e s  l o s  r e c i é n  n a c i d o s  h i j o s  d e  m u j e r e s  c o n  V I H ;  e s  m e n e s t e r  q u e  

s u  d i a g n ó s t i c o  d e  i n f e c c i ó n  s e  r e a l i c e  l o  m á s  p r e c o z m e n t e  p o s i b l e ,  y a  q u e  s u  i d e n t i f i c a c i ó n  

t e m p r a n a  c o l a b o r a  e n  l a  i n m e d i a t a  a p l i c a c i ó n  d e  l a  t e r a p é u t i c a  a p r o p i a d a ,  s o b r e t o d o ,  s e  

e v i t a r í a  e l  t r a t a m i e n t o  p r o f i l á c t i c o  a n t i r r e t r o v i r a l .  A s i m i s m o ,  l a s  e s t r a t e g i a s  d e  i n m u n i z a c i ó n  

e s t á n  s u p e d i t a d a s  a  d i c h o  d i a g n ó s t i c o .   

D e b i d o  a  q u e  p o r  t r a n s f e r e n c i a  t r a n s p l a c e n t a r i a  l o s  a n t i c u e r p o s  m a t e r n o s  d e l  t i p o  I g G  

p u e d e n  e s t a r  p r e s e n t e s  e n  e l  n i ñ o  h a s t a  e l  a ñ o  y  m e d i o  d e  v i d a ,  e l  d i a g n ó s t i c o  a n t e s  d e  e s a  

e d a d  d e b e  r e a l i z a r s e  e x c l u s i v a m e n t e  a  t r a v é s  d e  e n s a y o s  v i r o l ó g i c o s .  

D e l i m i t a c i ó n  d e l  p r o b l e m a :   

E l  d i a g n ó s t i c o  p r e c o z  d e l  n e o n a t o  e x p u e s t o ,  e s  d e c i r ,  h i j o  d e  m a d r e  c o n  V I H  ( a u n q u e  

e n  o t r o s  c a s o s  p u e d e  t a m b i é n  i d e n t i f i c a r s e  e n  e s t e  g r u p o  a  n e o n a t o s  q u e  r e c i b i e r o n  l e c h e  

i n f e c t a d a ) ,  e s  d e  s u m a  i m p o r t a n c i a  p e r o  d e  i g u a l  c o m p l e j i d a d ,  l a s  t é c n i c a s  t r a d i c i o n a l e s  

i n m u n o l ó g i c a s  o  m o l e c u l a r e s  c o m o  E L I S A  o  C a r g a  v i r a l  p o r  P C R ,  r e s p e c t i v a m e n t e ,  n o  

t i e n e n  u n  a l c a n c e  a  e s t e  n i v e l .  

U n a  d e  l a s  p r i n c i p a l e s  r a z o n e s  p a r a  q u e  n o  s e  p u e d a  r e a l i z a r  u n  d i a g n ó s t i c o  o p o r t u n o  

e n  e s t a  p o b l a c i ó n  e s  l a  t r a n s f e r e n c i a  d e  a n t i c u e r p o s  m a t e r n o s  v í a  p l a c e n t a r i a  a l  f e t o ,  e n  e l  

m o m e n t o  d e l  e m b a r a z o ,  s i n  q u e  e l l o  s i g n i f i q u e  q u e  h a y a  h a b i d o  l a  i n f e c c i ó n  c o n  e l  V I H ,  a s í  

t a m b i é n ,  o t r a  s i t u a c i ó n  e s  l a  h i s t o r i a  n a t u r a l  q u e  p r e s e n t a  e l  c o m p o r t a m i e n t o  v i r a l ,  q u i e n  

p u e d e  p a s a r  s i n  r e p l i c a r s e  d u r a n t e  m e s e s  o  a ñ o s ,  y  d a d o  q u e  l a s  p r u e b a s  d i s p o n i b l e s  d e t e c t a n  
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a n t i c u e r p o s  ( q u e  e l  n e o n a t o  p o s e e r á  e n  s u  o r g a n i s m o  p o r  t r a n s f e r e n c i a  m a t e r n a ) ,  o  q u e  

d e t e c t a n  l a  p a r t í c u l a  v i r a l  c u a n d o  e s t á  a c t i v a  ( R N A ) ,  h a c e  q u e  e s t a s  p r u e b a s  n o  t e n g a n  

f a c t i b i l i d a d  d e  u s o  s i n o  h a s t a  e l  a ñ o  y  m e d i o  d e  e d a d  q u e  e s  e n  e l  m o m e n t o  e n  q u e  e l  

i n d i v i d u o  e s t a r á  c o n  s u  p l e n o  d e s a r r o l l o  i n m u n i t a r i o  y  c o n  l a  p o s i b i l i d a d  d e  q u e  s i  e l  v i r u s  

e n t r ó ,  p u e d a  r e p l i c a r s e .   

C o n  l o  e x p u e s t o ,  l o s  r e c i é n  n a c i d o s  s i n  u n  c o n o c i m i e n t o  d e  s u  e s t a d o  s e r o l ó g i c o ,  s e  

c o n v i e r t e  e n  u n  i n d i v i d u o  q u e  s e  l o  t r a t a r á  a  c i e g a s ,  s e  l o  e x p o n d r á  a  p r o c e d i m i e n t o s  c o m o  

i n t e r v e n c i o n e s  p r o f i l á c t i c a s  a n t i r r e t r o v i r a l e s  y  d e  i n f e c c i o n e s  o p o r t u n i s t a s ,  r e v i s i ó n  y  c a m b i o s  

e n  e l  e s q u e m a  d e  v a c u n a s  d e l  p r o g r a m a  n a c i o n a l  d e l  r e c i é n  n a c i d o .  A d e m á s ,  l o s  p r e j u i c i o s ,  l a  

d i s c r i m i n a c i ó n  y  e s t i g m a t i z a c i ó n  s o c i a l ,  a s í  c o m o  l a  a f e c t a c i ó n  p s i c o l ó g i c a  a  n i v e l  f a m i l i a r ,  l a  

d e s i g u a l d a d  e n  e l  a c c e s o  y  l a  u t i l i z a c i ó n  d e  s e r v i c i o s  d e  s a l u d ,  p r e s t a c i o n e s  d e  s e r v i c i o s  

s o c i a l e s  e  i n c l u s o  a  l a  v i v i e n d a ,  s o n  o t r o s  e f e c t o s  q u e  s e  e x a c e r b a n  p o r  e l  d e s c o n o c i m i e n t o  

d e l  e s t a d o  s e r o l ó g i c o  d e l  n i ñ o .  

F o r m u l a c i ó n  d e l  p r o b l e m a :   

¿ E l  d i a g n ó s t i c o  e n  e l  r e c i é n  n a c i d o  h i j o  d e  m a d r e  c o n  V I H  p u e d e  r e a l i z a r s e  a p l i c a n d o  

u n a  p r u e b a  m o l e c u l a r  q u e  s e  b a s a  e n  l a  d e t e c c i ó n  d e  r e g i o n e s  n o  v a r i a b l e s  d e l  D N A  p r o v i r a l  

p o r  u n a  P C R  a n i l l a d a ,  l o  q u e  p e r m i t i r í a  u n a  d e t e c c i ó n  o p o r t u n a  d e l  v i r u s  d e  V I H  y  p o r  e n d e ,  

u n  d i a g n ó s t i c o  c e r t e r o  y  p r e c o z ?       

A p l i c a n d o  u n a  t é c n i c a  “ i n  h o u s e ”  d e  P C R  a n i d a d a  p a r a  d e t e c t a r  e l  V I H  e n  s u  e s t a d o  

p r o v i r a l ,  e s t a  t é c n i c a  c u a l i t a t i v a  a m p l i f i c a  p o r  P C R  s e c u e n c i a s  d e  u n a  r e g i ó n  a l t a m e n t e  

c o n s e r v a d a  d e l  g e n  g a g  d e l  V I H - 1  u t i l i z a n d o  i n i c i a l m e n t e  u n  g r u p o  d e  p r i m e r s ,  p a r a  l u e g o ,  a  

p a r t i r  d e l  p r o d u c t o  d e  P C R  s e  v u e l v e  a  u t i l i z a r  p a r a  a m p l i f i c a r  u s a n d o  o t r o  g r u p o  d e  p r i m e r s  

q u e  s e  a n i l l a n  m á s  a d e n t r o  e n  l a  s e c u e n c i a  p r e v i a m e n t e  a m p l i f i c a d a ,  l o  q u e  s e  c o n o c e  c o m o  
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P C R  a n i d a d a ;  l o  q u e  p e r m i t i r á  i d e n t i f i c a r  s e c u e n c i a s  d e l  V i r u s  d e l  V I H  o p o r t u n a m e n t e  e n  

u n a  m u e s t r a  d e l  r e c i é n  n a c i d o  e x p u e s t o .  

J u s t i f i c a c i ó n :   

A  n i v e l  m u n d i a l  s e  h a  f r e n a d o  l a  p r o p a g a c i ó n  d e l  V i r u s  d e  l a  I n m u n o d e f i c i e n c i a  

H u m a n a  ( V I H )  y  l a  p r o g r e s i ó n  d e l  S I D A ,  c o n  l o  q u e  s e  h a  c o n s e g u i d o  r e d u c i r  l a  e p i d e m i a .  

L a s  e s t r a t e g i a s  a p l i c a d a s  h a n  f u n c i o n a d o ,  p o r  l o  q u e  a h o r a  l a  r e s p u e s t a  v a  a l  s i g u i e n t e  

o b j e t i v o :  p o n e r  f i n  a  l a  e p i d e m i a  d e  s i d a  p a r a  e l  2 0 3 0  ( U N A I D S ,  2 0 1 5 ) .   

P a r a  r e s p o n d e r  a  l a  e p i d e m i a ,  O N U S I D A  h a  d e s a r r o l l a d o  u n  e n f o q u e  q u e  p r e t e n d e  

a l c a n z a r  d e  u n a  m a n e r a  r á p i d a  u n  c o n j u n t o  d e  o b j e t i v o s  c o n  p l a z o s  d e f i n i d o s  h a s t a  e l  a ñ o  

2 0 2 0 .  U n o  d e  l o s  o b j e t i v o s  i n c l u i d o s  e n  l a s  e s t r a t e g i a s  a d o p t a d a s  e s  q u e  p o r  l o  m e n o s  e l  9 0 %  

d e  t o d a s  l a s  p e r s o n a s  q u e  v i v e n  c o n  e l  V I H  c o n o z c a n  s u  e s t a d o  s e r o l ó g i c o  r e s p e c t o  a l  V I H ,  

y a  q u e  s e  c o n s i d e r a  q u e  d e  l o s  3 6 , 9  m i l l o n e s  d e  p e r s o n a s  q u e  v i v e n  c o n  e l  V I H  e n  t o d o  e l  

m u n d o ,  1 7 , 1  m i l l o n e s  n o  s a b e n  q u e  t i e n e n  e l  v i r u s ,  p o r  l o  q u e  l o s  s e r v i c i o s  d e  p r u e b a s  d e l  

V I H  d e b e n  l l e g a r  a  e l l o s ,  e n t r e  e l l o s  1 , 8  m i l l o n e s  d e  n i ñ o s  ( U N A I D S ,  2 0 1 5 ) .   

E n  l o s  n e o n a t o s  e x p u e s t o s ,  s e  b a s a  e n  d e t e r m i n a r  e l  A D N  p r o v i r a l ,  l o  q u e  o f r e c e  u n  

p r o n t o  d i a g n ó s t i c o .  E n  e l  E c u a d o r ,  l a  d i s p o n i b i l i d a d  d e  e s t a  p r u e b a  e s t á  l i m i t a d a ,  s e a  p o r  

c a p a c i d a d  t e c n o l ó g i c a ,  c a p a c i d a d  d e l  p e r s o n a l  t é c n i c o  o  c o s t o s  e l e v a d o s  d e  l a  m i s m a ;  l a  

a p l i c a c i ó n  d e  u n a  p r u e b a  m o l e c u l a r  u s a n d o  R e a c c i ó n  e n  C a d e n a  d e  l a  P o l i m e r a s a  ( P C R )  

d e s a r r o l l a n d o  u n a  t é c n i c a  c a s e r a  ( “ i n  h o u s e ” ) ,  s e  v u e l v e  e n  u n a  a l t e r n a t i v a  a c c e s i b l e ,  c o n  e l  

f i n  d e  o f r e c e r  u n  d i a g n ó s t i c o  a  l o s  r e c i é n  n a c i d o s  h i j o s  d e  m a d r e s  c o n  V I H .  

A s i m i s m o ,  e s t a  p r u e b a  b r i n d a  c o n f i a b i l i d a d ,  a l  s e r  i m p l e m e n t a d a  b a j o  u n  r i g u r o s o  

p r o c e d i m i e n t o ,  d e  e s t a  f o r m a  b r i n d a r  u n a  h e r r a m i e n t a  e f i c a z  p a r a  e l  d i a g n ó s t i c o  t e m p r a n o  d e  

V I H  e n  r e c i é n  n a c i d o s  h i j o s  d e  m a d r e s  c o n  s e r o p o s i t i v a s .  
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O b j e t o  d e  e s t u d i o :   

L a  p r e s e n t e  i n v e s t i g a c i ó n  t i e n e  c o m o  o b j e t o  e s t u d i a r  e l  V I H  e n  s u  f a s e  p r o v i r a l ,  e n  

r e c i é n  n a c i d o s  h i j o s  d e  m a d r e s  i n f e c t a d a s .  

C a m p o  d e  a c c i ó n  o  d e  i n v e s t i g a c i ó n :  

L a  t é c n i c a  a  i m p l e m e n t a r s e  e n  e l  p r e s e n t e  e s t u d i o  e s  u n a  p r u e b a  c u a l i t a t i v a  q u e  

a m p l i f i c a  p o r  P C R  ( R e a c c i ó n  e n  C a d e n a  d e  l a  P o l i m e r a s a )  s e c u e n c i a s  d e  u n a  r e g i ó n  

a l t a m e n t e  c o n s e r v a d a  d e l  g e n  g a g  d e l  V I H - 1  u t i l i z a n d o  i n i c i a l m e n t e  u n  g r u p o  d e  p r i m e r s ,  

p a r a  l u e g o ,  a  p a r t i r  d e l  p r o d u c t o  d e  P C R  s e  v u e l v e  a  u t i l i z a r  p a r a  a m p l i f i c a r  u s a n d o  o t r o  

g r u p o  d e  p r i m e r s  q u e  s e  a n i l l a n  m á s  a d e n t r o  e n  l a  s e c u e n c i a  p r e v i a m e n t e  a m p l i f i c a d a ,  l o  q u e  

s e  c o n o c e  c o m o  P C R  a n i d a d a .  

O b j e t i v o  g e n e r a l :   

I m p l e m e n t a r  u n  m é t o d o  d e  d e t e c c i ó n  d e  D N A  p r o v i r a l  e n  r e c i é n  n a c i d o s  e x p u e s t o s ,  

h i j o s  d e  m a d r e s  c o n  V I H ,  a p l i c a n d o  u n a  t é c n i c a  d e  P C R  a n i d a d a  “ i n  h o u s e ” ,  e n  e l  l a b o r a t o r i o  

d e  v i r o l o g í a  d e l  I n s t i t u t o  N a c i o n a l  d e  I n v e s t i g a c i ó n  -  Q u i t o ,  d e  e n e r o  a  j u n i o  d e  a ñ o  2 0 1 3 .    

O b j e t i v o s  e s p e c í f i c o s :   

D e s a r r o l l a r  u n a  t é c n i c a  d e  P C R  a n i d a d a  p a r a  q u e  d e t e c t e  D N A  p r o v i r a l  d e  V I H  p a r a  e l  

d i a g n ó s t i c o  d e  V I H  e n  r e c i é n  n a c i d o s  h i j o s  d e  m a d r e s  s e r o p o s i t i v a s ,  e n  e l  l a b o r a t o r i o  d e  

v i r o l o g í a  d e l  I n s t i t u t o  N a c i o n a l  d e  I n v e s t i g a c i ó n  -  Q u i t o .  

A n a l i z a r  m u e s t r a s  p o r  m e d i o  d e  P C R  a n i d a d a  p a r a  d e t e c t a r  s e c u e n c i a s  d e  A D N  p r o v i r a l  p a r a  

V I H .  

V a l i d a r  l a  t é c n i c a  i m p l e m e n t a d a .  
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L a  n o v e d a d  c i e n t í f i c a :   

E l  u s o  d e  u n  m é t o d o  m o l e c u l a r  p a r a  e l  d i a g n ó s t i c o  d e  u n a  p a t o l o g í a  s i e m p r e  p r e s e n t a  

v e n t a j a s  c o m o  s u  r a p i d e z ,  c o n f i a b i l i d a d  y  p r e c i s i ó n ;  a s i m i s m o ,  p r e s e n t a  d e s v e n t a j a s  c o m o  e l  

c o m p l e j o  e q u i p a m i e n t o ,  e l e v a d o s  c o s t o s  y  p e r s o n a l  a l t a m e n t e  c a p a c i t a d o  l o  q u e  l i m i t a  a  s e r  

u n  m é t o d o  d e  e l e c c i ó n ;  s i n  e m b a r g o ,  u n a  i n f e c c i ó n  q u e  r e q u i e r e  e s t e  t i p o  d e  d i a g n ó s t i c o  e s  l a  

d e t e c c i ó n  d e  V I H  e n  r e c i é n  n a c i d o s  e x p u e s t o s ,  l a  a p l i c a c i ó n  d e  u n a  t é c n i c a  “ i n  h o u s e ”  p o r  

P C R  a n i d a d a ,  f a c i l i t a  s u  a c c e s i b i l i d a d ,  s o b r e  t o d o  e n  l a s  i n s t i t u c i o n e s  p ú b l i c a s ,  p u e s  e n  e l  

E c u a d o r ,  e l  d i a g n ó s t i c o  e n  r e c i é n  n a c i d o  e x p u e s t o s  d e  V I H  s e  e x t i e n d e  h a s t a  e l  a ñ o  y  m e d i o .   
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C a p í t u l o  1   

 

 

E l  V I H :  S u  h i s t o r i a  y  d e s a r r o l l o  e n  e l  s e r  h u m a n o  

E l  V i r u s  d e  l a  I n m u n o d e f i c i e n c i a  H u m a n a  ( V I H )  a t a c a  a  l a s  c é l u l a s  d e  d e f e n s a  d e l  s e r  

h u m a n o ,  l a  i n f e c c i ó n  a g u d a  a v a n z a  d e  s e m a n a s  a  m e s e s  e n  a l g u n o s  c a s o s  h a s t a  s e r  

a s i n t o m á t i c a ,  u n a  e t a p a  c r ó n i c a  d e  u n a  d u r a c i ó n  d e  1 0  a ñ o s  o  m á s ,  s i n  q u e  e l l o  s i g n i f i q u e  q u e  

n o  p u e d e  t r a n s m i t i r s e  e l  v i r u s .  L a  h i s t o r i a  n a t u r a l  d e  l a  e n f e r m e d a d ,  e s  d e c i r ,  s i  r e c i b i r  

t r a t a m i e n t o  a l g u n o ,  p r o g r e s a  h a s t a  r o m p e r  e l  e q u i l i b r i o  d e  d e f e n s a  d e l  h u é s p e d  y  r e p l i c a c i ó n  

v i r a l ,  d e s a t a n d o  e l  S í n d r o m e  d e  I n m u n o  D e f i c i e n c i a  A d q u i r i d a  ( S I D A ) ,  y a  q u e  s u  s i s t e m a  

i n m u n i t a r i o  s e  h a  a f e c t a d o  a l  p u n t o  d e  c o n t r a e r  t o d o  t i p o  d e  i n f e c c i o n e s  c a u s a d a s  p o r  

b a c t e r i a s ,  h o n g o s ,  v i r u s ,  p a r á s i t o s ,  i n c l u s o  t a m b i é n  h a y  p r o l i f e r a c i ó n  d e  c i e r t a s  c é l u l a s  

m a l i g n a s  ( c á n c e r ) ,  c u y a  c o n s e c u e n c i a  f i n a l  e s  l a  m u e r t e  d e l  i n d i v i d u o  ( N I H ,  2 0 1 6 ) ,  y a  q u e  

t i e n e  u n a  t a s a  d e  m o r t a l i d a d  c e r c a n a  a l  1 0 0 %  ( W H O ,  2 0 0 3 ) .  

S u  f o r m a  d e  t r a n s m i s i ó n ,  l a  a c c e s i b i l i d a d  a l  d i a g n ó s t i c o ,  e l  t r a t a m i e n t o  p r o f i l á c t i c o  y  

e l  d e s c o n o c i m i e n t o  y  d e s i n t e r é s  a c e r c a  d e  e s t a  e n f e r m e d a d ,  l a  h a n  c o n v e r t i d o  e n  l a  e p i d e m i a  

m u n d i a l  m á s  c o s t o s a  a  n i v e l  e c o n ó m i c o  y  s o c i a l ;  l a  t a s a  d e  m o r b i l i d a d  y  m o r t a l i d a d  t a n  

e l e v a d a ,  l o s  m e d i c a m e n t o s ,  e l  d i a g n ó s t i c o ,  l a s  c a m p a ñ a s  d e  p r e v e n c i ó n ,  h a n  s u p e r a d o  

c u a l q u i e r  g a s t o  q u e ,  s i  n o  h u b i e r a n  d a d o  é x i t o  l a s  e s t r a t e g i a s  a p l i c a d a s  p a r a  c o n t r o l a r l a ,  

h u b i e r a  s i d o  i m p o s i b l e  d e  m a n t e n e r  ( U N I C E F ,  2 0 1 6 ) .  

L u e g o  d e  t r e i n t a  a ñ o s  d e  s u  d e s c u b r i m i e n t o ,  s e  h a  c o n t r o l a d o  e s t e  p r o b l e m a  d e  s a l u d  

m u n d i a l ,  i m p l e m e n t a n d o  d o s  e s t r a t e g i a s :  p r i m e r o ,  i n s t i t u y e n d o  m e d i d a s  d e  s a l u d  p ú b l i c a  p a r a  

l a  p r e v e n c i ó n  y  c o n t r o l  d e  l a  e x p a n s i ó n  d e l  V I H ;  y  s e g u n d o ,  m o t i v a n d o  a  l a  i n v e s t i g a c i ó n  

c i e n t í f i c a  q u e  p e r m i t a  a v a n z a r  e n  l a  c o m p r e n s i ó n  d e l  c o m p o r t a m i e n t o  d e l  v i r u s  y ,  e n  b a s e  a  

e l l o ,  d e s a r r o l l a r  d i a g n ó s t i c o s  o p o r t u n o s ,  t r a t a m i e n t o s  e f i c a c e s  y ,  p o s i b l e m e n t e  a l g u n a  v a c u n a  

c a p a z  d e  p r e v e n i r  l a  i n f e c c i ó n  ( C h a u c a ,  2 0 0 4 ) .  
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E l  S I D A  c o m o  t a l ,  f u e  d e s c r i t o  p o r  p r i m e r a  v e z  e n  1 9 8 1 ,  c u a n d o  a l g u n o s  j ó v e n e s  

s a n o s  q u e  v i v í a n  e n  z o n a s  u r b a n a s  d e  E s t a d o s  U n i d o s  p r e s e n t a b a n  i n f e c c i o n e s  o p o r t u n i s t a s  

q u e  e r a n  d e s c o n o c i d a s  e n  e s e  g r u p o  e t a r i o .  S i m i l a r e s  i n f e c c i o n e s  f u e r o n  n o t i f i c a d a s  e n  

Á f r i c a ,  e l  C a r i b e  y  E u r o p a  ( W H O ,  2 0 0 3 ) ;  d a d o s  e s t o s  c a s o s ,  s e  r e c o p i l a  i n f o r m a c i ó n  d e  

m u e r t e s  s o s p e c h o s a s  d e s e  1 9 5 9 ,  c u a n d o  s e  e n c u e n t r a  a n t i c u e r p o s  p o s i t i v o s  p a r a  V I H  e n  u n  

s u e r o  d e  u n  f a l l e c i d o  b a j o  c i r c u n s t a n c i a s  p a r e c i d a s  e n  Z a i r e  ( Á f r i c a  c e n t r a l )  y  e n  1 9 6 9  d e  u n  

j o v e n  e n  E s t a d o s  U n i d o s  ( O P S ,  1 9 9 6 ) .  

E l  S I D A  f u e  t o r n á n d o s e  u n a  e n f e r m e d a d  e p i d é m i c a  r á p i d a m e n t e .  L a  m a y o r í a  d e  

j ó v e n e s  q u e  p r e s e n t a b a n  l o s  s í n t o m a s  m u r i e r o n ,  h a b í a  v a r i a s  h i p ó t e s i s  d i s c r e p a n t e s ,  p e r o  s e  

s o s p e c h a b a  q u e  l a  c a u s a  e r a  u n  v i r u s  t r a n s m i t i d o  p o r  l a  s a n g r e  ( W H O ,  2 0 0 3 ) .   

E n  1 9 8 3  e l  P r o f e s o r  L u c  M o n t a g n i e r  y  o t r o s  i n v e s t i g a d o r e s  c o n f i r m a r o n  e s a  s o s p e c h a  

c u a n d o  d e s c u b r i e r o n  u n  n u e v o  a g e n t e  p a t ó g e n o :  u n  r e t r o v i r u s  c o n  t r o p i s m o  p o r  l a s  c é l u l a s  

C D 4 ,  q u e  s o n  l a s  c é l u l a s  q u e  d a n  i n m u n i d a d  c e l u l a r  y  p r o t e g e n  a l  s e r  h u m a n o  d e  u n a  g r a n  

d i v e r s i d a d  d e  p a t ó g e n o s  v í r i c o s ,  m i c o b a c t e r i a n o s  y  f ú n g i c o s  ( W H O ,  2 0 0 3 ) .  

E l  p r o f e s o r  J a c q u e s  P e p i n  d e  l a  U n i v e r s i t é  d e  S h e r b r o o k e ,  h a c e  u n a  r e c o p i l a c i ó n  e n  s u  

l i b r o ,  e n  b a s e  a  u n a  i n v e s t i g a c i ó n  b i b l i o g r á f i c a  y  s u s t e n t a d a  c i e n t í f i c a m e n t e  c o n  p r u e b a s  

m o l e c u l a r e s ,  a c e r c a  d e l  o r i g e n  d e l  V I H ,  P e p i n  r e c a l c a  q u e  e l  v i r u s  f u e  u n a  a p a r e n t e  m u t a c i ó n  

d e l  V I S  ( V i r u s  d e  l a  I n m u n o  D e f i c i e n c i a  S i m i a n a ) ,  q u e  i n f e c t a  a  p o b l a c i o n e s  d e  c h i m p a n c é s  

e n  Á f r i c a  c e n t r a l  h a c e  a p r o x i m a d a m e n t e  1 0 0  a ñ o s  ( D e l g a d o ,  2 0 1 1 ) ,  m i s m o  q u e  c o m p a r t e  

c a r a c t e r í s t i c a s  g e n é t i c a s  y  f o r m a s  d e  t r a n s m i s i ó n  c o n  e l  V I H ,  e l  s a l t o  g e n é t i c o  p u d o  d e b e r s e  a  

l a  f a e n a c i ó n  y  p o s i b l e  z o o f i l i a  d e  e s t o s  a n i m a l e s ,  p r á c t i c a  c o m ú n  e n  l a  p o b l a c i ó n  d e  

L e o p o l d v i l l e  ( Á f r i c a ) ,  d o n d e  s e  d e t e c t a n  l o s  p r i m e r o s  c a s o s  d e  S I D A  e n  h u m a n o s  ( A r a ú j o ,  

2 0 1 4 ) .  
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L a s  p e r s o n a s  i n f e c t a d a s  p o r  e l  v i r u s ,  c u a n d o  l a  e n f e r m e d a d  a v a n z a ,  e n  s u  h i s t o r i a  

n a t u r a l ,  p i e r d e  s u  e q u i l i b r i o  d e  d e f e n s a  y  c o n t r a e  e n f e r m e d a d e s  q u e ,  s o n  l a s  c a u s a n t e s  a  l a  

l a r g a  d e  l a  m o r t a l i d a d  d e l  i n d i v i d u o  ( C h a u c a ,  2 0 0 4 ) .  

E l  V I H  p e r t e n e c e  a  l a  f a m i l i a  d e  l o s  l e n t i v i r u s  y  s e  c l a s i f i c a  e n  d o s  t i p o s :  V I H - 1  y  

V I H - 2 ,  e l l o s  c o m p a r t e n  u n  4 0 - 5 0 %  d e  c a r a c t e r í s t i c a s  g e n é t i c a s  y  u n a  o r g a n i z a c i ó n  g e n ó m i c a  

i g u a l .  E l  V I H - 1  e s  e l  c a u s a n t e  d e  l a  p a n d e m i a  m u n d i a l  d e  S I D A  p u e s  s u  f u n c i o n a l i d a d  v í r i c a  

e s  m á s  p a t o g é n i c a  y  t r a n s m i s i b l e .  L a  i n f e c c i ó n  s o l o  p o r  V I H - 2  e s t á  c o n f i n a d a  p r i n c i p a l m e n t e  

e n  r e g i o n e s  d e  Á f r i c a  o c c i d e n t a l ,  l o s  c a s o s  d e t e c t a d o s  e n  o t r o s  p a í s e s  p r e s e n t a n  c o n f e c c i ó n  

c o n  V I H - 1  ( D e l g a d o ,  2 0 1 1 ) .   

S e  h a  d e s c r i t o  q u e  e l  V I H - 1  y  e l  V I H - 2  s e  o r i g i n a n  d e  d i f e r e n t e s  s a l t o s  i n t e r - e s p e c i e  

d e  v i r u s  q u e  i n f e c t a n  e n  l a  n a t u r a l e z a  a  p o b l a c i o n e s  d e  s i m i o s  e n  Á f r i c a .  E l  V I H - 2  e s t á  

f i l o g e n é t i c a m e n t e  m u y  c e r c a n o  a l  S I V s m ,  v i r u s  d e  l a  i n m u n o d e f i c i e n c i a  d e l  S o o t y  m a n g a b e y ,  

u n a  e s p e c i e  d e  m o n o  m u y  h a b i t u a l  e n  Á f r i c a  o c c i d e n t a l .  E l  o r i g e n  d e l  V I H - 1  n o  e s t á  m u y  

c l a r o ,  p e r o  t e o r í a s  r e s p a l d a d a s  p o r  i n f o r m a c i ó n  g e n é t i c a ,  l e  d a n  o r i g e n  p r o v e n i e n t e  d e l  a g e n t e  

q u e  i n f e c t a  e n  l a  n a t u r a l e z a  a  l a  v a r i e d a d  d e  c h i m p a n c é  P a n  t r o g l o d y t e s  t r o g l o d y t e s  q u e  

h a b i t a  e n  z o n a s  p o c o  a c c e s i b l e s  d e l  s u r  d e  C a m e r ú n  ( S I V c p z P t t )  ( D e l g a d o ,  2 0 1 1 ;  A r a ú j o ,  

2 0 1 4 ) .   

L a s  c e p a s  d e l  V I H - 1  s e  h a n  c l a s i f i c a d o  e n  t r e s  g r a n d e s  g r u p o s  s e g ú n  s u  h o m o l o g í a  

g e n é t i c a  y  s e  p i e n s a  q u e  r e p r e s e n t a n  d i f e r e n t e s  e p i s o d i o s  d e  s a l t o  i n t e r - e s p e c i e s .  E s t o s  s o n  e l  

g r u p o  M  ( m a i n  o  p r i n c i p a l ) ,  e l  g r u p o  O  ( o u t l i e r ) ,  y  e l  g r u p o  N  ( n o  M ,  n o  O ) .  E l  g r u p o  M  s e  

h a  d i v i d i d o  e n  9  s u b t i p o s  ( A ,  B ,  C ,  D ,  F ,  G ,  H ,  J ,  K )  y  e n  c e p a s  r e c o m b i n a n t e s  e n t r e  e l l o s ,  

d e n o m i n a d o s  C R F  ( f o r m a s  r e c o m b i n a n t e s  c i r c u l a n t e s ) .  L o s  C R F  s e  f o r m a n  p o r  

r e c o m b i n a c i ó n  d e  f r a g m e n t o s  g e n ó m i c o s  d e  d i s t i n t o s  s u b t i p o s .  A c t u a l m e n t e  s e  h a n  d e s c r i t o  

m á s  d e  3 0  C R F  y  s u  n ú m e r o  s e  i n c r e m e n t a  c o n s t a n t e m e n t e  ( D e l g a d o ,  2 0 1 1 ) .  
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F i s i o p a t o l o g í a  d e l  v i r u s ,  h i s t o r i a  n a t u r a l  y  d i a g n ó s t i c o  

E l  v i r i ó n  d e l  V I H - 1  t i e n e  u n a  e s t r u c t u r a  i c o s a h é d r i c a  c o n  u n  d i á m e t r o  e n t r e  8 0  y  1 2 0  

n m ,  c o n  7 2  g l i c o p r o t e í n a s  c o n  d o s  c o p i a s  i d é n t i c a s  d e  R N A  d e  u n a  s o l a  c a d e n a ,  e l  c u a l  e s t á  

e m p a c a d o  e n  u n a  c u b i e r t a  p r o t e i c a  o  c á p s i d e ,  q u e  f o r m a  p a r t e  d e  u n  c o n g l o m e r a d o  p r o t e i c o  

e n  e l  c e n t r o  d e  l a  p a r t í c u l a  v i r a l  y  e s t á  c o n f o r m a d o  p o r  t r e s  p r o t e í n a s  e s t r u c t u r a l e s  m a y o r e s  y  

t r e s  e n z i m á t i c a s  q u e  s o n :  l a  t r a n s c r i p t a s a  i n v e r s a ,  u n a  e n d o n u c l e a s a  d e  A D N  ( i n t e g r a s a )  y  u n a  

p r o t e a s a  ( C o r d e i r o  &  T a r o c o ,  2 0 0 6 ) ;  h a y  a l  m e n o s  s e i s  g e n e s  n o  e s t r u c t u r a l e s  q u e  r e g u l a n  l a  

r e p l i c a c i ó n  v i r a l  y  l a  i n t e r a c c i ó n  d e l  g e n o m a  v i r a l  c o n  e l  g e n o m a  c e l u l a r :  v i f ,  v p u ,  v p r ,  t a t ,  

r e v  y  n e f .  L o s  p r o d u c t o s  d e  e s t o s  g e n e s  a c t ú a n  c o o r d i n a d a m e n t e  c o m o  r e g u l a d o r e s  p o s i t i v o s  

y / o  n e g a t i v o s  d e  l a  t r a n s c r i p c i ó n  ( R a m í r e z ,  2 0 0 4 ) .   

E n  l a  c á p s i d e  e s t á  e l  g e n  e s t r u c t u r a l  p o l ,  q u e  p a r t i c i p a n  e n  l o s  p a s o s  t e m p r a n o s  d e l  

c i c l o  v i t a l  d e l  v i r u s  y  l a  c o n f o r m a c i ó n  f i n a l  d e  l a s  p a r t í c u l a s  v i r a l e s  a n t e s  d e  s a l i r  d e  l a  c é l u l a  

h u é s p e d ;  l a  c á p s i d e  e s t á  r o d e a d a  d e  u n a  c u b i e r t a  l i p í d i c a  q u e  e s  d e r i v a d a  d e  l a  m e m b r a n a  

c e l u l a r  d e  l a  c é l u l a  h u é s p e d  i n f e c t a d a  y  p o s e e  l a s  g l i c o p r o t e í n a s  d e  m e m b r a n a  g p 1 2 0  y  g p 4 1 ,  

q u e  d e r i v a n  d e l  t e r c e r  g e n e  e s t r u c t u r a l  o  e n v ,  a l  s e r  a b u n d a n t e m e n t e  g l i c o s i l a d a s  l a  c o n v i e r t e n  

e n  u n  e l e m e n t o  c r u c i a l  p a r a  e l  r e c o n o c i m i e n t o  d e  l o s  r e c e p t o r e s  d e  l a s  c é l u l a s  d i a n a  

( R a m í r e z ,  2 0 0 4 ) .   

E l  V I H - 1  i n f e c t a  e s  c a p a z  d e  i n f e c t a r  d i f e r e n t e s  c é l u l a s  d e l  c u e r p o  h u m a n o  s i e n d o  l o s  

p r i n c i p a l e s  b l a n c o s  e l  l i n f o c i t o  T  C D 4 +  y  l o s  m a c r ó f a g o s ,  y  o t r a s  c o m o  c é l u l a s  d e  s o s t é n  

( g l í a )  d e l  s i s t e m a  n e r v i o s o  c e n t r a l  y  n e u r o n a s ,  c é l u l a s  e n t e r o c r o m a f i n e s  d e l  i n t e s t i n o  y  c é l u l a s  

d e n d r í t i c a s  i n c l u y e n d o  l a s  c é l u l a s  d e  L a n g e r h a n s  a s í  c o m o  p r e c u r s o r e s  d e  m é d u l a  ó s e a  

( R a m í r e z ,  2 0 0 4 ) .   
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E l  p r o c e s o  e n  g e n e r a l ,  d e  r e p l i c a c i ó n  d e l  v i r u s  s e  r e s u m e  a s í :  e n t r a d a  a  l a  c é l u l a ,  

t r a n s c r i p c i ó n  i n v e r s a ,  i n t e g r a c i ó n  d e l  A D N c  ( A D N  c o p i a )  v i r a l  e n  e l  g e n o m a  h o s p e d a d o r ,  

t r a n s c r i p c i ó n  d e l  A D N  v í r i c o  o r i g i n a n d o  l a  f o r m a c i ó n  d e  A R N m  v í r i c o s  y  e l  A R N  d e  l a  

p r o g e n i e ,  e n c a p s i d a c i ó n  e n  e l  c i t o p l a s m a  y  p o r  ú l t i m o ,  l a  g e m a c i ó n  d e  v i r i o n e s  c o n  e n v o l t u r a ,  

c o n  l a  c o n s i g u i e n t e  l i b e r a c i ó n  d e  l a  c é l u l a  ( C o r d e i r o  &  T a r o c o ,  2 0 0 6 ) .  

E l  V I H  s e  a n c l a  a  l a  c é l u l a  h u é s p e d  p o r  l a  i n t e r a c c i ó n  c o n  2  t i p o s  d e  r e c e p t o r e s ,  l a  

m o l é c u l a  d e  C D 4 ,  y  e l  o t r o ,  u n  c o n j u n t o  d e  c o r r e c e p t o r e s  d e l  V I H  ( A l c a m í ,  2 0 0 8 ) ,  y  

q u i m i o c i n a s  c o m o  C C R 5  y  C X C R 4  ( R a m í r e z ,  2 0 0 4 ) .   

A l  i n g r e s a r  e l  v i r i ó n  e m p i e z a  l a  a c c i ó n  d e  l a  t r a n s c r i p t a s a  r e v e r s a ,  q u e  e s  u n a  A D N  

p o l i m e r a s a  y  p a s a  e l  A R N  v i r a l  a  u n a  c o p i a  d e  A D N  l i n e a l  y  m o n o c a t e n a r i o ,  t o d o  e l l o  e n  e l  

c i t o s o l  d e  l a  c é l u l a  h u é s p e d ,  l a  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  s e  c u m p l e  e n  t r e s  p a s o s :  1 )  s í n t e s i s  d e  

A D N  u s a n d o  c o m o  m o l d e  e l  A R N  v i r a l ,  2 )  s í n t e s i s  d e  A D N  u s a n d o  c o m o  m o l d e  A D N ,  y  3 )  

a c t i v i d a d  d e  r i b o n u c l e a s a  H  ( d e g r a d a  l a  c a d e n a  d e  A R N  d e  u n  h í b r i d o  A R N : A D N )  u s a n d o  

c o m o  c e b a d o r  A R N t  d e  o r i g e n  c e l u l a r ;  d e  e s t a  f o r m a  s e  t r a n s c r i b e  a  A D N  u n  c e n t e n a r  d e  

n u c l e ó t i d o s  c e r c a n o s  a l  e x t r e m o  5  ́ d e l  A R N  v i r a l ,  d e t e n i é n d o s e  a l l í  e l  p r o c e s o  d e  

t r a n s c r i p c i ó n  ( C o r d e i r o  &  T a r o c o ,  2 0 0 6 ) .  

L a  e n z i m a  i n t e g r a s a  i n s e r t a  e l  A D N  p r o v i r a l  e n  e l  A D N  g e n ó m i c o  h u é s p e d ,  c o n  

a y u d a  d e l  c o a c t i v a d o r  c e l u l a r  L E D G F /  p 7 5  ( l e n s  e p i t h e l i u m  d e r i v e d  g r o w t h  f a c t o r ) ,  q u e  l e  

p e r m i t e  a l  p r o v i r u s  i n t e g r a r s e  e n  r e g i o n e s  d e  g e n e s  c e l u l a r e s  a l t a m e n t e  e x p r e s a d o s  ( A r c i a  

A n a y a ,  M o n t o y a  G u a n i n ,  &  R u g e l e s  L ó p e z ,  2 0 1 4 ) ,  c u a n d o  y a  e s t á n  s i n t e t i z a d a s  l a s  p r o t e í n a s  

v i r a l e s ,  s o n  p r o c e s a d a s  p o r  t r a d u c c i ó n  p r e v i o  a l  e n s a m b l a j e  c o n s t i t u y e n d o  l a s  p a r t í c u l a s  

v i r a l e s  m a d u r a s ,  a q u í  p a r t i c i p a n  a l g u n a s  p r o t e í n a s  v i r a l e s  c o m o  V i f ,  V p u  y  l a  p r o t e a s a  v i r a l  

( E m e r m a n  &  M a l i m  ,  1 9 9 8 ;  M a n g e a t  ,  y  o t r o s ,  2 0 0 3 )  
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P o r  l a  c a r a c t e r í s t i c a  m u t a g é n i c a  q u e  p o s e e  A P O B E C 3 G ,  l a  t a s a  d e  e r r o r  d e  l a  

t r a n s c r i p t a s a  r e v e r s a  q u e  s i n t e t i z a  a s í  m o l é c u l a s  d e  A D N c  d e f e c t i v a s  e s  e l e v a d a  y  f r e c u e n e ,   

e s t o  h a c e  q u e  n o  s e  p u e d a n  i n t e g r a r  y  r e p l i c a r s e  d e  f o r m a  e f e c t i v a ,  s i n  e m b a r g o  e s t a  m i s m a  

p a r t i c u l a r i d a d  d e  m u t a c i ó n  e s  l a  q u e  a p r o v e c h a  e l  v i r u s  p a r a  l a  n o  i d e n t i f i c a c i ó n  i n m u n i t a r i a  

( A l c a m í ,  2 0 0 8 ) .  

H a y  u n  e f e c t o  c i t o p á t i c o  c o m o  c o n s e c u e n c i a  d e  l a  i n f e c c i ó n  p o r  V I H  d e  l o s  l i n f o c i t o s  

C D 4 + ,  a l  p e r d e r  e l  e q u i l i b r i o  e n t r e  l a  r e s p u e s t a  i n m u n e  y  l a  r e p l i c a c i ó n  v i r a l ,  s e  p r o d u c e  u n a  

i n m u n o d e f i c i e n c i a  a d q u i r i d a  ( M c  C u t c h a n ,  C a r r ,  &  R o b b ,  2 0 0 2 ) ;  l a s  c é l u l a s  d e n d r í t i c a s  

m u e s t r a n  e n  s u  m e m b r a n a  l e c t i n a s  D C - S I G N  y  L - S I G N ,  l a s  q u e  a d h i e r e n  d e  u n a  f o r m a  

i n e s p e c í fi c a  e l  v i r u s  d e l  V I H ,  e s t a  u n i ó n  a  l a s  l e c t i n a s  p r o d u c e  u n a  f a c i l i d a d  y  a c r e c e n t a  

e n o r m e m e n t e  l a  i n f e c c i ó n  d e  l o s  l i n f o c i t o s  c i r c u n d a n t e s ,  e s t e  p r o c e s o  s e  d e n o m i n a  

f a c i l i t a c i ó n  e n  t r a n s ,  y  h a c e  d e  l a  i n t e r a c c i ó n  e n t r e  c é l u l a s  d e n d r í t i c a s  y  l i n f o c i t o s ,  

d e n o m i n a d a  s i n a p s i s  i n m u n i t a r i a ,  u n a  z o n a  p r e f e r e n t e  d e  p r o p a g a c i ó n  d e l  V I H  a  l i n f o c i t o s  

C D 4  o  c é l u l a s  c o n  r e c e p t o r e s  s i m i l a r e s  ( A l c a m í ,  2 0 0 8 ) .  

L a s  v í a s  d e  t r a n s m i s i ó n  d e l  v i r u s  s o n  m u y  l i m i t a d a s  y  h a s t a  c o n d i c i o n a d a s ,  s i n  

e m b a r g o  s u  p r o p a g a c i ó n  e n  3 0  a ñ o s  n o  h a  d e j a d o  d e  s o r p r e n d e r  a  l a  c o m u n i d a d  c i e n t í f i c a  e n  

g e n e r a l ,  d e b i d o  a  l a  c a n t i d a d  d e  f a c t o r e s  q u e  c o n t r i b u y e n  a l  a u m e n t o  d e  s e r o p o s i t i v o s ,  ( M e s a -

M a z o ,  V e r g a ñ o - S a l a z a r ,  S á n c h e z - B o t e r o ,  &  M u ñ o z - L o a i z a  ,  2 0 1 0 ) ,  l o s  R e t r o v i r u s  

t r a n s m i t i d o s  p o r  l a  s a n g r e  c o m o  e l  V I H  a p r o v e c h a n  l o s  c o n t a c t o s  s e x u a l e s ,  l a s  t r a n s f u s i o n e s  

s a n g u í n e a s  c o n  h e m o c o m p o n e n t e s  n o  s e g u r o s ,  l a s  d r o g a s  i n y e c t a b l e s  ( i n t r a v e n o s a s  e n  s u  g r a n  

m a y o r í a ) ,  l o s  d e s c u i d o s  e n  l a s  l l a m a d a s  p r e c a u c i o n e s  u n i v e r s a l e s  d e n t r o  d e l  e n t o r n o  

s a l u b r i s t a  p r i n c i p l a m e n t e ;  y  l a  v í a  v e r t i c a l ,  d e  l a  m a d r e  a l  n i ñ o  d u r a n t e  e l  e m b a r a z o ,  e l  p a r t o  y  

l a  l a c t a n c i a  ( W H O ,  2 0 0 3 ) .  
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S e  h a  v i s t o  q u e  a l g u n o s  i n d i v i d u o s  p r o g r e s a n  m u y  r á p i d o  a  l a  f a s e  d e  S I D A ,  s i n  

e m b a r g o ,  o t r o s  p r e s e n t a n  u n a  e s t a b l e  r e s p u e s t a  i n m u n o l ó g i c a ,  s e  c r e e  q u e  e s t o  s e  d e b e  a  l o s  

c l u s t e r  o f  d i f f e r e n t i a t i o n  ( C D )  o  g r u p o  d e  d i f e r e n c i a c i ó n ,  q u e  s o n  m o l é c u l a s  a n t i g é n i c a s ,  

e x p r e s a d a s  e n  l a  s u p e r f i c i e  c e l u l a r ,  c o n  f u n c i o n e s  d i v e r s a s  a  n i v e l  b i o l ó g i c o ;  a s í ,  l o s  

l i n f o c i t o s  T  h u m a n o s  s e  p u e d e n  d i v i d i r  e n  c é l u l a s  q u e  c u m p l e n  f u n c i o n e s  d e  c o l a b o r a c i ó n  a  

o t r a s  c é l u l a s  i n m u n i t a r i a s  y  c é l u l a s  q u e  m e d i a n  a c t i v i d a d  c i t o t ó x i c a  y  e x p r e s a n  

p r e f e r e n c i a l m e n t e  e l  a n t í g e n o  C D 4  y  l a s  c i t o t ó x i c a s ,  e l  C D 8 ,  l a s  m o l é c u l a s  C D 4  y  C D 8  

p o s e e n  l a  f u n c i ó n  b i o l ó g i c a  d e  i n t e r a c c i ó n  c o n  l a  e s t r u c t u r a  m o l e c u l a r  d e l  c o m p l e j o  m a y o r  d e  

h i s t o c o m p a t i b i l i d a d  ( C M H )  c l a s e  I I  y  c l a s e  I ,  r e s p e c t i v a m e n t e .  E s t e  p r o c e s o  e s  v i t a l  d u r a n t e  

l a  p r e s e n t a c i ó n  a n t i g é n i c a  y  l a  p o s t e r i o r  a c t i v a c i ó n  d e l  s i s t e m a  i n m u n e  ( N o d a  A l b e l o ,  V i d a l  

T a l l e t ,  P é r e z  L a s t r e ,  &  C a ñ e t e  V i l l a f r a n c a ,  2 0 1 3 ) .  

R e f e r e n t e s  e m p í r i c o s  

U n  r e s u l t a d o  p o s i t i v o  d e  i n f e c c i ó n  p o r  V I H ,  s e  l o  d a  a  p a r t i r  d e l  u s o  d e  d o s  t é c n i c a s  

c o n  d i s t i n t o  p r i n c i p i o  d e  r e a c c i ó n  a n t i g é n i c a  c o n  s u  p o s t e r i o r  c o n f o r m a c i ó n  p o r  W e s t e r n  B l o t  

e n  l a  m a y o r  p a r t e  d e  c a s o s .  L a s  p r u e b a s  s e r o l ó g i c a s  d e  c u a r t a  g e n e r a c i ó n  ( a ñ a d e n  a n t í g e n o -

p 2 4 )  r e d u c e n  e l  p e r í o d o  v e n t a n a  a  1 3 - 1 5  d í a s .  L a  v i r e m i a  p l a s m á t i c a  ( c a r g a  v i r a l )  s e  u t i l i z a  

p a r a  e l  s e g u i m i e n t o  d e  l o s  p a c i e n t e s  i n f e c t a d o s  p o r  V I H ,  p a r a  d e f i n i r  i n i c i o  d e  t r a t a m i e n t o  y  

p a r a  c o m p r o b a r  e l  f a l l o  v i r o l ó g i c o  a l  e s q u e m a  a n t i r r e t r o v i r a l .  L a s  p r u e b a s  d e  r e s i s t e n c i a  

d e t e r m i n a n  e l  c a m b i o  d e  t r a t a m i e n t o ,  y  d e t e c t a n  l a  t r a n s m i s i ó n  d e  c e p a s  r e s i s t e n t e s  e n  

d i a g n ó s t i c o s  r e c i e n t e s  ( G a r c í a  ,  Á l v a r e z ,  B e r n a l ,  C h u e c a ,  &  G u i l l o t ,  2 0 1 1 ) .   

E s  d e  s u m a  i m p o r t a n c i a  q u e  e l  d i a g n ó s t i c o  d e  i n f e c c i ó n  e n  n i ñ o s  r e c i é n  n a c i d o s  h i j o s  

d e  m u j e r e s  c o n  V I H  s e  l o  h a g a  l o  m á s  p r e c o z m e n t e  p o s i b l e ,  y a  q u e  s u  i d e n t i f i c a c i ó n  

t e m p r a n a  a y u d a  e n  l a  p r o n t a  i n i c i a c i ó n  c o n  l a  t e r a p é u t i c a  a p r o p i a d a .  I g u a l ,  l a s  e s t r a t e g i a s  d e  

v a c u n a c i ó n  e s t á n  s u j e t a s  a  d i c h o  d i a g n ó s t i c o  ( F o n s e c a  &  P r i e t o ,  2 0 0 5 ) .   
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E n  e l  E c u a d o r ,  n o  s e  d i s p o n e n  d e  d a t o s  f i d e d i g n o s  d e  p r e v a l e n c i a  m a t e r n a  y  n e o n a t o s  

e x p u e s t o s  p a r a  V I H ,  h a y  e s t u d i o s  e n  p a í s e s  d e  s i m i l a r e s  c o n d i c i o n e s  g e o g r á f i c a s ,  

p o b l a c i o n a l e s  y  s o c i o e c o n ó m i c a s  c o m o  C o l o m b i a  d o n d e  e s t a  s e  s i t ú a  e n  e l  1 , 4 4 ‰  ( 1 , 3 7 -

1 , 5 2 ) ,  a s i m i s m o ,  l a  t r a n s m i s i ó n  v e r t i c a l  ( T V )  d e l  V I H ,  s i n  t e r a p i a  y  p r o f i l a x i s  m a t e r n a  e s t á  e n  

u n  1 4 - 2 5 %  d e  l o s  c a s o s ;  e s t a  t r a n s m i s i ó n  s e  p u e d e  p r o d u c e  i n t r a ú t e r o  ( 2 5 - 4 0 %  d e  l o s  c a s o s )  

o  i n t r a p a r t o  ( 6 0 - 7 5 %  d e  l o s  c a s o s ) .  L a  l a c t a n c i a  m a t e r n a  a u m e n t a  e l  r i e s g o  e n  u n  1 6 %  e n  

c a s o s  d e  i n f e c c i ó n  e s t a b l e c i d a  y  e n  u n  2 9 %  e n  c a s o s  d e  p r i m o i n f e c c i ó n .  ( U N I C E F F ,  2 0 1 3 ) .  

L a  m a y o r í a  d e  l o s  c a s o s  e n  n i ñ o s  s e  d e b e  a  i n f e c c i ó n  v e r t i c a l ;  c o n  u n a  e s t i m a c i ó n  d e  

6 3 0  ( 5 7 0 - 7 4 0 )  m i l  n i ñ o s  m e n o r e s  d e  1 5  a ñ o s  i n f e c t a d o s  a n u a l m e n t e .  E n  e l  2 0 0 3  h a b í a  2 , 1  

m i l l o n e s  d e  n i ñ o s  m e n o r e s  d e  1 5  a ñ o s  v i v i e n d o  c o n  V I H ;  e n  e s t e  m i s m o  a ñ o  m u r i e r o n  4 9 0  

( 4 4 0 - 5 8 0 )  m i l  n i ñ o s ,  9 0 %  e n  Á f r i c a .  

L a  t r a n s m i s i ó n  d e l  V I H  a l  n i ñ o  s u c e d e  p o r  t r e s  m e c a n i s m o s  d i f e r e n t e s :  

1 .  T r a n s m i s i ó n  i n t r a - p a r t o .  R e p r e s e n t a  e n t r e  4 0  y  8 0 %  d e  l o s  c a s o s  y  e s  c a u s a d a  p o r  e l  

c o n t a c t o  f e t a l  c o n  l a  s a n g r e  y  e l  l í q u i d o  a m n i ó t i c o .  

2 .  T r a n s m i s i ó n  i n  ú t e r o .  O c a s i o n a l m e n t e  s e  h a  i d e n t i f i c a d o  V I H  e n  e l  t e j i d o  f e t a l  a  l a  o c t a v a  

s e m a n a  d e  g e s t a c i ó n .  E s  r e s p o n s a b l e  d e l  1 0 %  a l  2 5 %  d e  l o s  c a s o s .  

3 .  T r a n s m i s i ó n  a  t r a v é s  d e  l a  l e c h e  m a t e r n a .  L a  l a c t a n c i a  m a t e r n a  e s  e l  m e c a n i s m o  d e  

t r a n s m i s i ó n  e n  1 4 %  a  3 0 %  d e  l o s  c a s o s .  

E n  e l  r e c i é n  n a c i d o  e s  i n ú t i l  l a  d e t e r m i n a c i ó n  d e  a n t i c u e r p o s  c o n t r a  V I H ,  m e d i a n t e  E l i s a  o  

W e s t e r n  B l o t  d e b i d o  a l  p a s o  d e  a n t i c u e r p o s  m a t e r n o s  a l  f e t o  q u e  d e t e r m i n a  q u e  e l  r e s u l t a d o  

s e a  p o s i t i v o .  S e  d e b e n  r e a l i z a r  p r u e b a s  v i r a l e s  d i r e c t a s  c o m o  P C R - A R N ,  P C R - A D N  y  c u l t i v o  

v i r a l  ( F o n s e c a  &  P r i e t o ,  2 0 0 5 ) .  
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E l  d i a g n ó s t i c o  d e  l a  i n f e c c i ó n  V I H  e n  n e o n a t o s  e x p u e s t o s  d e b e  r e a l i z a r s e  l o  m á s  p r e c o z  

p o s i b l e ,  p r e f e r i b l e m e n t e  e n  l a s  p r i m e r a s  4 8  h o r a s  d e  v i d a  y a  q u e  s o n  m u y  i m p o r t a n t e s  l a s  

i m p l i c a c i o n e s  q u e  e l  t r a t a m i e n t o  c o n  a n t i r r e t r o v i r a l e s  t i e n e  e n  e l  p r o n ó s t i c o  d e  l o s  n i ñ o s  

i n f e c t a d o s  p o r  V I H ,  l a s  p r u e b a s  s e r o l ó g i c a s ,  s i n  e m b a r g o ,  n o  s o n  v á l i d a s  p a r a  l o s  n i ñ o s  

m e n o r e s  d e l  a ñ o  y  m e d i o ,  e n  q u i e n e s  l o s  a n t i c u e r p o s  a n t i - V I H  p u e d e n  s e r  d e  t r a n s f e r e n c i a  

m a t e r n a  d u r a n t e  l a  g e s t a c i ó n  p o r  l o  e n  e s t e  g r u p o  e t a r i o  l a  d e  e l e c c i ó n  e s  P C R  D N A ,  

e s t i m á n d o s e  q u e ,  e n  l a  m a y o r í a  d e  l o s  n i ñ o s ,  l a  i n f e c c i ó n  V I H  p u e d e  s e r  d e f i n i t i v a m e n t e  

d i a g n o s t i c a d a  a l  m e s  d e  v i d a ,  y  e n  p r á c t i c a m e n t e  t o d o s  l o s  p a c i e n t e s  a  l o s  6  m e s e s  d e  e d a d  

( L e ó n - L e a l ,  G o n z á l e z - F a r a c o ,  P a c h e c o ,  &  L e a l ,  2 0 1 4 ) .  

E l  A D N  p r o v i r a l  e s  e l  g e n o m a  v i r a l  i n t e g r a d o  e n  e l  g e n o m a  d e  l a  c é l u l a  h u é s p e d  a  l a  q u e  e l  

v i r u s  i n f e c t a .  E n  l a  a c t u a l i d a d ,  e s t a  p r u e b a  e s t á  s i e n d o  r e e m p l a z a d a  p o r  l a  d e t e r m i n a c i ó n  d e  

c a r g a  v i r a l  ( A R N - V I H ) ,  p o r  v a r i o s  f a c t o r e s ,  p r i n c i p a l m e n t e  p o r  l a  d i f i c u l t a d  d e  d i s p o n e r  d e  

e n s a y o s  c o m e r c i a l e s  p a r a  d e t e r m i n a r  A D N  p r o v i r a l ,  c o n  s u f i c i e n t e s  c o n t r o l e s  d e  c a l i d a d  y  

c e r t i f i c a c i ó n  p o r  a g e n c i a s  r e g u l a d o r a s ,  a d e m á s  d e  q u e  p a r a  s u  r e a l i z a c i ó n  s e  d e b e  u t i l i z a r  

s a n g r e  t o t a l .  N o  o b s t a n t e ,  s i g u e  s i e n d o  l a  d e t e r m i n a c i ó n  d e  r e f e r e n c i a  e n  e l  m o m e n t o  d e  

u t i l i z a r  l o s  m é t o d o s  m o l e c u l a r e s  d i a g n ó s t i c o s  d e  i n f e c c i ó n  V I H .  E s  a s í ,  e s t a  p r u e b a  e s  c l a v e  

e n  a q u e l l a s  s i t u a c i o n e s  d i a g n ó s t i c a s  e n  l a s  q u e  l a  s e r o l o g í a  n o  e s  c o n c l u y e n t e  c o m o  e n  e l  c a s o  

p a r t i c u l a r  d e  v a l o r a r  l a  t r a n s m i s i ó n  m a d r e - h i j o  ( G a r c í a  ,  Á l v a r e z ,  B e r n a l ,  C h u e c a ,  &  G u i l l o t ,  

2 0 1 1 ) .  

L a s  i n v e s t i g a c i o n e s  d e  e s t i m a c i ó n  d e  l a  t r a n s m i s i ó n  u t i l i z a n d o  c o m o  e n s a y o  v i r o l ó g i c o  l a  

d e t e c c i ó n  d e  D N A  p r o v i r a l  p o r  P C R  h a n  m o s t r a d o  q u e  a p r o x i m a d a m e n t e  u n  t e r c i o  d e  l o s  

n i ñ o s  i n f e c t a d o s  p u e d e n  s e r  d i a g n o s t i c a d o s  d e n t r o  d e  l a s  4 8  h o r a s  d e  n a c i d o s ,  c o n  l o  q u e  s e  

d e m o s t r a r í a  q u e  e s t o s  n i ñ o s  s e  i n f e c t a r o n  t e m p r a n a m e n t e  e n  ú t e r o ;  l o s  r e s t a n t e s ,  i d e n t i f i c a d o s  

p o s t e r i o r m e n t e ,  i n d i c a r í a  q u e  l a  t r a n s m i s i ó n  d e  l a  i n f e c c i ó n  f u e  t a r d í a ,  m u y  p r e s u m i b l e m e n t e  
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e n  e l  p e r i p a r t o .  E s t a  s e r í a  u n a  r a z ó n  p o r  l a  c u a l  l a  s e n s i b i l i d a d  d e  e s t e  e n s a y o  e n  l o s  p r i m e r o s  

d í a s  d e  v i d a  n o  a l c a n z a r í a  l o s  n i v e l e s  d e  d e t e c c i ó n  ó p t i m o s .  L a  s e n s i b i l i d a d  d e  u n  s o l o  e n s a y o  

d e  D N A  P C R  r e a l i z a d o  a  m e n o s  d e  4 8  h o r a s  d e  v i d a  e s  m e n o r  a l  4 0 % ,  p e r o  a u m e n t a  

r á p i d a m e n t e  d u r a n t e  l a  s e g u n d a  s e m a n a  ( 9 3 % )  y  a l c a n z a  e l  9 6 %  a  l o s  2 8  d í a s  d e  v i d a ,  y  c o n  

u n a  e s p e c i f i c i d a d  d e l  9 9 %  ( U N I C E F F ,  2 0 1 3 ) .   

E s t e  m a r c a d o r  e s  s u m a m e n t e  i m p o r t a n t e ,  e n  p a r t i c u l a r  e n  n i ñ o s  c o n  r e s u l t a d o s  p r e v i o s  

n e g a t i v o s ,  y a  q u e  e l  v a l o r  p r e d i c t i v o  d e l  n e g a t i v o  e s  d e l  1 0 0 %  a  l o s  6  m e s e s  d e  v i d a .  E n  s u  

m a y o r í a ,  e s t o s  e n s a y o s  s o n  d e s a r r o l l a d o s  e n  e l  l a b o r a t o r i o  y  e n  g e n e r a l  d e b e r í a n  i n c l u i r  l a  

d e t e c c i ó n  d e  m á s  d e  u n  g e n  d e  V I H ,  a d e m á s  d e  l a  d e t e c c i ó n  d e  u n  g e n  c e l u l a r .  P o r  o t r a  p a r t e ,  

l o s  e n s a y o s  d e s a r r o l l a d o s  e n  e l  l a b o r a t o r i o  p a r a  D N A  p r o v i r a l  d e b e r í a n  a d e m á s  s e r  e v a l u a d o s  

e n  s u  s e n s i b i l i d a d  p a r a  l a  d e t e c c i ó n  d e  s u b t i p o s  n o - B  y  s u s  f o r m a s  r e c o m b i n a n t e s ,  c o m o  l o s  

q u e  c i r c u l a n  e n  n u e s t r o  p a í s ,  y a  q u e  e s t a  p o d r í a  e s t a r  d i s m i n u i d a  t r a t á n d o s e  d e  u n a  t é c n i c a  d e  

a m p l i f i c a c i ó n  g e n ó m i c a .  F i n a l m e n t e ,  r e s p e c t o  d e  e s t e  m a r c a d o r ,  e s  i m p o r t a n t e  r e c o r d a r  q u e  

l a  d e t e c c i ó n  d e  D N A  p r o v i r a l  e n  t i e m p o  r e a l  p r e s e n t a  u n a  s e n s i b i l i d a d  s u p e r i o r  a  l a  d e  l o s  

m é t o d o s  c o n v e n c i o n a l e s  d e  D N A  P C R  ( O l a d o k u n  ,  y  o t r o s ,  2 0 1 5 ) .  

E s t u d i o s  r e a l i z a d o s  p o r  C a ñ i z a l  y  c o l ,  r e p o r t a n  q u e ,  s i  h u b o  i n f e c c i ó n  e n  l o s  n i ñ o s ,  e l  R N A  

e x t r a c e l u l a r  a l c a n z a  a l t o s  n i v e l e s  r á p i d a m e n t e ,  p o r  l o  q u e  l a s  p r u e b a s  d e  R N A  p u e d e n  s e r  

ú t i l e s ,  p e r o  p e r s i s t i e n d o  e l  p r o b l e m a  q u e  e s t o  s o l o  t i e n e  u n  a l t o  v a l o r  p r e d i c t i v o  p o s i t i v o ,  p o r  

l o  q u e  l a  d e t e c c i ó n  d e  R N A  p l a s m á t i c o  c u a l i t a t i v o  e s  u n  m a r c a d o r  a l t a m e n t e  s e n s i b l e  p a r a  e l  

d i a g n ó s t i c o  t e m p r a n o  e n  c a s o s  d e  u n a  i n f e c c i ó n  i n t r a ú t e r o .  L o s  e n s a y o s  c u a l i t a t i v o s  d e b e n  s e r  

v a l i d a d o s ,  f r e n t e  a l  d i a g n ó s t i c o  d e f i n i t i v o  d e  i n f e c c i ó n ,  a n t e s  d e  s e r  u t i l i z a d o s  c o n  t a l  f i n .  

( C a ñ i z a l ,  F e r n á n d e z ,  Z a p i o l a ,  &  B o u z a s ,  2 0 1 0 )  

U n  n i ñ o  s e  c o n s i d e r a  i n f e c t a d o  c u a n d o  t i e n e  d o s  p r u e b a s  v i r o l ó g i c a s  p o s i t i v a s  e n  d o s  

m u e s t r a s  d e  s a n g r e  d i s t i n t a s ,  i n d e p e n d i e n t e m e n t e  d e  s u  e d a d .  L a  i n f e c c i ó n  p o r  V I H  p o d r í a  s e r   
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p r e s u m i b l e m e n t e  e x c l u i d a  e n  l o s  b e b é s  n o  a m a m a n t a d o s  c o n  d o s  o  m á s  p r u e b a s  v i r o l ó g i c a s  

n e g a t i v a s ,  c o n s i d e r a n d o  u n a  d e  e l l a s  a  l o s  1 4  d í a s  d e  e d a d  y  o t r a  c o n  m á s  d e  1  m e s  d e  v i d a ;  o  

b i e n ,  r e s u l t a d o s  v i r o l ó g i c o s  n e g a t i v o s  o b t e n i d o s  e n  n i ñ o s  m a y o r e s  d e  2  m e s e s  d e  e d a d  

( U N I C E F F ,  2 0 1 3 ;  M á r q u e z ,  2 0 1 2 ) .  
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C a p í t u l o  2   

 

M A R C O  M E T O D O L Ó G I C O  

 

2 . 1 M e t o d o l o g í a :   

P a r a  l a  p r e s e n t e  i n v e s t i g a c i ó n  s e  a p l i c ó  u n  e s t u d i o  c u a l i t a t i v o  d e s c r i p t i v o  n o  

e x p e r i m e n t a l  d e  c o r t e  l o n g i t u d i n a l ,  e n  e l  q u e  s e  r e a l i z ó  l a  i m p l e m e n t a c i ó n  d e  u n a  t é c n i c a  

m o l e c u l a r  d e  P C R  a n i d a d a  “ i n  h o u s e ”  p a r a  e l  d i a g n ó s t i c o  d e  V I H  e n  r e c i é n  n a c i d o s  h i j o s  

d e  m a d r e s  s e r o p o s i t i v a s .  E l  e s t u d i o  s e  l l e v ó  a  c a b o  e n  e l  I n s t i t u t o  N a c i o n a l  d e  

I n v e s t i g a c i ó n  e n  S a l u d  d e  Q u i t o ,  e n  e l  l a b o r a t o r i o  d e  v i r o l o g í a ,  d e  e n e r o  a  j u n i o  d e  a ñ o  

2 0 1 3 ,  v a l i d a n d o  s u  d e s e m p e ñ o  m e d i a n t e  d e t e r m i n a c i ó n  d e  s e n s i b i l i d a d  y  e s p e c i f i c i d a d  

c o n  e l  a n á l i s i s  d e  s u e r o s  p o s i t i v o s  y  n e g a t i v o s  c o n f i r m a d o s  p o r  w e s t e r n  b l o t .  

 

2 . 2 M é t o d o s :   

S e  i m p l e m e n t ó  u n a  p r u e b a  d i a g n ó s t i c a  m o l e c u l a r  p o r  P C R  a n i d a d a  p a r a  d e t e c c i ó n  

d e  D N A  p r o v i r a l ,  p a r a  e l l o  s e  p r o c e d i ó  a  r e c o l e c t a r  5  c m
3  

d e  s a n g r e  t o t a l  c o n  

a n t i c o a g u l a n t e  ( E D T A )  d e  r e c i é n  n a c i d o s  h i j o s  d e  m a d r e s  d i a g n o s t i c a d a s  c o n  V I H ,  p r e v i o  

s u  c o n s e n t i m i e n t o  i n f o r m a d o  y  f i r m a d o  ( A n e x o  1 ) ,  q u i e n e s  a c u d i e r o n  a  l o s  o c h o  d í a s  d e l  

p a r t o  a l  l a b o r a t o r i o  d e  V i r o l o g í a  d e l  I n s t i t u t o  N a c i o n a l  d e  I n v e s t i g a c i ó n .  

I n m e d i a t a m e n t e  d e  l a  e x t r a c c i ó n ,  s e  p r o c e d i ó  a  s e p a r a r  l o s  l i n f o c i t o s  p a r a  s e r  

a l m a c e n a d o s  e n  c o n g e l a c i ó n  ( -  2 0 º C )  h a s t a  r e c o l e c t a r  l a s  m u e s t r a s  s u f i c i e n t e s  p a r a  s u  

p r o c e s a m i e n t o  m o l e c u l a r .  L a  s e p a r a c i ó n  l i n f o c i t a r i a  a p l i c a  e l  f u n d a m e n t o  d e  d e n s i d a d ,  

u t i l i z a n d o  u n  r e a c t i v o  s e p a r a d o r  d e  l i n f o c i t o s  ( F i c o l l )  y  c o n  a y u d a  d e  c e n t r i f u g a c i ó n  l e n t a  

o c u r r e  l a  s e p a r a c i ó n  d e  f a s e s  e n  l a  m u e s t r a ,  c o n  u n a  p i p e t a  P a s t e u r  d e s e c h a b l e  s e  p r o c e d i ó  

a  s e p a r a r  e l  a n i l l o  d e  l a  i n t e r f a s e ,  a s í  s e  r e c u p e r a r o n  l o s  l i n f o c i t o s  p a r a  s u  

a l m a c e n a m i e n t o .  
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L a  t é c n i c a  p a r a  d e t e c c i ó n  d e  i n f e c c i ó n  p o r  V I H  e n  l o s  r e c i é n  n a c i d o s  e x p u e s t o s  

i d e n t i f i c a  u n a  r e g i ó n  n o  v a r i a b l e  d e l  g e n o m a  d e l  V I H  e n  s u  f a s e  p r o v i r a l ,  p o r  m e d i o  d e  l a  

R e a c c i ó n  e n  C a d e n a  d e  l a  P o l i m e r a s a ,  t é c n i c a  q u e  l e  m e r e c i ó  a  s u  i n v e n t o r  K a r l  M u l l i s ,  e l  

p r e m i o  N o b e l  d e  Q u í m i c a  e n  1 9 8 3 ;  p a r a  e l  p r e s e n t e  e s t u d i o  s e  u t i l i z ó  u n a  v a r i a n t e  d e  

P C R :  l a  P C R  a n i d a d a  ( N e s t e d ) ,  q u e  e s  u n  m é t o d o  m u y  u t i l i z a d o  p a r a  d e t e c t a r  l a  p r e s e n c i a  

d e  s e c u e n c i a s  d e  D N A  p r o v i r a l  d e l  V I H  –  1  e n  c é l u l a s  m o n o n u c l e a r e s  d e  s a n g r e  

p e r i f é r i c a  ( P M B C ) ;  e l  A D N  e s  e x t r a í d o  c o n  e l  k i t  c o m e r c i a l  Q I A a m p  m i n i  k i t  b l o o d  d e  

Q i a g e n ,  e s t a  t é c n i c a  e s  r e l a t i v a m e n t e  s i m p l e ,  s e n c i l l a  y  e s p e c í f i c a ,  e s t á  t é c n i c a  s e  r e a l i z a  

e n  d o s  p a s o s :  

L a  p r i m e r a  c o r r i d a  c o n s i s t e  e n  l a  a m p l i f i c a c i ó n  d e  u n  s e g m e n t o  d e  u n a  r e g i ó n  

g a g  c o n s e r v a d a  d e l  g e n o m a  d e l  V I H  –  1  u s a n d o  u n  p a r  d e  i n i c i a d o r e s  e x t e r n o s ,  q u e  

p a r a  e s t e  e n s a y o  s e  b a s ó  e n  l o s  i n i c i a d o r e s  d e s c r i t o s  p o r  A l b e r t  y  F e n y o ,  1 9 9 0 ,  c o n  

c i e r t a s  m o d i f i c a c i o n e s ,  d e s c r i t a s  e n  e l  p r o t o c o l o  d e  r e f e r e n c i a  d e  M á r q u e z ,  2 0 1 2 ;  l o s  

p r i m e r s  J A 4  c o n  l a  s e c u e n c i a  5 ´ G A A  G G C  T T T  C A G  C C C  A G A  A G 3 ´ ,  y  J A 7  c o n  l a  

s e c u e n c i a  5 ´ T C T  C C T  A C T  G G G  G G T  G G 3 ´ .  

L a  s e g u n d a  c o r r i d a  a m p l i f i c a  s o b r e  e l  p r o d u c t o  d e  l a  p r i m e r a  c o r r i d a ,  c o n  

i n i c i a d o r e s  i n t e r n o s  c u y a  s e c u e n c i a  e s  c o m p l e m e n t a r i a  a  f r a g m e n t o s  i n t e r n o s  d e  l a  

p r i m e r a  f r a c c i ó n  a m p l i f i c a d a ,  t a m b i é n  s e  b a s a  e n  l o s  i n i c i a d o r e s  d e s c r i t o s  p o r  A l b e r t  y  

F a n y o ,  1 9 9 0 ,  c o n  l a s  m o d i f i c a c i o n e s  d e s c r i t a s  e n  e l  p r o t o c o l o  d e  M á r q u e z ,  2 0 1 2 ;  

e s t o s  p r i m e r s  s o n  J A 5  5 ´ A C C  A T C  A A T  G A G  G A A  G C T  G C 3 ´ ;  y ,  J A 6  c o n  l a  

s e c u e n c i a  5 ´ T A T  T T G  T T C  C T G  A A G  G G T  A C 3 ´ .  

L a  v e n t a j a  q u e  p r e s e n t a  e s t a  t é c n i c a  e s  e l  i n c r e m e n t o  d e  l a  s e n s i b i l i d a d  a  c a u s a  

d e  s u  d o b l e  a m p l i f i c a c i ó n  d e  s e c u e n c i a s  e s p e c i f i c a s  v i r a l e s ,  a d e m á s  d e  a u m e n t a r  
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t a m b i é n  l a  e s p e c i f i c a d  p o r q u e  s e  a m p l i f i c a r á n  s e c u e n c i a s  s o l o  s i  h u b i e r o n  

a m p l i f i c a c i o n e s  e n  l a  p r i m e r a  c o r r i d a .  

S e  u t i l i z ó  u n  c o n t r o l  d e  b e t a  g l o b i n a  h u m a n a  p a r a  v a l i d a r  l a s  c o r r i d a s  d e  

a m p l i f i c a c i ó n  y  e l e c t r o f o r é t i c a s  u t i l i z a n d o  c o m o  p r i m e r s  C O 3  5 ´  A C A  C A A  C T G  

T G T  T C A  C T A  G C 3 ´ ;  y  C O 4  5 ´ C A A  C T T  C A T  C C A  C G T  T C A  C C 3 ´ .  

L a  i d e n t i f i c a c i ó n  d e l  A D N  e x t r a í d o  y  a m p l i f i c a d o ,  s e  h i z o  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  

e n  g e l  d e  a g a r o s a  a l  2 %  c o n  u n  v o l t a j e  d e  1 1 0 v  p o r  6 0  m i n u t o s ,  s e  u s ó  c o m o  c o l o r a n t e  

d e  c o n t r a s t e  S Y B R  s a f e .  

                                                                                                                                                                                                                    

P a r a  l a  i n t e r p r e t a c i ó n  d e  r e s u l t a d o s  y  v a l i d a c i ó n  d e l  p r o c e d i m i e n t o  s e  c o n s i d e r a  q u e  

u n a  m u e s t r a  e s  p o s i t i v a  p a r a  V I H - 1  c u a n d o  e n  l a  p r i m e r a  c o r r i d a  s e  i d e n t i f i c a  u n a  

b a n d a  e n  c o n  u n  p e s o  d e  2 9 6 p b  y  q u e  h a y a  u n a  a m p l i f i c a c i ó n  e n  l a  s e g u n d a  c o r r i d a  

c o n  l a  p r e s e n c i a  d e  u n a  b a n d a  c o n  u n  p e s o  d e  1 3 1 p b ;  e l  p r o c e d i m i e n t o  s e  v a l i d a  s i  e l  

c o n t r o l  d e  b e t a  g l o b i n a  h u m a n a  e s t á  p r e s e n t e  c o n  u n a  b a n d a  d e  u n  p e s o  d e  1 1 0 p b  y  e l  

c o n t r o l  i n t e r n o  d e  r e a c t i v o  n o  m u e s t r e  b a n d a s ;  e n  c a s o  d e  n o  c u m p l i r  c o n  n i n g u n o  d e  

l o s  c r i t e r i o s  a n t e r i o r e s  d e b e  r e p e t i r s e  e l  p r o c e d i m i e n t o  p a r a  l a  m u e s t r a  p r o b l e m a .   

E l  p r o c e d i m i e n t o  c o m p l e t o  d e  l a s  t é c n i c a s  q u e  s e  i m p l e m e n t a r o n  e n  e l  

p r e s e n t e  e s t u d i o ,  t a n t o  p a r a  l a  e x t r a c c i ó n  d e  A D N  c o m o  p a r a  l a  i d e n t i f i c a c i ó n  d e  l a s  

b a n d a s  p r e s e n t e s  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  e n  g e l  d e  a g a r o s a  e s t á  d e s c r i t o  a  d e t a l l e  e n  e l  

A n e x o  3 .   

L o s  d a t o s ,  d e  u s o  e x c l u s i v o  d e l  i n v e s t i g a d o r ,  f u e r o n  r e c o g i d o s  e n  u n a  b a s e  

e l e c t r ó n i c a  d i s e ñ a d a  p a r a  e l  e f e c t o  ( A n e x o  2 ) ,  y  s u s  d a t o s  a n a l i z a d o s  e n  e l  p a q u e t e  

o f i m á t i c o  d e  E x c e l  2 0 1 0 .   
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L o s  e q u i p o s ,  m a t e r i a l e s ,  c o n s u m i b l e s  y  r e a c t i v o s  n e c e s a r i o s  e s t u v i e r o n  

d i s p o n i b l e s  e n  e l  m e n c i o n a d o  l a b o r a t o r i o  d o n d e  l a  i n v e s t i g a c i ó n  s e  r e a l i z ó  y  l o s  

r e s u l t a d o s  d e  l a  m i s m a  s o n  d e  u s o  e x c l u s i v o  d e l  I n s t i t u t o  N a c i o n a l  d e  I n v e s t i g a c i ó n  e n  

S a l u d .  

 

2 . 3 P r e m i s a s  o  H i p ó t e s i s  

 

L a  i m p l e m e n t a c i ó n  d e  l a  t é c n i c a  d i a g n ó s t i c a  d e  d e t e c c i ó n  d e  D N A  p r o v i r a l  p a r a  

i n f e c c i ó n  p o r  V I H  a p l i c a n d o  u n a  t é c n i c a  m o l e c u l a r  d e  P C R  a n i d a d a  e n  e l  p r e s e n t e  

e s t u d i o ,  p r e s e n t a  u n a  s e n s i b i l i d a d  y  e s p e c i f i c i d a d  s u p e r i o r  a l  9 8 % ,  l o  q u e  l a  c o n v i e r t e  e n  

u n a  h e r r a m i e n t a  d i a g n ó s t i c a  d e  e l e c c i ó n  p a r a  r e c i é n  n a c i d o s  h i j o s  d e  m a d r e s  c o n  V I H .  

 

2 . 4  U n i v e r s o  y  m u e s t r a  

S e g ú n  e l  p r o t o c o l o  d i a g n ó s t i c o  p e d i á t r i c o  p a r a  V I H ,  e s t a b l e c i d o  p o r  e l  M i n i s t e r i o  d e  

S a l u d  P ú b l i c a ,  i n d i c a  q u e  t o d o s  l o s  r e c i é n  n a c i d o s  e x p u e s t o s  ( m e n o s  d e  u n  m e s  d e  v i d a )  h i j o s  

d e  m a d r e s  c o n  V I H ,  d e b e n  a c u d i r  a l  l a b o r a t o r i o  d e  V i r o l o g í a  d e l  I n s t i t u t o  N a c i o n a l  d e  

I n v e s t i g a c i ó n  e n  S a l u d  d e  Q u i t o  y  V i g i l a n c i a  E p i d e m i o l ó g i c a  p a r a  u n  d i a g n ó s t i c o ,  q u e  p a r a  

e s e  m o m e n t o  e s  c a r g a  v i r a l  ( c o p i a s  d e  R N A  v i r a l  p l a s m á t i c o ) .  

C o n  e l  a n t e c e d e n t e  e x p u e s t o ,  s e  s e l e c c i o n a  a  t o d o s  a q u e l l o s  n i ñ o s  q u e  f u e r o n  l l e v a d o s  

a l  l a b o r a t o r i o  p a r a  d i c h o  d i a g n ó s t i c o ,  d u r a n t e  e l  a ñ o  2 0 1 1 .  S e  r e c u p e r a r o n  l o s  l i n f o c i t o s  y  

f u e r o n  c o n s e r v a d o s  h a s t a  s u  p r o c e s a m i e n t o  e n  c o n g e l a c i ó n  ( - 8 0 º C ) .  

H a s t a  e l  a ñ o  2 0 1 3 ,  v a r i o s  p a c i e n t e s  r e g r e s a r o n  p o r  s u  e x a m e n  c o n f i r m a t o r i o  p o r  

W e s t e r n  b l o t ,  p u e s  c u m p l i e r o n  c o n  l a  e d a d  r e q u e r i d a  p a r a  a p l i c a r  u n  d i a g n ó s t i c o  p o r  e s t a  

t é c n i c a .    
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S e  e x c l u y e r o n  t o d a s  a q u e l l a s  m u e s t r a s  d e  p a c i e n t e s  q u e  n o  t u v i e r o n  u n  e x a m e n  

c o n f i r m a t o r i o  s e r o l ó g i c o  a l  a ñ o  y  m e d i o  d e  e d a d .  

E n  t o t a l  s e  r e c u p e r a r o n  3 6  m u e s t r a s  d e  r e c i é n  n a c i d o s  q u e  c u m p l i e r o n  l o s  c r i t e r i o s  d e  

i n c l u s i ó n ;  4  f u e r o n  p o s i t i v a s  a l  a ñ o  y  m e d i o  d e  e d a d  p o r  p r u e b a s  s e r o l ó g i c a s  c o n  

c o n f i r m a c i ó n  p o r  W e s t e r n  b l o t  y  3 2  f u e r o n  n e g a t i v a s  b a j o  e l  m i s m o  a l g o r i t m o .  

L a s  m u e s t r a s  f u e r o n  c o d i f i c a d a s  p o r  u n  t e r c e r o ,  a l  a z a r  c o n  n ú m e r o s  o r d i n a l e s  d e l  1  a l  

3 6 .  

2 . 5 C D I U  –  O p e r a c i o n a l i z a c i ó n  d e  v a r i a b l e s  

T A B L A  1  

V A R I A B L E  D I M E N S I Ó N  I N S T R U M E N T O  U N I D A D  

D i a g n ó s t i c o  d e  V I H  D e t e r m i n a c i ó n  

s e r o l ó g i c a  p o r  l a  

i d e n t i f i c a c i ó n  d e  

a n t i c u e r o s  I g G  a n t i  

V I H - 1  e n  l a s  m u e s t r a s  

d e  r e c i é n  n a c i d o s  h i j o s  

d e  m a d r e s  

s e r o p o s i t i v a s .  

W e s t e r n  b l o t  P o s i t i v o  

N e g a t i v o  

R e c i é n  n a c i d o  

e x p u e s t o  

R e c i é n  n a c i d o  m e n o r  

d e  3 0  d í a s ,  h i j o  d e  

m a d r e  d i a g n o s t i c a d a  

c o n  e x a m e n  

c o n f i r m a t o r i o  c o m o  

W e s t e r n  b l o t  p a r a  

i n f e c c i ó n  p o r  V I H  

N e o n a t o  e x p u e s t o  

m e n o r  d e  3 0  d í a s  

d e  n a c i d o  

S í  

N o  

E d a d  T i e m p o  t r a n s c u r r i d o  

d e  u n  i n d i v i d u o  d e s d e  

s u  n a c i m i e n t o  h a s t a  l a  

f e c h a  a c t u a l .  

D í a s  N u m é r i c o  

P C R  a n i d a d a  p a r a  

D N A  p r o v i r a l  d e  

V I H - 1  

P r u e b a  m o l e c u l a r  d e  

a m p l i f i c a c i ó n  e n  d o s  

p a s o s :  u n o  q u e  

i d e n t i f i c a  r e g i o n e s  

e s t a b l e s  d e  V I H - 1  y  e l  

s e g u n d o  p a s o  q u e  

a m p l i f i c a  s e c c i o n e s  

i n t e r n a s  d e l  p r o d u c t o  

i n i c i a l m e n t e  

a m p l i f i c a d o .  

A m p l i f i c a c i ó n  d e  

u n a  s e c u e n c i a  d e l  

g e n o m a  d e l  V I H  

e n  s u  f a s e  d e  D N A  

p r o v i r a l  

i d e n t i f i c a d a  p o r  

e l e c t r o f o r e s i s  e n  

g e l  d e  a g a r o s a  a l  

2 % .  

P o s i t i v a  P r e s e n c i a  

d e  u n a  b a n d a  d e  

2 9 6 p b  p a r a  l a  

p r i m e r a  P C R  y  d e  

1 3 1 p b  p a r a  l a  

s e g u n d a  P C R .  

 

N e g a t i v a  A u s e n c i a  

d e  b a n d a s  c o n  

t a m a ñ o s  e s p e r a d o s .  
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S e n s i b i l i d a d  C a p a c i d a d  d e  d e t e c t a r  

p o s i b l e s  c a s o s  d e  u n a  

p a t o l o g í a  i n v e s t i g a d a .  

F ó r m u l a :  

V e r d a d e r o s  

p o s t i v o s  

/ V e r d a d e r o s  

p o s i t i v o s  +  f a l s o s  

n e g a t i v o s  

%  

E s p e c i f i c i d a d  C a p a c i d a d  d e  

i d e n t i f i c a r  c a s o s  q u e  

n o  t e n g a n  l a  p a t o l o g í a  

e s t u d i a d a .  

F ó r m u l a :  

V e r d a d e r o s  

n e g a t i v o s  

/ V e r d a d e r o s  

n e g a t i v o s  +  f a l s o s  

p o s i t i v o s  

 

%  

 

 

 

2 . 6  G e s t i ó n  d e  d a t o s  

P a r a  e l  a n á l i s i s  d e  d a t o s ,  s e  r e c o l e c t ó  l a  i n f o r m a c i ó n  n e c e s a r i a  e n  u n a  b a s e  e l e c t r ó n i c a  

e n  e l  p a q u e t e  i n f o r m á t i c o  d e  O f f i c e  –  E x c e l  2 0 1 0 ,  l a  b a s e  d i s e ñ a d a  p a r a  s u  e f e c t o  s e  p r o c e s ó  

y  d e p u r ó  p a r a  r e a l i z a r  l o s  c á l c u l o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a  S e n s i b i l i d a d  y  E s p e c i f i c i d a d ,  p a r a  

d e t e r m i n a r  d e  e s t a  f o r m a  l a  v a l i d a c i ó n  d e  l a  p r u e b a .  

L a s  v a r i a b l e s  c u a l i t a t i v a s  f u e r o n  e x p r e s a d a s  e n  p o r c e n t a j e s  y  t a s a s  e n  l o s  c a s o s  

c o r r e s p o n d i e n t e s .   

L a s  F ó r m u l a s  a p l i c a d a s  p a r a  d e t e r m i n a r  S e n s i b i l i d a d  y  E s p e c i f i c i d a d  f u e r o n :  

  

 

E n  d o n d e ,  

V P :  V e r d a d e r o s  p o s i t i v o s  

V N :  V e r d a d e r o s  n e g a t i v o s  
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F P :  F a l s o s  p o s i t i v o s  

F N :  F a l s o s  n e g a t i v o s  

 

2 . 7 C r i t e r i o s  é t i c o s  d e  l a  i n v e s t i g a c i ó n  

P a r a  l a  r e a l i z a c i ó n  d e  e s t e  e s t u d i o  s e  c o n t ó  c o n  l a  a u t o r i z a c i ó n  d e  l a  m á x i m a  a u t o r i d a d  

d e l  I n s t i t u t o  N a c i o n a l  d e  I n v e s t i g a c i ó n  e n  S a l u d  I N S P I ;  a d e m á s ,  c o n  l a  a p r o b a c i ó n  d e l  

C o m i t é  d e  É t i c a  d e  l a  m i s m a  I n s t i t u c i ó n .  

P a r a  s a l v a g u a r d a r  l a  c o n f i d e n c i a l i d a d  d e  l a  i n f o r m a c i ó n  y  l a  r e l a c i ó n  p e r s o n a l  d e  

s a l u d  –  p a c i e n t e ,  s e  p i d e  a u t o r i z a c i ó n  d e  p a r t i c i p a c i ó n  e n  e l  e s t u d i o  t a n t o  a  l a s  m a d r e s  c o m o  a  

s u s  h i j o s  p r e v i a  i n f o r m a c i ó n  p e r t i n e n t e  y  c o n s e n t i m i e n t o  i n f o r m a d o .  

L o s  d a t o s  r e c o l e c t a d o s  s o n  d e  e x c l u s i v o  u s o  d e l  i n v e s t i g a d o r  y  s e r á n  m a n e j a d o s  b a j o  

e s t r i c t a  c o n f i d e n c i a l i d a d  s e g ú n  r e g l a m e n t o s  y  l i n e a m i e n t o s  e s t a b l e c i d o s  p o r  l a s  l e y e s  v i g e n t e s  

e n  e l  E c u a d o r .   
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C a p í t u l o  3   

 

R E S U L T A D O S  

 

3 . 1 A n t e c e d e n t e s  d e  l a  u n i d a d  d e  a n á l i s i s  o  p o b l a c i ó n  

S e  r e c o l e c t a r o n  3 6  m u e s t r a s  s a n g u í n e a s ,  d e s d e  e n e r o  a  d i c i e m b r e  d e l  2 0 1 1 ,  d e  r e c i é n  

n a c i d o s  e x p u e s t o s ,  c o n  u n a  e d a d  p r o m e d i o  d e  9 , 7  d í a s  + / -  2 , 4 ,  q u e  f u e r o n  c o n s e r v a d a s  h a s t a  

s u  p r o c e s a m i e n t o .   L a s  e d a d e s  d e  l o s  n e o n a t o s  e s t u v i e r o n  d e s d e  l o s  o c h o  d í a s  d e  n a c i d o s  

h a s t a  1 5  d í a s  ( F i g u r a  1 ) .  E n  e l  p e r i o d o  e s t a b l e c i d o  p a r a  e l  e s t u d i o ,  s e  r e c o l e c t a r o n  3 6  

m u e s t r a s  d e  i n d i v i d u o s  q u e  a c u d i e r o n  a l  l a b o r a t o r i o  d e  v i r o l o g í a  d e l  I n s t i t u t o  d e  

I n v e s t i g a c i ó n ,  q u i e n e s  e n  s u  m a y o r  p a r t e ,  a s i s t i e r o n  a  l o s  8  d í a s  d e  n a c i d o s ,  p u e s  e s t a  e s  l a  

r e c o m e n d a c i ó n  e m i t i d a  p o r  e l  M i n i s t e r i o  d e  S a l u d  P ú b l i c a  d e l  E c u a d o r ,  e n  e l  M a n u a l  d e  

A t e n c i ó n  I n t e g r a l  a l  P V V S  ( M S P ,  2 0 1 2 ) ,  e s  d e c i r ,  1 9  p a c i e n t e s ,  m i e n t r a s  q u e  e n  m e n o r  

c a n t i d a d  a c u d i e r o n  a  l o s  1 1 ,  1 2 ,  1 3 ,  1 4  y  1 5  d í a s .    

 

 

 

 

F i g u r a  1 .  D i s t r i b u c i ó n  e t a r i a  d e  l o s  n e o n a t o s  e x p u e s t o s .  M u e s t r a  l a s  e d a d e s  e n  l a s  q u e  s e  e x t r a j e ro n  

l a s  m u e s t r a s  p a r a  e l  d i a g n ó s t i c o  d e  V I H  D N A  p r o v i r a l .  

F u e n t e :  L a  A u t o r a  
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A l  a ñ o  y  m e d i o  d e  e d a d  s e  l e s  r e a l i z ó  u n a  p r u e b a  s e r o l ó g i c a  c o n f i r m a t o r i a  p o r  

W e s t e r n  b l o t ,  e n c o n t r a n d o  q u e  d e  t o d o s  l o s  i n d i v i d u o s  p a r t i c i p a n t e s  e n  e s t e  e s t u d i o ,  4  f u e r o n  

p o s i t i v o s  p a r a  i n f e c c i ó n  p o r  V I H ,  e s  d e c i r ,  s e  i n f e c t a r o n  a  t r a v é s  d e  t r a n s m i s i ó n  v e r t i c a l .  L o s  

i n d i v i d u o s  p o s i t i v o s  y  n e g a t i v o s  p a r a  V I H  f u e r o n  c o n f i r m a d o s  a l  a ñ o  y  m e d i o  p o r  W e s t e r n  

b l o t  

( F i g u r a  

2 ) .  

 

 

 

3 . 2  I m p l e m e n t a c i ó n  d e  l a  p r u e b a  d e  P C R  a n i d a d a  p a r a  d e t e c c i ó n  d e  V I H  –  1  D N A  

p r o v i r a l  e n  m e n o r e s  d e l  a ñ o  y  m e d i o  d e  e d a d ,  h i j o s  d e  m a d r e s  s e r o p o s i t i v a s  y  

v a l i d a c i ó n  d e  l a  t é c n i c a .  

P o s t e r i o r  a  l a  r e c o l e c c i ó n  d e  m u e s t r a  ( l i n f o c i t o s )  y  s u  c o n f i r m a c i ó n ,  s e  p r o c e s a  

l a  p r u e b a  m o l e c u l a r .  P a r a  l a  p r i m e r a  P C R ,  c o n  l a  e x t r a c c i ó n  d e  u n a  s e c u e n c i a  e x t e r n a  

d e  u n a  r e g i ó n  n o  v a r i a b l e  d e l  v i r u s ,  d e  l a s  3 6  m u e s t r a s  a n a l i z a d a s  e n  l a  e x t r a c c i ó n  y  

4

P O S I T I V O N E G A T I V O

Núm
ero 

de p
acie

nte
s

F i g u r a  2 .  S e r o l o g í a  d e  i n d i v i d u o s  p o r  W e s t e r n  b l o t .  M u e s t r a  4  r e s u l t a d o s  p o s i t i v o s  p o r  W e s t e r n  

b l o t ,  d e l  t o t a l  d e  m u e s t r a s  a n a l i z a d a s  ( 3 6 ) .  

F u e n t e :  L a  A u t o r a  

 

 



 

 

3 8  

 

e n  e l  g e l  d e  a g a r o s a ,  c i n c o  m u e s t r a s  d i e r o n  p o s i t i v o ,  e s  d e c i r ,  p r e s e n t a r o n  u n a  b a n d a  

c o n  u n  p e s o  d e  2 9 6 p b ,  c o m o  s e  o b s e r v a  e n  l a s  F i g u r a s  3  y  4 .   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F i g u r a  3 .  G e l  d e  a g a r o s a  a l  2 % .  E l e c t r o f o r e s i s  e n  g e l  d e  a g a r o s a  d e l  p r o d u c t o  d e  l a  p r i m e r a  

a m p l i f i c a c i ó n  d e  P C R ,  d o n d e  s e  p u e d e  q u e  n o  e x i s t e  b a n d a s  e n  e l  c o n t r o l  d e l  s i s t e m a  C S ,  y  

l a s  m u e s t r a s  1 ,  6 ,  y  8  m u e s t r a n  u n a  b a n d a  d e  2 9 6 p b ,  l o  q u e  i n d i c a  a m p l i f i c a c i ó n  d e  

s e c u e n c i a s  g e n ó m i c a s  d e l  V I H .  

F u e n t e :  L a  A u t o r a  

 

 

F i g u r a  4 .  G e l  d e  a g a r o s a  a l  2 % .  E l e c t r o f o r e s i s  e n  g e l  d e  a g a r o s a  d e l  p r o d u c t o  d e  l a  p r i m e r a  

a m p l i f i c a c i ó n  d e  P C R ,  d o n d e  s e  p u e d e  q u e  n o  e x i s t e n  b a n d a s  e n  e l  c o n t r o l  d e l  s i s t e m a  C S ,  y  

l a s  m u e s t r a s  1 7  y  3 3  m u e s t r a n  u n a  b a n d a  d e  2 9 6 p b ,  l o  q u e  i n d i c a  a m p l i f i c a c i ó n  d e  s e c u e n c i a s  

g e n ó m i c a s  d e l  V I H ,  s e  o m i t e n  l o s  r e s u l t a d o s  d e  m u e s t r a s  q u e  n o  p r e s e n t a r o n  b a n d a s  v i s i b l e s .  

F u e n t e :  L a  A u t o r a  
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P a r a  l a  s e g u n d a  P C R ,  c o n  l a  e x t r a c c i ó n  d e  u n a  s e c u e n c i a  i n t e r n a  d e  u n a  r e g i ó n  

n o  v a r i a b l e  d e l  v i r u s  y a  a m p l i f i c a d a ,  d e  l a s  3 6  m u e s t r a s  a n a l i z a d a s  e n  l a  e x t r a c c i ó n  y  

e n  e l  g e l  d e  a g a r o s a ,  l a s  m i s m a s  c i n c o  m u e s t r a s  d i e r o n  p o s i t i v o ,  e s  d e c i r ,  p r e s e n t a r o n  

u n a  b a n d a  c o n  u n  p e s o  d e  1 1 0 p b ,  c o m o  s e  o b s e r v a  e n  l a s  F i g u r a s  5  y  6 .   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F i g u r a  6 .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F i g u r a  5 .  G e l  d e  a g a r o s a  a l  2 % .  E l e c t r o f o r e s i s  e n  g e l  d e  a g a r o s a  d e l  p r o d u c t o  d e  l a  s e g u n d a  a m p l i f i c a c i ó n  d e  P C R  

d o n d e  s e  p u e d e  q u e  n o  e x i s t e  b a n d a s  e n  e l  c o n t r o l  d e l  s i s t e m a  C S ,  y  l a s  m u e s t r a s  1 ,  6 ,  y  8  m u e s t r a n  u n a  b a n d a  d e  

1 3 1 p b ,  l o  q u e  i n d i c a  a m p l i f i c a c i ó n  d e  s e c u e n c i a s  g e n ó m i c a s  d e l  V I H  d e l  p r o d u c t o  p r e v i a m e n t e  a m p l i f i c a d o . ,  s e  

o m i t e n  l o s  r e s u l t a d o s  d e  m u e s t r a s  q u e  n o  p r e s e n t a r o n  b a n d a s  v i s i b l e s .  

F u e n t e :  L a  A u t o r a  

 

 

F i g u r a  6 .  G e l  d e  a g a r o s a  a l  2 % .  E l e c t r o f o r e s i s  e n  g e l  d e  a g a r o s a  d e l  p r o d u c t o  d e  l a  s e g u n d a  a m p l i f i c a c i ó n  d e  P C R  

d o n d e  s e  p u e d e  q u e  n o  e x i s t e  b a n d a s  e n  e l  c o n t r o l  d e l  s i s t e m a  C S ,  y  l a s  m u e s t r a s  1 7  y  3 3  m u e s t r a n  u n a  b a n d a  d e  

1 3 1 p b ,  l o  q u e  i n d i c a  a m p l i f i c a c i ó n  d e  s e c u e n c i a s  g e n ó m i c a s  d e l  V I H  d e l  p r o d u c t o  p r e v i a m e n t e  a m p l i f i c a d o ,  s e  

o m i t e n  l o s  r e s u l t a d o s  d e  l a s  m u e s t r a s  q u e  n o  m o s t r a r o n  a m p l i f i c a c i ó n .  

F u e n t e :  L a  A u t o r a  
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L a  s e n s i b i l i d a d  d e  l a  t é c n i c a  i m p l e m e n t a d a  e n  e l  l a b o r a t o r i o  d e  v i r o l o g í a ,  p a r a  l a  

d e t e c c i ó n  d e  i n f e c c i ó n  p o r  V I H  e n  m e n o r e s  d e l  a ñ o  y  m e d i o  f u e  d e l  1 0 0 %  p u e s  t o d a s  l a s  

m u e s t r a s  p o s i t i v a s  e n  l a  P C R  a n i d a d a  f u e r o n  m u e s t r a s  d e  i n d i v i d u o s  c o n f i r m a d o s  c o n  

W e s t e r n  b l o t .  L a  E s p e c i f i c i d a d  d e  l a  t é c n i c a  i m p l e m e n t a d a  e n  e l  l a b o r a t o r i o  d e  v i r o l o g í a ,  

p a r a  l a  d e t e c c i ó n  d e  i n f e c c i ó n  p o r  V I H  e n  m e n o r e s  d e l  a ñ o  y  m e d i o ,  f u e  d e l  9 6 . 9 % ,  y a  

q u e  u n a  p r u e b a  e n  P C R  a n i d a d a  f u e  f a l s a  p o s i t i v a .  
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C a p í t u l o  4   

 

D I S C U S I Ó N  

 

4 . 1 C o n t r a s t a c i ó n  e m p í r i c a :   

L a  i m p l e m e n t a c i ó n  d e  l a  t é c n i c a  r e s u l t ó  e x i t o s a ,  l a  r e c u p e r a c i ó n  d e  l i n f o c i t o s  e s  

u n o  d e  l o s  p r o c e s o s  m á s  d e l i c a d o s ,  s i n  e m b a r g o  n i n g ú n  e s t u d i o  r e p o r t a  a l g u n a  d i f i c u l t a d  

e n  e s t e  p a s o .  

Y a  e n  e l  p r o c e s o  m i s m o  d e  l a  P C R ,  l a  e x t r a c c i ó n  d e  D N A  s e  l a  h i z o  c o n  u n  

m é t o d o  c o n v e n c i o n a l  u t i l i z a n d o  e l  k i t  c o m e r c i a l  Q I A a m p  m i n i  k i t  b l o o d  d e  Q i a g e n ,  

s i g u i e n d o  s u  p r o t o c o l o ,  q u e  c o n s i s t e  e n  l i s i s  c e l u l a r  d e  l i n f o c i t o s ,  p u r i f i c a c i ó n  d e  á c i d o s  

n u c l e i c o s  e n  c o l u m n a s  d e  s í l i c a  g e l  y  f i n a l m e n t e ,  l a  e l u c i ó n  d e  l o s  á c i d o s  n u c l e i c o s  p a r a  

s u  a m p l i f i c a c i ó n ,  m i s m o  q u e  s e  b a s ó  e n  e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  p o r  A l b e r t  y  F e n y o  e n  1 9 9 0  

c o n  c i e r t a s  m o d i f i c a c i o n e s ,  t o m a n d o  a l g u n a s  r e f e r e n c i a s  t a m b i é n  d e  o t r o  e s t u d i o ,  e l  d e  

C o u t l é  y  o t r o s ,  1 9 9 0 .  

L a s  a m p l i f i c a c i o n e s  d e  P C R  m o s t r a r o n  b u e n o s  r e s u l t a d o s  c o n  l o s  c o n t r o l e s  d e l  

s i s t e m a  y  d e  l a  b e t a  g l o b i n a ,  p e r m i t i e n d o  v a l i d a r  e l  e n s a y o .  L a s  a l t a s  s e n s i b i l i d a d  

( 1 0 0 % )  y  e s p e c i f i c i d a d  ( 9 6 , 9 % )  d e  l a  t é c n i c a  i m p l e m e n t a d a  p r e s e n t a n  u n a  a l t o  n i v e l  d e  

c o n f i a n z a  ( p < 0 , 0 3 )  p u e s t o  q u e  f u e r o n  c o m p a r a d o s  c o n  u n a  p r u e b a  d e  o r o  1 0 0 %  

c o n f i r m a t o r i a  c o m o  e s  W e s t e r n  b l o t .  

D e b i d o  a  q u e  e n  p a í s e s  e n  d e s a r r o l l o  a ú n  n o  s e  p u e d e  d i s p o n e r  d e  t é c n i c a s  

c o m e r c i a l e s  d i s p o n i b l e s  a  c o s t o s  a c c e s i b l e s ,  e l  d e s a r r o l l o  c a s e r o  d e  l a s  t é c n i c a s  

m o l e c u l a r e s  s e  c o n v i e r t e  e n  u n a  a l t e r n a t i v a  p a r a  v a r i o s  d i a g n ó s t i c o s ,  t e n i e n d o  e n t r e  s u s  

g r a n d e s  v e n t a j a s  e l  p r e c i o  y ,  s u  s e n c i l l a  i m p l e m e n t a c i ó n ,  s i  s e  s i g u e n  l a s  i n s t r u c c i o n e s  y  

p r o c e d i m i e n t o s  d e s c r i t o s .  
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E n  l o s  ú l t i m o s  a ñ o s ,  n o  h a y  e s t u d i o s  s i m i l a r e s  r e p o r t a d o s  q u e  h a y a n  r e a l i z a d o  e l  

m i s m o  t i p o  d e  v a l i d a c i ó n ,  a l g u n o s  d e  l a s  i n v e s t i g a c i o n e s  r e v i s a d a s  c o m o  C h o h a n ,  y  

o t r o s ,  2 0 1 1 ;  S e u  ,  M w a p e  ,  &  B r a d f o r d ,  2 0 1 4 ;  C h a n g  ,  y  o t r o s ,  2 0 1 5 ;  y ,  C h o h a n ,  y  o t r o s ,  

2 0 1 1 ,  h a n  r e a l i z a d o  i n v e s t i g a c i o n e s  p a r a  d i a g n ó s t i c o s  y  c o m p a r a c i o n e s  d e  d e s e m p e ñ o s ,  

u t i l i z a n d o  k i t s  c o m e r c i a l e s .   

E s t o  h a c e ,  q u e  e l  p r e s e n t e  e s t u d i o ,  b r i n d e  u n a  o p c i ó n  c o n f i a b l e  p a r a  q u e  s e  u t i l i c e  

p a r a  d i a g n o s t i v a r  i n f e c c i ó n  t e m p r a n a  p o r  V I H  e n  r e c i é n  n a c i d o ,  i n c l u s o  s i  s e  v a l i d a  c o n  

m u e s t r a s  c o n f i r m a d a s  d e  p a c i e n t e s  a d u l t o s ,  l a  m i s m a  t é c n i c a  p u e d e  e x t e n d e r  s u  a l c a n c e  

a  d i a g n ó s t i c o s  p a r a  c a s o s  e s p e c i a l e s ,  e n  e s p e c i a l  p a r a  d e t e r m i n a r  i n f e c c i o n e s  r e c i e n t e s  

p o r  V I H .  

4 . 2 L i m i t a c i o n e s :   

 

N o  s e  h a  v a l i d a d o  l a  t é c n i c a  p a r a  d i a g n ó s t i c o s  t e m p r a n o s  e n  c a s o s  e s p e c i a l e s  d e  

m a y o r e s  d e  1 8  d e  m e s e s  d e  e d a d  p o s t  –  c o n t a c t o  c o n  V I H .   

 

4 . 3 L í n e a s  d e  i n v e s t i g a c i ó n :   

L o s  r e s u l t a d o s  a r r o j a d o s  e n  l a  i n v e s t i g a c i ó n  e s t a b l e c e n  u n a  l í n e a  d e  b a s e  p a r a  

c o n t i n u a r  c o n  e s t u d i o s  m á s  c o n c e r n i e n t e s  a  l a  m e j o r a  d e l  d i a g n ó s t i c o  e n  c a s o s  

e s p e c i a l e s ,  a  l a  a c c e s i b i l i d a d  a  c o n o c e r  e l  e s t a d o  s e r o l ó g i c o  p r e c o z ,  e s t a b l e c e r  u n  

c o n o c i m i e n t o  e p i d e m i o l ó g i c o  r e a l  d e  l a  e n f e r m e d a d  e n  e l  p a í s ;  t o d o  e s t o  c o n  e l  f i n  d e  

s e g u i r  d e s a r r o l l a n d o  e s t r a t e g i a s  q u e  m i t i g u e n  l a  i n f e c c i ó n  p o r  V I H  y  e l  e s t a d o  p u e d a  

s e g u i r  c u m p l i e n d o  c o n  l a s  m e t a s  p r o p u e s t a s  e n  a l  P l a n  d e l  B u e n  V i v i r ,  s o b r e t o d o ,  e n  

m e j o r a r  l a  c a l i d a d  d e  v i d a  e n  l a s  p e r s o n a s  c o n  e n f e r m e d a d e s  c r ó n i c a s  y  c a t a s t r ó f i c a s ,  u n  

d e r e c h o  h u m a n o  u n i v e r s a l .   

4 . 4 A s p e c t o s  r e l e v a n t e s  
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L a  i m p l e m e n t a c i ó n  d e  l a  t é c n i c a  d e  d e t e c c i ó n  d e  D N A  p r o v i r a l  d e l  V I H - 1  e n  

m e n o r e s  d e l  a ñ o  y  m e d i o ,  c o n  u n a  s e n s i b i l i d a d  d e l  1 0 0 %  y  u n a  e s p e c i f i c i d a d  d e l  9 6 , 9 % ,  

d e t e r m i n a  q u e  e s  u n a  t é c n i c a  r e c o m e n d a b l e  p a r a  r e a l i z a r  u n  d i a g n ó s t i c o  o p o r t u n o  y  

p r e c o z  p a r a  l o s  r e c i é n  n a c i d o s .  D a d o  q u e  e l  E c u a d o r ,  a ú n  n o  p u e d e  s a t i s f a c e r  l a  

d e m a n d a  d e  u n  d i a g n ó s t i c o  d e  V I H  p a r a  n e o n a t o s  e x p u e s t o s ,  e s t a  t é c n i c a  i m p l e m e n t a d a  

s a t i s f a c t o r i a m e n t e  p e r m i t i r á  d a r l e  a l  E s t a d o ,  u n a  a l t e r n a t i v a  p a r a  s e r  i n c o r p o r a d a  e n  e l  

a l g o r i t m o  r e c o m e n d a d o  p o r  e l  M i n i s t e r i o  d e  S a l u d  P ú b l i c a  e n  e l  M a n u a l  d e  A t e n c i ó n  

I n t e g r a l  a l  P V V S .    

E s t u d i o s  r e c i e n t e s  n o  p u e d e n  c o n t r a s t a r s e  c o n  e l  r e a l i z a d o ,  p u e s  y a  a p l i c a n  k i t s  

c o m e r c i a l e s  p a r a  s u s  i n v e s t i g a c i o n e s ,  e s t o  a v a l a  a ú n  m á s  a  l a  p r e s e n t e  t é c n i c a  c o m o  l a  

a l t e r n a t i v a  “ c a s e r a ”  p a r a  u n  d i a g n ó s t i c o  m o l e c u l a r  d e l  V I H  p r e c o z  e n  e l  E c u a d o r .  
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C a p í t u l o  5   

 

P R O P U E S T A  

 

 

E l  S í n d r o m e  d e  I n m u n o d e f i c i e n c i a  A d q u i r i d a  ( S I D A )  c a u s a d o  p o r  V i r u s  d e  l a  

I n m u n o d e f i c i e n c i a  H u m a n a  ( V I H ) ,  s e  h a  c o n v e r t i d o  e n  l a  p a n d e m i a  d e l  s i g l o  X X I ;  a  3 0  a ñ o s  

d e  s u  i n i c i o ,  s e  l o g r ó  r e d e f i n i r l a  c o m o  u n a  e n f e r m e d a d  c r ó n i c a ,  g r a c i a s  a  l a s  r e s p u e s t a s  

s a n i t a r i a s  o p o r t u n a s  y  e l  d e s a r r o l l o  t e c n o l ó g i c o ;  e s t e  ú l t i m o  h a  a p o r t a d o  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  e n  

e l  d i a g n ó s t i c o  o p o r t u n o  d e l  V I H ,  p i l a r  f u n d a m e n t a l  e n  l l e g a r  a  s u  c o n t r o l .   

S u  d i a g n ó s t i c o  f u e  i n i c i a l m e n t e  c o m p l i c a d o ,  p e r o  e n  l o s  ú l t i m o s  t i e m p o s ,  l a  l u c h a  

c o n t r a  e s t a  e n f e r m e d a d ,  h a  d e s a r r o l l a d o  v a r i a s  e s t r a t e g i a s  d e  m i t i g a c i ó n ,  e n  e l  c a m p o  

d i a g n ó s t i c o  s e  h a n  t e c n i f i c a d o  v a r i o s  p r o c e d i m i e n t o s  y  s u  a c c e s i b i l i d a d  h a  t r a t a d o  d e  l l e g a r  a  

t o d a s  l a s  p o b l a c i o n e s  d e  l a  t i e r r a .  

E l  V I H ,  a g e n t e  e t i o l ó g i c o  d e l  S I D A ,  h a  c a u s a d o  l a  m a y o r  p a n d e m i a  m u n d i a l  

a f e c t a n d o  t o d o  t i p o  d e  p o b l a c i ó n ,  s i e n d o  l o s  h i j o s  d e  m a d r e s  s e r o p o s i t i v a s ,  u n  s e c t o r  m u y  

v u l n e r a b l e  p o r  e f e c t o s  s a n i t a r i o s  y  s o c i a l e s .  L a  i n e f e c t i v i d a d  d e  u n  d i a g n ó s t i c o  c o n  t é c n i c a s  

t r a d i c i o n a l e s  p o r  l a  p e r s i s t e n c i a  s é r i c a  d e  a n t i c u e r p o s  m a t e r n o s  r e q u i e r e  u n a  p r u e b a  p r e c o z  

q u e  d e t e r m i n e  s u  i n f e c c i ó n ,  e v i t a n d o  t r a t a m i e n t o  p r o f i l á c t i c o  i n n e c e s a r i o  y  l a  r e v i s i ó n  d e l  

e s q u e m a  d e  i n m u n i z a c i ó n .  

D e b i d o  a  q u e  p o r  t r a n s f e r e n c i a  t r a n s p l a c e n t a r i a  l o s  a n t i c u e r p o s  m a t e r n o s  d e l  t i p o  I g G  

p u e d e n  e s t a r  p r e s e n t e s  e n  e l  n i ñ o  h a s t a  e l  a ñ o  y  m e d i o  d e  v i d a ,  e l  d i a g n ó s t i c o  a n t e s  d e  e s a  

e d a d  d e b e  r e a l i z a r s e  e x c l u s i v a m e n t e  a  t r a v é s  d e  e n s a y o s  v i r o l ó g i c o s .  

 L a  t é c n i c a  d e  e l e c c i ó n  e s  l a  P C R  a n i d a d a  p a r a  d e t e c c i ó n  d e  D N A  p r o v i r a l  

( m a t e r i a l  g e n é t i c o  v i r a l  i n s e r t a d o  e n  e l  D N A  g e n ó m i c o  h u m a n o ) ,  s i n  e m b a r g o ,  l a  
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d i s p o n i b i l i d a d  c o m e r c i a l  e n  e l  E c u a d o r  e s  n u l a  p o r  s u  d i f í c i l  i m p l e m e n t a c i ó n  y  c o s t e s  

e l e v a d o s ,  y a  q u e  n o  e s  u n a  t é c n i c a  d e  d e m a n d a  p o b l a c i o n a l ,  l o  q u e  l a  c o n v i e r t e  e n  u n  n e g o c i o  

n o  a t r a c t i v o  p a r a  l a s  c o m e r c i a l i z a d o r a s  y  p r e s t a d o r a s  d e  s a l u d .  

 E m p e r o ,  d a d o  l a  p r o b l e m á t i c a  q u e  u n  n i ñ o  e x p u e s t o  a c a r r e a ,  l o  h a c e  

v u l n e r a b l e m e n t e  a t r a c t i v o  p a r a  l a  i n t e r v e n c i ó n  d i r e c t a  p o r  p a r t e  d e l  M i n i s t e r i o  d e  S a l u d  

P ú b l i c a ,  p a r a  c u m p l i r  c o n  s u s  n o r m a s  e s t a b l e c i d a s  y  q u e  p o r  l e y  a m p a r a n  a  t o d o  e c u a t o r i a n o :  

e l  d e r e c h o  a  l a  s a l u d  y  a t e n c i ó n  s i n  d i s c r i m i n a c i ó n  d e  c u a l q u i e r  í n d o l e ,  p o r  e l l o ,  e l  p r e s e n t e  

t r a b a j o  p e r m i t i r á  b r i n d a r  u n a  a l t e r n a t i v a  d e  e l e c c i ó n  y  s u s t e n t a b l e  p a r a  u n  d i a g n ó s t i c o  

o p o r t u n o  e n  e s t a  p o b l a c i ó n ,  i n c l u s o  l a  t é c n i c a  p u e d e  s e r  a p l i c a d a  e n  c a s o s  d e  r i e s g o .  

U n  d i a g n ó s t i c o  p r e c o z  c o n  u n  r e s u l t a d o  f i a b l e  e v i t a r á  i n t e r v e n c i o n e s  i n n e c e s a r i a s ,  

m i t i g a n d o  c o n s e c u e n c i a s  n o  d e s e a d a s  c o n  d i c h a s  i n t e r v e n c i o n e s ,  i n c l u y e n d o  a q u e l l a s  q u e  s e  

d e s p r e n d e n  a  n i v e l  s o c i a l  y  e c o n ó m i c o .  

T o d o  e s t o  a p o r t a r í a  d i r e c t a m e n t e  c o n  l o s  o b j e t i v o s  e x p u e s t o s  e n  e l  P l a n  N a c i o n a l  d e l  

B u e n  V i v i r .  C o l a b o r a n d o  c o n  e l  é x i t o  e n  l e  e j e c u c i ó n  d e l  c u m p l i m i e n t o  d e  a q u e l l o s  o b j e t i v o s  

i n h e r e n t e s  a  l a  s a l u d  y  b i e n e s t a r .  
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C o n c l u s i o n e s  y  r e c o m e n d a c i o n e s  

 

E l  p r o c e d i m i e n t o  d e  l a  i m p l e m e n t a c i ó n  d e  l a  t é c n i c a  f u e  e x i t o s o ,  c u m p l i e n d o  c o n  

l o s  c r i t e r i o s  d e  v a l i d a c i ó n  d e l  e n s a y o .  

L a  s e n s i b i l i d a d  d e  l a  t é c n i c a  i m p l e m e n t a d a  e n  e l  l a b o r a t o r i o  d e  v i r o l o g í a ,  p a r a  l a  

d e t e c c i ó n  d e  i n f e c c i ó n  p o r  V I H  e n  m e n o r e s  d e l  a ñ o  y  m e d i o  f u e  d e l  1 0 0 %  p u e s  t o d a s  l a s  

m u e s t r a s  p o s i t i v a s  e n  l a  P C R  a n i d a d a  f u e r o n  m u e s t r a s  d e  i n d i v i d u o s  c o n f i r m a d o s  c o n  

W e s t e r n  b l o t .  

L a  E s p e c i f i c i d a d  d e  l a  t é c n i c a  i m p l e m e n t a d a  e n  e l  l a b o r a t o r i o  d e  v i r o l o g í a ,  p a r a  

l a  d e t e c c i ó n  d e  i n f e c c i ó n  p o r  V I H  e n  m e n o r e s  d e l  a ñ o  y  m e d i o ,  f u e  d e l  9 6 . 9 % ,  y a  q u e  

u n a  p r u e b a  e n  P C R  a n i d a d a  f u e  f a l s a  p o s i t i v a .  

L a  s e n s i b i l i d a d  y  e s p e c i f i c i d a d  d e  l a  t é c n i c a  i m p l e m e n t a d a  f u e  s u p e r i o r  a l  9 5 % ,  

l o  q u e  l a  c o n v i e r t e  e n  h e r r a m i e n t a  d i a g n ó s t i c a  c o n f i r m a t o r i a  p a r a  c a s o s  d e  n e o n a t o s  

e x p u e s t o s .  

L a  t é c n i c a  i m p l e m e n t a d a  e n  e l  l a b o r a t o r i o  d e  v i r o l o g í a  d e l  I n s t i t u t o  N a c i o n a l  d e  

I n v e s t i g a c i ó n  e n  S a l u d ,  p u e d e  s e r  c o n s i d e r a d a  p a r a  s e r  i n c l u i d a  e n  e l  a l g o r i t m o  

d i a g n ó s t i c o  d e  V I H  e n  n e o n a t o s  e x p u e s t o s ,  e n  l a  M a n u a l  d e  A t e n c i ó n  d e  P V V S ,  d e l  

M i n i s t e r i o  d e  S a l u d  P ú b l i c a .  
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B i b l i o g r a f í a  

 

 

A l b e r t ,  J . ,  &  F e n y o ,  E .  ( 1 9 9 0 ) .  S i m p l e ,  s e n s i t i v e ,  a n d  s p e c i f i c  d e t e c t i o n  o f  h u m a n  

i m m u n o d e f i c i e n c y  v i r u s  t y p e  1  i n  c l i n i c a l  s p e c i m e n s  b y  p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  

w i t h  n e s t e d  p r i m e r s .  J o u r n a l  C l i n  M i c r o b i o l o g y ,  2 8 ( 7 ) ,  1 5 6 0 - 1 5 6 4 .  

A l c a m í ,  J .  ( 2 0 0 8 ) .  C i c l o  r e p l i c a t i v o  d e l  V I H .  D i a n a s  t e r a p é u t i c a s .  E n f e r m e d a d e s  I n f e c c i o s a s  

y  M i c r o b i o l o g í a  C l í n i c a ,  2 6 ( 1 2 ) ,  3 - 1 0 .  

A r a ú j o ,  L .  F .  ( 2 0 1 4 ) .  E l  o r i g e n  d e l  S I D A  d e s p u é s  d e  t r e s  d é c a d a s  d e  s u s  d i a g n ó s t i c o s .  

S i c o l o g í a  y  S o c i e d a d e ,  2 6 ( 1 ) ,  2 4 8 - 2 4 9 .  

A r c i a  A n a y a ,  E . ,  M o n t o y a  G u a n i n ,  C . ,  &  R u g e l e s  L ó p e z ,  M .  ( 2 0 1 4 ) .  R e s e r v o r i o s  d e l  v i r u s  d e  

i n m u n o d e f i c i e n c i a  h u m a n a  t i p o  1  ( V I H - 1 ) :  m e c a n i s m o s  d e  l a t e n c i a  y  e s t r a t e g i a s  

t e r a p é u t i c a s .  I a t r e i a ,  2 7 ( 3 ) ,  3 2 0 - 3 2 9 .  

C a ñ i z a l ,  A .  M . ,  F e r n á n d e z ,  G .  S . ,  Z a p i o l a ,  I . ,  &  B o u z a s ,  M .  B .  ( 2 0 1 0 ) .  U t i l i z a c i ó n  d e l  e n s a y o  

C o b a s  A m p l i c o r  M o n i t o r  H I V - 1  e n  e l  d i a g n ó s t i c o  t e m p r a n o  d e  l a  i n f e c c i ó n  p o r  H I V  

e n  p e d i a t r í a .  A c t u a l i z a c i o n e s  e n  S I D A ,  1 8 ( 6 7 ) ,  1 8 - 2 4 .  

C h a n g  ,  J . ,  T a r a s o v a  V e d a p u r i  S h a n m u g a m ,  M ,  T . ,  S h a n m u g a m ,  V . ,  A z a r s k o v a ,  M . ,  N g u y e n  

,  S . ,  H u r l s t o n ,  M . ,  .  .  .  N i z o v a ,  N .  ( 2 0 1 5 ) .  J o u r n a l  C l i n  M i c r o b i o l ,  5 3 ( 1 2 ) ,  3 8 5 3 – 3 8 5 8 .  

C h a u c a ,  E .  ( 2 0 0 4 ) .  H i s t o r i a  N a t u r a l  d e  l a  i n f e c c i ò n  p o r  V I H .  L i m a :  L i m a e d i t .  

C h o h a n ,  B . ,  E m e r y  ,  S . ,  W a m a l w a  ,  D . ,  J o h n - S t e w a r t ,  G . ,  M a j i w a  ,  M . ,  N g ' a y o ,  M . ,  .  .  .  

O v e r b a u g h ,  J .  ( 2 0 1 1 ) .  E v a l u a t i o n  o f  a  s i n g l e  r o u n d  p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  a s s a y  

u s i n g  d r i e d  b l o o d  s p o t s  f o r  d i a g n o s i s  o f  H I V - 1  i n f e c t i o n  i n  i n f a n t s  i n  a n  A f r i c a n  

s e t t i n g .  B M C  P e d i a t r i c ,  1 1 ( 1 ) ,  1 1 1 - 1 1 8 .  

C o r d e i r o ,  N . ,  &  T a r o c o ,  R .  ( 2 0 0 6 ) .  R e t r o v i r u s  y  V I H .  E n  U .  d .  R e p ú b l i c a ,  T e m a s  d e  

B a c e r i o l o g í a  y  V i r o l o g í a  M é d i c a  ( 2 d a  e d . ,  p á g s .  4 4 9 - 4 7 6 ) .  M o n t e v i d e o :  I n s t i t u t o  d e  

H i g i e n e .  

C o u t l i e ,  F . ,  S a i n t - A n t o i n e ,  P . ,  O l i v i e r ,  C . ,  V o y e r ,  H . ,  K e s s o u s - E l b a z ,  A . ,  B e r r a d a ,  F . ,  .  .  .  

V i s c i d i ,  R .  ( 1 9 9 1 ) .  E v a l u a t i o n  o f  I n f e c t i o n  w i t h  H u m a n  I m m u n o d e f i c i e n c y  V i r u s  

T y p e  1  b y  U s i n g  N o n i s o t o p i c  S o l u t i o n  H y b r i d i z a t i o n  f o r  D e t e c t i o n  o f  P o l y m e r a s e  

C h a i n  R e a c t i o n - A m p l i f i e d  P r o v i r a l  D N A .  J o u r n a l  o f  C l i n i c a l  M i c r o b i o l o g y ,  2 9 ( 1 1 ) ,  

2 4 6 1 - 2 4 6 7 .  

D e l g a d o ,  R .  ( 2 0 1 1 ) .  C a r a c t e r í s t i c a s  v i r o l ó g i c a s  d e l  V I H .  E n f e r m e d a d e s  I n f e c c i o s a s  y  

M i c r o b i o l o g í a  C l í n i c a ,  2 9 ( 1 ) ,  5 8 - 6 5 .  

E m e r m a n ,  M . ,  &  M a l i m  ,  M .  ( 1 9 9 8 ) .  H I V - 1  r e g u l a t o r y / a c c e s o r y  g e n e s :  k e y s  t o  u n r a v e l i n g  

v i r a l  a n d  h o s t  c e l l  b i o l o g y .  S c i e n c e ,  1 8 8 0 - 1 8 8 4 .  

F o n s e c a ,  C . ,  &  P r i e t o ,  F .  ( 2 0 0 5 ) .  M a n e j o  d e  l a  I n f e c c i ó n  m a t e r n a  c o n  V I H  y  d e l  r e c i é n  n a c i d o  

e x p u e s t o .  R e v i s t a  C o l o m b i a n a  d e  O b s t e t r i c i a  y  G i n e c o l o g í a ,  5 6 ( 1 ) ,  6 8 - 8 1 .  

G a r c í a  ,  F . ,  Á l v a r e z ,  M . ,  B e r n a l ,  C . ,  C h u e c a ,  N . ,  &  G u i l l o t ,  V .  ( 2 0 1 1 ) .  D i a g n ó s t i c o  d e  

l a b o r a t o r i o  d e  l a  i n f e c c i ó n  p o r  e l  V I H ,  d e l  t r o p i s m o  v i r a l  y  d e  l a s  r e s i s t e n c i a s  a  l o s  

a n t i r r e t r o v i r a l e s .  E n f e r m e d a d e s  I n f e c c i o s a s  y  M i c r o b i o l o g í a  C l í n i c a  ,  2 9 ( 4 ) ,  2 9 7 - 3 0 7 .  
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L e ó n - L e a l ,  J .  A . ,  G o n z á l e z - F a r a c o ,  J .  C . ,  P a c h e c o ,  Y . ,  &  L e a l ,  M .  ( 2 0 1 4 ) .  L a  i n f e c c i ó n  p o r  

V I H  e n  l a  i n f a n c i a  y  l a  a d o l e s c e n c i a :  a v a n c e s  b i o m é d i c o s  y  r e s i s t e n c i a s  s o c i a l e s .  

P e d i a t r í a  I n t e g r a l ,  1 8 ( 3 ) ,  1 6 1 - 1 7 4 .  

M a n g e a t  ,  B . ,  T u r e l l i  ,  P . ,  C a r o n  ,  G . ,  F r i e d l i  ,  M . ,  P e r r i n ,  L . ,  &  T r o n o  ,  D .  ( 2 0 0 3 ) .  B r o a d  

a n t i r e t r o v i r a l  d e f e n c e  b y  h u m a n  A P O B E C 3 G  t h r o u g h  l e t h a l  e d i t i n g  o f  n a s c e n t  r e v e r s e  

t r a n s c r i p t s .  N a t u r e ,  2 4 ( 4 ) ,  9 9 - 1 0 3 .  

M á r q u e z ,  P .  ( 2 0 1 2 ) .  D e t e c c i ó n  d e  A D N  p r o v i r a l  d e  V I H - 1  e n  n i ñ o s  m e n o r e s  d e  1 8  m e s e s ,  

p r o v e n i e n t e s  d e  m a d r e s  c o n f r i m a d a s .  T e s i s  d e  P o s t g r a d o .  

M c  C u t c h a n  ,  F . ,  C a r r  ,  J . ,  &  R o b b  ,  M .  ( 2 0 0 2 ) .  A m o n g  4 6  n e a r  f u l l  l e n g t h  H I V  t y p e  1  

g e n o m e  s e q u e n c e s  f r o m  R a k a i  D i s t r i c t ,  U g a n d a ,  s u b t y p e  D  a n d  A D  r e c o m b i n a n t s  

p r e d o m i n a t e .  A I D S  R e s  H u m  R e t r o v i r u s e s ,  1 8 ( 1 7 ) ,  1 2 8 1 - 1 2 9 0 .  

M e s a - M a z o ,  M . ,  V e r g a ñ o - S a l a z a r ,  J . ,  S á n c h e z - B o t e r o ,  C . ,  &  M u ñ o z - L o a i z a  ,  A .  ( 2 0 1 0 ) .  

M o d e l o  m a t e m á t i c o  p a r a  l a  d i n á m i c a  d e  t r a n s m i s i ó n  d e l  V I H / S I D A  e n  u n a  p o b l a c i ó n  

s e x u a l m e n t e  a c t i v a .  S a l u d  P ú b l i c a ,  1 2 ( 2 ) ,  3 0 8 - 3 1 6 .  

M S P .  ( 2 0 1 2 ) .  M a n u a l  d e  A t e n c i ó n  I n t e g r a l .  E c u a d o r :  M i n i s t e r i o  d e  S a l u d  P ú b l i c a .  

N I H .  ( 2 0 1 6 ) .  V I H / S I D A .  B e t h e s d a :  B i b l i o t e c a  N a c i o n a l  d e  l o s  E s t a d o s  U n i d o s .  

N o d a  A l b e l o ,  A . ,  V i d a l  T a l l e t ,  L . ,  P é r e z  L a s t r e ,  J . ,  &  C a ñ e t e  V i l l a f r a n c a ,  R .  ( 2 0 1 3 ) .  

I n t e r p r e t a c i ó n  c l í n i c a  d e l  c o n t e o  d e  l i n f o c i t o s  T  C D 4  p o s i t i v o s  e n  l a  i n f e c c i ó n  p o r  

V I H .  R e v i s t a  C u b a n a  d e  M e d i c i n a ,  2 ,  1 1 8 - 1 2 7 .  

O l a d o k u n  ,  R . ,  K o r s m a n  ,  S . ,  N d a b a m b i  ,  S . ,  H s i a o ,  N . ,  H a n s  ,  L . ,  W i l l i a m s o n  ,  C . ,  .  .  .  E l e y ,  

B .  ( 2 0 1 5 ) .  F a l s e - n e g a t i v e  H I V - 1  p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  i n  a  1 5 - m o n t h - o l d  b o y  

w i t h  H I V - 1  s u b t y p e  C  i n f e c t i o n .  S  A f r  M e d  J o u r n a l ,  1 0 5 ( 1 0 ) ,  8 7 7 .  

O P S .  ( 1 9 9 6 ) .  S I D A :  P r e g u n t a s  y  r e s p u e s t a s  c o m u n e s .  W a s h i n g t o n :  O r g a n i z a c i ò n  

P a n a m e r i c a n a  d e  l a  S a l u d .  

R a m í r e z ,  L .  S .  ( 2 0 0 4 ) .  M e c a n i s m o s  p a t o g é n i c o s  d e  l a  i n f e c c i ó n  p o r  V I H .  I n v e s t i g a c i ó n  

C l í n i c a ,  5 6 ( 2 ) ,  1 4 3 - 1 5 2 .  

S e u  ,  L . ,  M w a p e  ,  I . ,  &  B r a d f o r d ,  G .  ( 2 0 1 4 ) .  S i n g l e  g e n o m e  a m p l i f i c a t i o n  o f  p r o v i r a l  H I V - 1  

D N A  f r o m  d r i e d  b l o o d  s p o t  s p e c i m e n s  c o l l e c t e d  d u r i n g  e a r l y  i n f a n t  s c r e e n i n g  

p r o g r a m s  i n  L u s a k a ,  Z a m b i a .  J o u r n a l  V i r o l  M e t h o d s ,  2 0 3 ( 1 ) ,  9 7 - 1 0 1 .  

T o d d  ,  S . ,  A n d e r s o n  ,  C . ,  J o l l y  ,  D . ,  &  C r a i k  ,  C .  ( 2 0 0 0 ) .  H I V  p r o t e a s e  a s  a  t a r g e t  f o r  

r e t r o v i r u s  v e c t o r - m e d i a t e d  g e n e  t h e r a p y .  B i o c h i m  B i o p h y s  A c t a ,  1 4 7 7 ( 1 - 2 ) ,  1 6 8 - 1 8 8 .  

U N A I D S .  ( 2 0 1 5 ) .  E l  S I D A  e n  c i f r a s .  G i n e b r a :  U n a i d s .  

U N I C E F F .  ( 2 0 1 6 ) .  L a  P a n d e m i a  d e l  S I D A  y  e l  A c c e s o  U n i v e r s a l  a  l a  A t e n c i ó n .  R e g i ò n  
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Anexos 
 
Anexos 1: Consentimiento informado 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

CONSENTIMIENTO INFORMADO 

 

 

Yo …………………………………… con Nºcédula…………………………………… 

Entiendo y autorizo se realice la toma de sangre para el examen del  

VHI/SIDA (nested PCR)  a mi hijo(a)………………………………………………… 

 

FECHA  :                                                FIRMA REPRESENTANTE O MADRE 
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Anexos 2: Hoja de recolección de datos 
 

 
 

INSTITUTO NACIONAL DE HIGIENE Y MEDICINA TROPICAL "L. IZQUIETA PÉREZ" - ZONA NORTE 
 

             
 

SUBPROCESO DE INMUNOLOGÍA - LABORATORIO DE HIV/SIDA 
  

             
 

INVESTIGACIÓN DE DNA PROVIRAL PARA VIH EN MENORES DE 18 MESES  
  

          
SEMANA:   

 
             

GENERICOS ESPECIFIC 
MMX B 
GLOB # TOTAL ESPECIFIC 

MMX 1 
PCR # TOTAL ESPECIFIC 

MMX 2 
PCR # TOTAL 

      10       10       10   
AGUA   13,85   138,5   13,85   138,5   17,85   178,5 
BUFFER PCR 10X   2,5   25   2,5   25   2,5   25 
MgCl2 (50 mM)   0,75   7,5   0,75   7,5   0,75   7,5 
DNTPs (25 Mm)   0,2   2   0,2   2   0,2   5 
  Primer CO3 1,25   12,5 Primer JA4 1,25   12,5 Primer JA5 1,25   12,5 
  Primer CO4 1,25   12,5 Primer JA7 1,25   12,5 Primer JA6 1,25   6,25 
Taq Pol   0,2   2   0,2   2   0,2   2 
MUESTRA   5       5       1     

             
             GEL HASTA 20 MUESTRAS: 90ml de TAE1x + 1,8 g de agarosa 

       ELECTROFORESIS DE 90 A 110 V POR 30 MIN. APROX. 
        

             MONTAJE 
            5 ul de MPM 50pb + 10ul de H2O 

          3ul H2O + 2ul lodding Buffer + 10ul muestra/control 
         5 ul de MPM 100pb + 10ul de H2O 

          
  

RESULTADO 
  

RESULTADO 
 

RESULTADO 
 

RESULTADO 

          POCILLO  1 MPM 50pb 
 

6   
 

11 
MPM 
100pb 

 
16   

  2 CNI 
 

7   
 

12   
 

17   
  3 CPI 

 
8   

 
13   

 
18   

  4   
 

9   
 

14   
 

19   
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5   
 

10   
 

15   
 

20   
  

             CNI Control Negativo Interno (muestra negativa del laboratorio) 
      CNE Control Negativo Externo (cultivo de linfocitos sanos) 

       CPI Control Positivo Interno (muestra positiva del laboratorio) 
      CPE Control Positivo Externo (cultivo linfocitos infectados) 

       CS Control Sistema (agua) 
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A n e x o s  3 :  P r o c e d i m i e n t o  d e  P C R  a n i d a d a  p a r a  D N A  p r o v i r a l  d e  V I H - 1  

 

P R O T O C O L O  D E  E X T R A C C I O N  D E  A D N  P A R A  L A  D E T E C C I O N  D E L  A D N  P R O V I R A L  D E  V I H - 1  E N  P B M C  

A i s l a m i e n t o  d e l  A D N   p r o v i r a l  d e  V I H - 1  

  P i p e t e a r  2 0  µ l  Q I A G E N  P r o t e a s a  ( o  p r o t e i n a s a  K  d e n t r o  d e l  t u b o  d e  m i c r o c e n t r i f u g a  d e  1 . 5  

m l )  

  A d i c i o n a r  2 0 0  µ l  d e  m u e s t r a  e n  e l  t u b o  d e  m i c r o c e n t r i f u g a  ( 5  x  1 0 6  l i n f o c i t o s  e n  2 0 0  µ l  P B S )  

  A d i c i o n a r  2 0 0  µ l  d e  B u f f e r  A L  a  l a s  m u e s t r a s  M e z c l a r  p o r  p u l s o  –  v o r t e x e a r  p o r  1 5  s e g .  

  I n c u b a r  a  5 6 °  C  p o r  1 0  m i n u t o s  

  C e n t r i f u g a r  b r e v e m e n t e  e l  t u b o  d e  m i c r o c e n t r i f u g a  d e  1 . 5  m l  p a r a  r e m o v e r  g o t a s  d e  l a  t a p a .  

  A d i c i o n a r  2 0 0  µ l  d e  e t a n o l  ( 9 6 - 1 0 0 % )  a  l a s  m u e s t r a s ,  y  m e z c l a r  p o r  p u l s o  o  v o r t e x e a r  p o r  1 5  

s e g u n d o s .  D e s p u é s  d e  m e z c l a r  c e n t r i f u g u e  b r e v e m e n t e  e l  t u b o  d e  m i c r o c e n t r i f u g a  p a r a  

r e m o v e r  l a s  g o t a s  d e  l a  t a p a .  

  C u i d a d o s a m e n t e  a p l i q u e  l a  m e z c l a  d e l  p a s o  a n t e r i o r  a  l a s  Q I A a m p  S p i n  C o l u m n  ( e n  u n  t u b o  

d e  c o l e c c i ó n  d e  2  m l )  c e r r a r  l a  t a p a  s i n  t o c a r  l o s  b o r d e s ,  y  c e n t r i f u g a r  a  8 0 0 0  r p m  p o r  1  m i n .  

C o l o q u e  e l  Q I A a m p   S p i n  C o l u m n  e n  u n  t u b o  d e  c o l e c c i ó n  d e  2  m l  l i m p i o  y  d e s c a r t e  e l  t u b o  

q u e  c o n t i e n e  e l  f i l t r a d o .  

  C u i d a d o s a m e n t e  a b r i r  e l  Q I A a m p   S p i n  C o l u m n  y  a d i c i o n a r  5 0 0  µ l  d e  b u f f e r  A W 1 .  C i e r r e  l a  

t a p a  s i n  t o c a r  l o s  b o r d e s  y  c e n t r i f u g u e  a  8 0 0 0  r p m  p o r  1  m i n .  C o l o q u e  e l  Q I A a m p   S p i n  

C o l u m n  e n  u n  t u b o  d e  c o l e c c i ó n  d e  2  m l  l i m p i o ,  y  d e s c a r t e  e l  t u b o  q u e  c o n t i e n e  e l  f i l t r a d o .  

  C u i d a d o s a m e n t e  a b r i r  e l  Q I A a m p   S p i n  C o l u m n  y  a d i c i o n a r  5 0 0  µ l  d e  b u f f e r  A W 2 .  C i e r r e  l a  

t a p a  s i n  t o c a r  l o s  b o r d e s  y  c e n t r i f u g u e  a  1 4 0 0 0  r p m  p o r  3  m i n u t o s .  

  C o l o q u e  e l  Q I A a m p   S p i n  C o l u m n  e n  u n  n u e v o  t u b o  d e  c o l e c c i ó n  d e  2  m l ,  y  d e s c a r t a r  e l  t u b o  

d e  c o l e c c i ó n  q u e  c o n t i e n e  e l  f i l t r a d o .  C e n t r i f u g u e  a  1 4 0 0 0  r p m  p o r  1  m i n u t o .  

  C o l o q u e  e l  Q I A a m p   S p i n  C o l u m n  e n  u n  t u b o  d e  m i c r o c e n t r i f u g a  d e  1 . 5  m l ,  y  d e s c a r t a r  e l  

t u b o  d e  c o l e c c i ó n  q u e  c o n t i e n e  e l  f i l t r a d o .  C u i d a d o s a m e n t e  a b r i r  e l  Q I A a m p   S p i n  C o l u m n  y  

a d i c i o n a r  5 0  µ l  d e  b u f f e r  A E  o  a g u a  d e s t i l a d a .  I n c u b a r  a  t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e  ( 1 5 - 2 5 ° C )  p o r  

1  m i n u t o ,  y  l u e g o  c e n t r i f u g u e  a  8 0 0 0  r p m  p o r  1  m i n u t o .  

  P a r a  a l m a c e n a r  e l  A D N  p o r  l a r g o  t i e m p o ,  e l u i r  e n  b u f f e r  A E  y  a l m a c e n a r  a  - 2 0 ° C  e s  

r e c o m e n d a b l e ,  e l  A D N  a l m a c e n a d o  e n  a g u a  e s  s u j e t o  a  h i d r ó l i s i s  á c i d a .   

P C R  D E L  G E N  B E T A  G L O B I N A  

E l  p r o c e d i m i e n t o  s e  b a s a  e n  i n i c i a d o r e s  d e s c r i t o s  p o r  S a i k i  e t  a l  1 9 8 5 .  S e  u t i l i z ó  u n  ú n i c o  p a r  d e  

i n i c i a d o r e s  P C O 3  y  P C O 4 ,  d e f i n e n  u n a  s e c u e n c i a  d e  1 1 0  p b ¸  e n  u n a  r e g i ó n  c o n s e r v a d a  d e l  g e n  b e t a  

g l o b i n a  h u m a n a ,  q u e  c o d i f i c a  u n a  p o r c i ó n  d e l  l o c u s  H L A - D Q α .  P r e s e n t e s  e n  t o d o s  l o s  h u m a n o s ¸  e l  

u s o  d e  e s t o s  i n i c i a d o r e s  s e r á n  u t i l i z a d o s  p a r a  v e r i f i c a r  l a  c a l i d a d  d e l  A D N  e x t r a í d o  y  d e s c a r t a r  l a  

p o s i b i l i d a d  d e  o b t e n e r  f a l s o s  n e g a t i v o s  r e s u l t a n d o  s e r  m u y  a d e c u a d a s  p a r a  l a  c r e a c i ó n  d e  u n  b a n c o  

d e  A D N  y  p o r  l o  t a n t o ,  t a m b i é n  a d e c u a d a s  p a r a  l a  a m p l i f i c a c i ó n .  

L a s  c é l u l a s  l i s a d a s  q u e  f u e r o n  n e g a t i v a s  e n  P C R  c o n  e s t o s  i n i c i a d o r e s  s e r á n  e x c l u i d a s  p a r a  e l  e s t u d i o ,  

e s t a  t é c n i c a  s e r á  c o n s i d e r a d a  c o m o  c o n t r o l  i n t e r n o  p o s i t i v o ,  p a r a  l a  t é c n i c a  d e  P C R  a n i d a d a  

e s p e c í f i c a  d e l  A D N  p r o  v i r a l  d e  V I H - 1 .   
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C o m o  c o n t r o l e s  p o s i t i v o s  s e  u t i l i z a r a  d o s  c o n t r o l e s  p o s i t i v o s  p a r a  V I H - 1  ( 1  c o n t r o l  i n t e r n o  y  1  c o n t r o l  

e x t e r n o )  y  3  c o n t r o l e s  n e g a t i v o s  ( 1  c o n t r o l  i n t e r n o ,  1  c o n t r o l  e x t e r n o  y  1  c o n t r o l  d e l  m i x  d e  l a  

r e a c c i ó n  l l a m a d o  c o n t r o l  d e l  s i s t e m a  ( C S ) ) .  

R E A C T I V O S  

P r i m e r  C O 3  5 ´ A C A  C A A  C T G  T G T  T C A  C T A  G C  3 ´  

P r i m e r  C O 4  5 ´ C A A  C T T  C A T  C C A  C G T  T C A  C C  3 ´  

1 0 X  B l u e  J u i c e  G e l  l o a d i n g  B u f f e r  ( t a m p o n  d e  d e p ó s i t o )  

S e t  d e  D N T P ´ s  

5 0 X  T A E  b u f f e r  

E t a n o l  1 0 0 %  

H 2 0  u l t r a  p u r a  l i b r e  d e  A D N a s a  y  A R N a s a  

P R E P A R A C I O N  D E L  P R E  M I X  

  M a r q u e  l o s  t u b o s  d e  P C R  ( t u b o s  d e  0 . 2  m l )  p a r a  l a  r e a c c i ó n  d e  a m p l i f i c a c i ó n .  M a n i p u l e  

c u i d a d o s a m e n t e  c a d a  u n o  d e  l o s  t u b o s  e v i t a n d o  c o n t a m i n a r  ( c u a n d o  s o n  r e m o v i d o s  d e l  

p a q u e t e ¸  c u a n d o  s o n  e n v a s a d o s  p a r a  s u  e s t e r i l i z a c i ó n  o  c u a n d o  s e  a b r e n  y  t a p a n  d u r a n t e  e l  

p r o c e d i m i e n t o ,  e v i t a n d o  t o c a r  e n  t o d o  m o m e n t o  c o n  e l  g u a n t e  l a  t a p a  i n t e r n a ) .  

  N o  o l v i d a r  i n c l u i r  l o s  t u b o s  r o t u l a d o s  c o m o  c o n t r o l e s ,  d o s  c o n t r o l e s  p o s i t i v o s  p a r a  V I H - 1  ( 1  

c o n t r o l  i n t e r n o  y  1  c o n t r o l  e x t e r n o )  y  3  c o n t r o l e s  n e g a t i v o s  ( 1  c o n t r o l  i n t e r n o ,  1  c o n t r o l  

e x t e r n o  y  1  c o n t r o l  d e l  m i x  d e  l a  r e a c c i ó n  l l a m a d o  c o n t r o l  d e l  s i s t e m a  ( C S ) ) .  

  C a l c u l e  y  l l e n e  e l  f o r m a t o  d e  r e g i s t r o  “ P r o t o c o l o  d e  P C R  d e l  g e n  B G H ” ,  s e g ú n  l a  c a n t i d a d  d e  

r e a c c i o n e s  a  t r a b a j a r .  P o r  c a d a  1 0  r e a c c i o n e s  h a y  q u e  a g r e g a r  u n  v o l u m e n  e x t r a  d e  m e z c l a  

p a r a  s u p l i r  e l  e r r o r  d e  p i p e t e o .  S e g u i r  e l  e j e m p l o  d e  :  O J O  

  E n  l a  c a b i n a  d e  f l u j o  l a m i n a r  d e l  á r e a  b l a n c a ,  c o l o c a r  l o s  r e a c t i v o s  e s p e c í f i c o s ,  p a r a  r e a l i z a r  e l  

p r e m i x .  

  M a r c a r  u n  t u b o  m a d r e  e n  d o n d e  s e  c o l o c a  t o d o s  l o s  i n g r e d i e n t e s  d e l  p r e m i x .  E s t a  m e z c l a  d e  

r e a c t i v o s  t i e n e  e n  s u  c o m p o s i c i ó n  H 2 O  l i b r e  d e  A D N a s a  y  A R N a s a ,  C l 2 M g ,  d e s o x i n u c l e o t i d o s  

( q u e  l e  a p o r t a n  l a  m a t e r i a  p r i m a  p a r a  l a  f o r m a c i ó n  d e  n u e v a s  c a d e n a s ) ,  l a  e n z i m a  T a q  

p o l i m e r a s a  ( q u e  e s  t e r m o  e s t a b l e ) ,  e l  b u f f e r  c o n  e l  q u e  a c t ú a  l a  e n z i m a  y  l o s  p r i m e r s  o  

i n i c i a d o r e s ,  q u e  s o n  o l i g o n u c l e ó t i d o s  s i n t é t i c o s  e s p e c í f i c o s  p a r a  c a d a  f r a g m e n t o  a  

a m p l i f i c a r .  

  P r e p a r e  l a  c a n t i d a d  d e  p r e m i x  d e  P C R  p a r a  e l  n ú m e r o  d e  r e a c c i o n e s  q u e  f u e r o n  c a l c u l a d a s ,  

t o m a n d o  l a  a l í c u o t a  c o r r e s p o n d i e n t e  y  a g r e g a n d o  e n  e l  t u b o  m a d r e  t o d o s  l o s  i n g r e d i e n t e s ,  

t r a b a j e  t o d o  e l  t i e m p o  s o b r e  h i e l o ,  l u e g o  e l  p r e m i x  s e  h o m o g e n i z a  m e d i a n t e  p i p e t e o .  

  S e  d i s t r i b u y e  2 0  µ l  d e l  p r e m i x  e n  c a d a  u n o  d e  l o s  t u b o s  ( t u b o s  d e  c a p a c i d a d  0 . 2  m l )  l o s  q u e  

f u e r o n  r o t u l a d o s  c o n  s u  r e s p e c t i v a  c o d i f i c a c i ó n ,  s e  p u e d e  u t i l i z a r  u n a  s o l a  p u n t a  n u e v a  c o n  

f i l t r o  y  e s t é r i l  p a r a  d i s t r i b u i r  e l  p r e m i x  e n  t o d o s  l o s  t u b o s .  

  A g r e g a r  5  µ l  d e  a g u a  u l t r a  p u r a  a l  t u b o  c o d i f i c a d o  c o m o  C S  ( c o n t r o l  d e l  s i s t e m a ) .  

  T r a n s f e r i r  l o s  t u b o s  d e  l a  h i e l e r a  d e l  á r e a  b l a n c a  a  u n a  h i e l e r a  d e l  á r e a  d e  e x t r a c c i ó n  d e  

m u e s t r a s .  

  G u a r d a r  l a s  a l í c u o t a s  d e  l o s  r e a c t i v o s  y a  u t i l i z a d o s  d e  i n m e d i a t o  a  - 2 0 °  C .  
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  L o s  t u b o s  q u e  c o n t i e n e n  e l  p r e m i x  p u e d e n  s e r  g u a r d a d o s  a  - 2 0 °  C  h a s t a  s u  u s o  o  h a s t a  

d e s p u é s  d e  d o s  h o r a s .  

  L a  h i e l e r a  q u e  c o n t i e n e  l o s  t u b o s  c o n  e l  p r e m i x  e s  t r a n s p o r t a d a  a  l a  c a b i n a  d e  f l u j o  l a m i n a r  

d e l  á r e a  g r i s  p a r a  c o l o c a r  5  µ l  d e  v o l u m e n  d e  A D N  a  c a d a  t u b o  s e g ú n  l o  r o t u l a d o .  

T a b l a  N °  E j e m p l o  p r e p a r a c i ó n  d e  p r e m i x  p a r a  P C R  d e  B G H  

M E Z C L A  D E L  A D N  E X T R A I D O  C O N  E L  M I X  

  U t i l i z a r  p i p e t a s  y  p u n t a s  c o n  f i l t r o  q u e  c o r r e s p o n d a n  a l  á r e a  d e  e x t r a c c i ó n  d e  A D N .  

  R e t i r e  3 0  m i n u t o s  a n t e s  d e l  c o n g e l a d o r  - 8 0 °  C  e l  A D N  e x t r a í d o ,  e n  c a s o  d e  e s t a r  c o n g e l a d o  y  

l u e g o  d e b e n  s e r  c o l o c a d o s  s o b r e  h i e l o  i n m e d i a t a m e n t e .  

  A d i c i o n a r  5  µ l  d e  A D N  m u e s t r a  a p r o p i a d a m e n t e  a  c a d a  t u b o  q u e  c o n t i e n e  2 0  µ l  d e  p r e m i x ,  

s e g ú n  c o m o  c o r r e s p o n d a  s e  c o d i f i c a c i ó n ,  d e  i g u a l  m a n e r a  a  l o s  c o n t r o l e s  p o s i t i v o s  y  

n e g a t i v o s  y  5  µ l  d e  H 2 O  a l  c o n t r o l  n e g a t i v o  d e l  s i s t e m a ,  e l  v o l u m e n  f i n a l  d e  c a d a  r e a c c i ó n  e s  

d e  2 5  µ l .  

  U t i l i z a r  s i e m p r e  p u n t a s  n u e v a s  c o n  f i l t r o  y  e s t é r i l e s ,  p a r a  c a d a  u n a  d e  l a s  m u e s t r a s  y  

c o n t r o l e s ,  c o n  l a  f i n a l i d a d  d e  e v i t a r  c o n t a m i n a c i ó n  c r u z a d a .  T r a t a r  e n  l o  p o s i b l e  m a n t e n e r  

c a d a  u n o  d e  l o s  t u b o s  c e r r a d o s  t o d o  e l  t i e m p o  c u a n d o  n o  s o n  u s a d o s .  

C O N D I C I O N E S  P A R A  L A  A M P L I F I C A C I Ó N  

P r o g r a m a r  e l  t e r m o c i c l a d o r  s e g ú n  e l  p r o t o c o l o  d e  l a  t a b l a  N ° ,  e s t e  p r o g r a m a  s i r v e  p a r a  l a  

a m p l i f i c a c i ó n  d e l  g e n  d e  l a  B G H .  U t i l i c e  i n s t r u c t i v o s  p a r a  u s o  d e l  e q u i p o .  

C o l o c a r  l o s  t u b o s  d e n t r o  d e  l a  m á q u i n a  d e  P C R  ( t e r m o c i c l a d o r ) ,  e n  d o n d e  l a  r e a c c i ó n  d e  c a d a  u n a  d e  

l o s  t u b o s  e s  l l e v a d a  c a b o  i n - v i t r o .  

R e t i r a r  l o s  t u b o s  d e l  t e r m o c i c l a d o r  y  m i g r e  e l  p r o d u c t o  a m p l i f i c a d o  d e l  g e n  d e  B G H  s o b r e  g e l  d e  

a g a r o s a  a l  2 % .  E n  c a s o ,  d e  n o  m i g r a r  e l  p r o d u c t o  a m p l i f i c a d o  e n  e s e  d í a ,  g u a r d a r  l o s  p r o d u c t o s  d e  

P C R  e n  - 2 0 °  C .  

P r o g r a m a c i ó n  d e l  t e r m o c i c l a d o r  

T E M P E R A T U R A  T I E M P O  N U M E R O  D E  C I C L O S  

9 4  ° C  5  m i n  1  

9 5 ° C  3 0  s e g  3 0  

4 6 ° C  3 0  s e g  

7 2 ° C  3 0  s e g  

7 2 ° C  5  m i n  1  

4 ° C  &   

 

V I S U A L I Z A C I Ó N  D E L  F R A G M E N T O  A M P L I F I C A D O  

P R E P A R A C I O N  D E L  G E L  D E  A G A R O S A  

P r e p a r a r  l a  c a n t i d a d  n e c e s a r i a  d e l  r e a c t i v o  d e  T A E  1 X ,  q u e  s e r v i r á  p a r a  l a  p r e p a r a c i ó n  d e l  g e l  d e  

a g a r o s a  y  c o m o  b u f f e r  d e  c o r r i d a  e n  l a  c u b e t a  d e  e l e c t r o f o r e s i s .  
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A r m a r  e l  m o l d e  d e  l a  c u b e t a  d e  e l e c t r o f o r e s i s ,  c o n  s u s  r e s p e c t i v o s  p e i n e s  q u e  c o n t e n g a  u n a  

c a n t i d a d  d e  p o c i l l o s  s u f i c i e n t e s  p a r a  c u b r i r  n u e s t r a  d e m a n d a  d e  m u e s t r a s .  

P r e p a r a r  u n  g e l  d e  a g a r o s a  a l  2 % ,  p e s a n d o  e n  l a  b a l a n z a  a n a l í t i c a  2  g  d e  a g a r o s a  p o r  c a d a  1 0 0  m l  d e  

T A E  1 X .  

E n  u n a  f i o l a  c o l o q u e  e l  T A E  1 X  m á s  l a  a g a r o s a  y  p o s t e r i o r m e n t e  m e z c l e  t o d o  e s t e  c o n t e n i d o .  

C o l o q u e  l a  f i o l a  q u e  c o n t i e n e  e l  T A E  1 X  m á s  l a  a g a r o s a  d e n t r o  d e l  m i c r o o n d a s .  

C a l e n t a r  e n  e l  m i c r o o n d a s  l a  s o l u c i ó n  d e  a g a r o s a  T A E - 1 X  y  m e z c l a r l a  d e  c u a n d o  e n  c u a n d o  h a s t a  q u e  

e s t é  c o m p l e t a m e n t e  h o m o g é n e a  y  t r a n s p a r e n t e  ( a p r o x i m a d a m e n t e  d e  2 - 3  m i n u t o s )  

R e t i r e  l a  f i o l a ,  c o n  c u i d a d o .  

D e j a r  q u e  s e  e n f r í e  u n  p o c o  h a s t a  a p r o x i m a d a m e n t e   l o s  5 5 °  C .  

V a c i a r  t o d o  e l  c o n t e n i d o  d e n t r o  d e l  m o l d e  d e  l a  c u b e t a  d e  e l e c t r o f o r e s i s  p r e v i a m e n t e  a r m a d a ,  

p r o c u r a n d o  q u e  n o  s e  f o r m e n  b u r b u j a s .  

E s p e r a r  a  q u e  s o l i d i f i q u e  e l  g e l  d e  a g a r o s a .  

A g r e g a r  T A E  1 X  d e n t r o  d e  l a  c u b e t a ,  h a s t a  b a ñ a r  p o r  c o m p l e t o  e l  g e l  d e  a g a r o s a  

R e t i r a r  l a s  p e i n e t a s  c o n  m u c h o  c u i d a d o .  

P R O C E D I M I E N T O  2  

P r e p a r a r  e n  c a n t i d a d  n e c e s a r i a  d e l  r e a c t i v o  d e  T B E  1 X ,  q u e  s e r v i r á  p a r a  l a  c o r r i d a  e n  l a  c u b e t a  d e  

e l e c t r o f o r e s i s .  

A r m a r  e l  m o l d e  d e  l a  c u b e t a  d e  e l e c t r o f o r e s i s ,  c o n  s u s  r e s p e c t i v o s  p e i n e s  q u e  c o n t e n g a  u n a  

c a n t i d a d  d e  p o c i l l o s  s u f i c i e n t e s  p a r a  c u b r i r  m u e s t r a  d e m a n d a  d e  m u e s t r a s .  

P r e p a r a r  u n  g e l  d e  a g a r o s a  a l  2 % ,  p e s a n d o  e n  l a  b a l a n z a  a n a l í t i c a  2 g  d e  a g a r o s a  p o r  c a d a  1 0 0  m l  d e  

S Y B R  s a f e  D N A  g e l  S t a i n  T A E  1 X .  

E n  u n a  f i o l a  c o l o q u e  e l  S Y B R  s a f e  D N A  g e l  S t a i n  T A E  1 X  m á s  l a  a g a r o s a  y  p o s t e r i o r m e n t e  m e z c l a r  

t o d o  e l  c o n t e n i d o .  

C o l o c a r  l a  f i o l a  q u e  c o n t i e n e  S Y B R  s a f e  D N A  g e l  S t a i n  T A E  1 X  m á s  l a  a g a r o s a  d e n t r o  d e l  m i c r o o n d a s .  

C a l e n t a r  e n  e l  m i c r o o n d a s  l a  s o l u c i ó n  d e  a g a r o s a  S Y B R  s a f e  D N A  g e l  S t a i n  T A E  1 X  y  m e z c l a r l a  d e  

c u a n d o  h a s t a  q u e  e s t é  c o m p l e t a m e n t e  h o m o g é n e a  y  t r a n s p a r e n t e  ( a p r o x i m a d a m e n t e  d e  2 - 3  

m i n u t o s )  

R e t i r e  l a  f i o l a ,  c o n  c u i d a d o .  

D e j a r  q u e  s e  e n f r í e  u n  p o c o  h a s t a  a p r o x i m a d a m e n t e   l o s  5 5 °  C .  

V a c i a r  t o d o  e l  c o n t e n i d o  d e n t r o  d e l  m o l d e  d e  l a  c u b e t a  d e  e l e c t r o f o r e s i s  p r e v i a m e n t e  a r m a d a ,  

p r o c u r a n d o  q u e  n o  s e  f o r m e n  b u r b u j a s .  

E s p e r a r  a  q u e  s o l i d i f i q u e  e l  g e l  d e  a g a r o s a .  

A g r e g a r  T B E  1 X  d e n t r o  d e  l a  c u b e t a ,  h a s t a  b a ñ a r  p o r  c o m p l e t o  e l  g e l  d e  a g a r o s a  

R e t i r a r  l a s  p e i n e t a s  c o n  m u c h o  c u i d a d o .  
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C A R G A D A  D E  L A S  M U E S T R A S  E N  E L  G E L  D E  A G A R O S A  Y  C O R R I D A  E L E C T R O F O R E T I C A  

R e a c t i v o s  

T A E  1 X  

L o a d i n g  B u f f e r  ( a z u l  d e  b r o m o f e n o l ) ,  c o n c e n t r a c i ó n  d e  t r a b a j o  6 X  

M a r c a d o r  d e  p e s o  m o l e c u l a r  d e  1 0 0 p b  y  5 0 p b  

A g u a  g r a d o  P C R  

M o l d e  d e l  g e l  d e  a g a r o s a  

M u e s t r a  d e  A D N  

P r o c e d i m i e n t o  

A n o t a r  e n  e l  f o r m a t o  d e  r e g i s t r o  “ P r o t o c o l o  d e  P C R  d e l  g e n  B G H ”  l a  u b i c a c i ó n  d e  l a s  m u e s t r a s  a  

d e p o s i t a r ,  e n  e l  q u e  s e  d e t a l l e  e l  o r d e n  d e  l a s  m u e s t r a s  q u e  s e  c o l o c a r á n  e n  e l  g e l .  

E n  u n  p e d a z o  d e  p a p e l  p a r a f i l m  d i s p o n e r  p o r  c a d a  m u e s t r a :  2  µ l  d e l  t a m p ó n  d e  a z u l  d e  b r o m o f e n o l  y  

3  µ l  d e  a g u a  P C R  y  1 0  µ l  d e  a m p l i c ó n .  

E n  e l  p r i m e r  p o c i l l o  d e l  g e l  c o l o c a r  1 0  µ l  d e  a g u a  u l t r a  p u r a  m á s  5  µ l  d e l  m a r c a d o r  d e  p e s o  m o l e c u l a r  

d e  1 0 0 p b .  

C o n  l a  a y u d a  d e  u n a  m i c r o p i p e t a  d e p o s i t e  e n  c a d a  p o c i l l o  d e l  g e l  d e  a g a r o s a  c a d a  u n a  d e  l a s  

m u e s t r a s ,  a s í  t a m b i é n  d e  l o s  c o n t r o l e s  p o s i t i v o s  y  n e g a t i v o s ,  a d e m á s  d e b e  i n c l u i r  e l  M P M  d e  ( 5 0 p b  o  

1 0 0 p b ) .  P o r  e j e m p l o ,  c o m o  i n d i c a  l a  t a b l a  N º  

M P M  5 0 p b  C S  C -   C -  ( P S  p a r a  

V I H )  

M u e s t r a  

N º  1  

M u e s t r a  

N º  2  

C +  V I H - 1  

5  µ l  d e  

M P M  5 0  µ l  

+  1 0  µ l  d e  

H 2 O  u l t r a  

p u r a  

2  µ l  

l o a d i n g  

b u f f e r  6 X  +  

3  µ l  H 2 O  +  

1 0  µ l  d e  

c a d a  

m u e s t r a  

2  µ l  

l o a d i n g  

b u f f e r  6 X  +  

3  µ l  H 2 O  +  

1 0  µ l  d e  

c a d a  

m u e s t r a  

2  µ l  

l o a d i n g  

b u f f e r  6 X  +  

3  µ l  H 2 O  +  

1 0  µ l  d e  

c a d a  

m u e s t r a  

2  µ l  

l o a d i n g  

b u f f e r  6 X  +  

3  µ l  H 2 O  +  

1 0  µ l  d e  

c a d a  

m u e s t r a  

2  µ l  

l o a d i n g  

b u f f e r  6 X  +  

3  µ l  H 2 O  +  

1 0  µ l  d e  

c a d a  

m u e s t r a  

2  µ l  

l o a d i n g  

b u f f e r  6 X  +  

3  µ l  H 2 O  +  

1 0  µ l  d e  

c a d a  

m u e s t r a  

 

M I G R A C I Ó N  E L E C T R O F O R E T I C A  D E L  G E L  D E  A G A R O S A   

R e a c t i v o s  

T A E  1 X  

P r o c e d i m i e n t o  

C u b r i r  l a  c u b e t a  d e  e l e c t r o f o r e s i s ,  c o n  l a  t a p a  q u e  l e  c o r r e s p o n d e  

C o l o c a r  l o s  e l e c t r o d o s  d e  l a  c á m a r a  d e  e l e c t r o f o r e s i s  d i s p o n i e n d o  l a  c a r g a  n e g a t i v a  e n  e l  e x t r e m o  

d ó n d e  e s t á n  l a s  m u e s t r a s  d e p o s i t a d a s  y  e l  e x t r e m o  p o s i t i v o  e n  e l  l a d o  o p u e s t o .  ( E l  A D N  m i g r a  h a c i a  

e l  l a d o  p o s i t i v o ) .  

E n c e n d e r  l a  f u e n t e  d e  p o d e r  
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P r o g r a m a r  e l  v o l t a j e  d e  l a  f u e n t e  d e  p o d e r  d e  9 0  a  1 1 0 p b .  

A p a g a r  l a  f u e n t e  d e  p o d e r .  

L o s  e l e c t r o d o s  d e  l o s  o t r o s  e x t r e m o s ,  c o n é c t e l o s  a  l a  f u e n t e  d e  p o d e r  d e  t a l  m a n e r a  q u e  

c o r r e s p o n d a  a l  p o l o  n e g a t i v o  y  e l  o t r o  a l  p o l o  p o s i t i v o .  

E n c i e n d a  n u e v a m e n t e  l a  f u e n t e  d e  p o d e r  

D e j e  m i g r a r  l a s  m u e s t r a s  m á s  o  m e n o s  p o r  4 5  m i n u t o s .  

A p a g a r  l a  f u e n t e ,  c u a n d o  s e  o b s e r v e  q u e  l a s  m u e s t r a s  h a y a n  m i g r a d o  l o  n e c e s a r i o .  

P R O T O C O L O  D E  L A  S E G U N D A  P C R  

D e s c o n g e l a r  l o s  p r o d u c t o s  d e l  p r i m e r  P C R  s i  e s  n e c e s a r i o  

M a r c a r  l o s  t u b o s  d e  P C R ,  p a r a  l a  r e a c c i ó n  d e  a m p l i f i c a c i ó n .  M a n i p u l a r  c u i d a d o s a m e n t e  c a d a  u n o  d e  

l o s  t u b o s  e v i t a n d o  c o n t a m i n a r  ( c u a n d o  s o n  r e m o v i d o s  d e l  p a q u e t e ,  c u a n d o  s o n  e n v a s a d o s  p a r a  s u  

e s t e r i l i z a c i ó n  o  c u a n d o  s e  d e s t a p a n ,  e v i t e  t o c a r  c o n  e l  g u a n t e  l a  t a p a  i n t e r n a ) .  

P r e p a r a  e l  s e g u n d o  p r e m i x  d e  P C R  e n  u n a  c á m a r a  d e  f l u j o  l a m i n a r  e n  l a  s a l a  l i b r e  d e  A D N  ( á r e a  

b l a n c a ) .  L a  p r e p a r a c i ó n  s e  r e a l i z a  c o n  l o s  r e s p e c t i v o s  i n i c i a d o r e s  J A 5  y  J A 6  p a r a  l a  P C R ,  t r a b a j a r  t o d o  

e l  t i e m p o  s o b r e  h i e l o ,  p o r  c a d a  m u e s t r a  s e  d e b e  a ñ a d i r  2 4  µ l  d e  p r e m i x ,  p e r o  s e  p u e d e  r e a l i z a r  u n a  

r e a c c i ó n  m á s  d e  p r e m i x  p a r a  s u p l i r  e l  e r r o r  d e  p i p e t e o .  E l  t o t a l  d e  v o l u m e n  r e q u e r i d o  e s  d e  2 4  x  6 =  

1 4 4  µ l ,  m á s  u n a  r e a c c i ó n  d e  m á s   

 

 

 

 


