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Titulo: Aplicacién de un método “in house” de PCR anidada para detecciéon de

VIH proviral.

Resumen

EIl VIH, agente etiol6gicodel SIDA, ha causado lamayorpandemiamundial

afectando todo tipo de poblacién,siendo los hijosde madres seropositivas,un sector muy

vulnerable por efectos sanitariosy sociales. La inefectividad de un diagnésticocon técnicas

tradicionalespor la persistenciaséricade anticuerpos m aternosrequiere una prueba precoz

que determinesu infecci6n,evitando tratamiento profildctico innecesarioy larevision del

esquemade inmunizacion.El presente estudio descriptivo,retrospectivo de corte

longitudinal,aplicé un método de deteccion de ADN proviralpor PCR anidada “in house”

para el diagnosticode VIH en recién nacidos hijos de madres seropositivas;validando la

técnica implementada alencontraruna sensibilidady especificidad superioral 95% , frente

muestrasconfirmadascon W esternblot. Los primers utilizados paralaprimeraPCR fueron

JA4 y JAT7,y para lasegunda PCR JAS5 y JAG6.De las 36 muestras, cinco fueron positivasal

encontraren la primeracorridauna banda con un peso de 296pb y en la segunda una banda

de 131pb. La muestra6, resultd ser falsa positivay presenté una banda atenuada que se la

tom o6 como positiva;se encontro una sensibilidad del 100% y una especificidaddel 96,9% . E|I

diagnoésticode VIH precoz paraneonatos expuestosy para casos especialesesta limitadaen

el paisy latécnicaimplementadabrindauna alternativa fiable,accesibley oportuna para ser

consideradaen el algoritmo diagndésticodel M anualde Atenciéna PVVS del Ministeriode

Salud Publica.

Palabras clave: DNA proviral VIH, reciénnacidos expuestos, PCR anidada, diagnostico

virolégicode VIH.



Sum m ary

HI1V , etiologicalagentof AIDS, has caused the largestglobal pandem ic affecting all

kinds of people, being the children of HIV -positive mothers,a very vulnerableby

health and socialeffects sector.Ineffectivenessofa diagnosiswith traditional

techniques by serum persistence of maternalantibodiesrequiresan early testto

determine theirinfection,avoiding unnecessary prophylactic treatmentand revisionof

the immunization schedule.This retrospective Slitting,descriptive study standardized

method proviral DNA detectionby nested PCR "in house"” fordiagnosing HIV in

newborns of HIV positive mothers;validating the technique implemented by finding a

sensitivity and specificity greaterthan 95% com pared with W estern blotconfirmed

samples. The primers used for the firstPCR were JA4 and JA7,and for the second

PCR JAS5 and JA6. Of the 36 samples,five were positivein the firstrun to find a band

with a weight of 296pb and the second a band of 131pb. Sam ple 1, turned outto be

false positiveand showed an attenuated band took it as positive;a sensitivity of 100%

and a specificity of 96.9% was found. Early diagnosisof HIV exposed infantsand for

special cases isnotavailablein the country and the implementedtechnique provides a

reliable,accessibleand timely alternative to be considered in the diagnosticalgorithm

Care M anual PLW A the Ministry of Public Health.

Keywords: DNA proviral HIV -exposed newborns, nested PCR virologicaldiagnosisof HIV.
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Introduccion

El Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) causado por Virus de la
InmunodeficienciaHumana (VIH),se ha convertidoen la pandemiadel siglo XX 1; a 30 afios
de su inicio,se logr6 redefinirlacomo una enfermedadcrénica, graciasa lasrespuestas
sanitariasoportunasy el desarrollo tecnolégico;este Gltimo ha aportado significativam ente en

el diagnoéstico oportuno del VIH, pilarfundamentalen llegara sucontrol.

A pesar de que las vias de transmisiéondelvirus son limitadas,sisecomparacon las
vias que los tipicos agentes etiolégicosde las peores pandemiasmundialesutiliza (vias
aéreas, por aspiraciéonde gotitasde salivainfectada, principalmente),su disem inaci6énen
treintaaffios ha sido alarm ante;aproximadamentese estimaque existen 50 millonesde
personascon elvirusde VIH, muchos de loscuales desconocen su estado, la mayoriaestéan

en etapa de portadoresy en menor cantidad estan en fase de SIDA.

Para que se desarrolle la infeccién hay algunas situacionesque deben cum plirse,com o
lacantidad de virus que hay en elindividuo infectado (carga viral),calidad del mismo,o sea,
sise encuentra activo e infectante (el VIH mantiene mejor estas caracteristicasen secreciones
que contengan células de defensa),y que, en caso de haber contacto,este debe serdirecto a
una via sanguinea o linfatica;se considera que algunas personasno se han infectadocon VIH

a pesarde haberestado en contacto directocon el virus porno haber cumplidolos

antecedentes mencionados.

Su diagnodstico fue inicialmentecomplicado,peroen los Gltimostiempos,lalucha

contra esta enfermedad,ha desarrollado varias estrategiasde mitigacién,en el campo

diagnodstico se han tecnificado variosprocedimientosy su accesibilidad ha tratado de llegara

todas las poblaciones de la tierra.
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Adem éas del diagno6stico,tambiénse desarrollaron otras estrategiascomo acceso a
tratamientosoportunos,campafias de informaciény prevenci6n, acceso a atenci6n m édica

gratuitaa la persona que vive con VIH,  entre otras.

Un sectormuy vulnerable por las consecuenciassociales,emocionalesy que repercute
directamente sobre su salud, es losrecién nacidos hijosde mujerescon VIH; es menesterque
su diagnoésticode infeccién se realicelo méas precozmente posible,ya que su identificacion
tem pranacolaboraen lainmediataaplicaciéon de la terapéuticaapropiada,sobretodo, se

evitariael tratamiento profilactico antirretroviral. Asimismo,lasestrategiasde inmunizacién

estdn supeditadasa dicho diagnéstico.

Debido a que por transferenciatransplacentarialosanticuerposmaternos del tipo 1gG
pueden estarpresentes en elnifio hasta el afio y medio de vida, el diagnésticoantes de esa

edad debe realizarseexclusivamente através de ensayos virolégicos.

Delimitaciéndelproblem a:

El diagnéstico precoz del neonato expuesto,es decir, hijo de madrecon VIH (aunque
en otros casos puede tambiénidentificarseen este grupo a neonatos que recibieronleche
infectada),es de suma importanciapero de igualcom plejidad, las técnicas tradicionales
inmunolégicaso molecularescomo ELISA o Carga viralporPCR, respectivamente,no

tienen un alcance a este nivel.

Una de las principalesrazones para que no se pueda realizarun diagnésticooportuno
en esta poblacion es la transferenciade anticuerpos maternos via placentariaal feto,en el
momento del embarazo, sin que ello signifique que haya habido lainfecci6on conel VIH, asi
tam bién,otra situacién es la historianaturalque presentaelcomportamiento viral,quien

puede pasar sinreplicarsedurante meses o afios,y dado que las pruebas disponibles detectan
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anticuerpos (que el neonato poseera en su organismo por transferencia materna),o que

detectan la particulaviralcuando estd activa (RN A ), hace que estas pruebasno tengan

factibilidad de uso sino hasta el affloy medio de edad que esen el momentoen que el

individuo estardcon su pleno desarrolloinmunitarioy con la posibilidad de que sielvirus

entr6,pueda replicarse.

Con lo expuesto,losrecién nacidos sin un conocimientode su estado serol6gico,se

convierteen un individuo que se lo tratard a ciegas,se lo expondréd a procedimientoscom o

intervenciones profildcticasantirretroviralesy de infeccionesoportunistas,revisiéony cambios

en elesquemade vacunas del programanacional del reciénnacido. Adem as,los prejuicios,la

discriminaciony estigm atizacién social,asicomo la afectacién psicolégicaa nivel familiar,la

desigualdaden el acceso y la utilizaciéon de serviciosde salud, prestaciones de servicios

socialese incluso a la vivienda,son otros efectosque se exacerban por eldesconocimiento

del estado serolégico del nifio.

Formulacion delproblem a:

(El diagndsticoen elrecién nacido hijo de madre con VIH puede realizarseaplicando

una prueba molecularque se basaen la detecciénde regionesno variablesdel DNA proviral

poruna PCR anillada,lo que perm itiriauna detecciénoportunadel virusde VIH y por ende,

un diagno6stico certeroy precoz?

Aplicando una técnica “in house” de PCR anidada para detectarel VIH en su estado

proviral,esta técnica cualitativaam plificaporPCR secuenciasde una regién altamente

conservada del gen gag del VIH-1 utilizando inicialmenteun grupo de primers, para luego, a

partirdel producto de PCR se vuelve a utilizarpara am plificarusando otro grupo de primers

que se anillan m ads adentro en la secuencia previamenteam plificada,lo que se conoce como

14



PCR anidada; lo que permitirdaidentificarsecuenciasdel Virus del VIH oportunamenteen

una muestradel reciénnacido expuesto.

Justificacion:

A nivel mundial se ha frenado la propagacién del Virus de la Inmunodeficiencia

Humana (VIH) y laprogresiondel SIDA, con lo que se ha conseguido reducirlaepidemia.

Las estrategiasaplicadas han funcionado,por lo que ahora larespuesta va al siguiente

objetivo:poner fin a laepidemiade sida para el 2030 (UNAIDS, 2015).

Para respondera la epidemia, ONUSIDA ha desarrolladoun enfoque que pretende

alcanzarde una maneraréapidaun conjunto de objetivoscon plazos definidos hasta el afio

2020.Uno de los objetivosincluidosen las estrategiasadoptadasesque porlo menosel 90%

de todas las personas que viven con el VIH conozcan su estado serolégicorespecto al V IH,

ya que seconsideraque de los 36,9 millonesde personas que vivencon elVIH en todo el

mundo, 17,1 millonesno saben que tienen el virus,por lo que los serviciosde pruebas del

VIH deben llegara ellos,entre ellos 1,8 millonesde nifios (UNAIDS, 2015).

En los neonatos expuestos,se basa en determinarel ADN proviral,lo que ofrece un

pronto diagnoéstico.En el Ecuador, ladisponibilidad de esta prueba esta limitada,seapor

capacidad tecnoldédgica,capacidad del personal técnico o costos elevados de la misma;la

aplicacionde una prueba molecularusando Reacci6n en Cadena de la Polimerasa (PCR)

desarrollando una técnicacasera (“in house”),se vuelve en una alternativaaccesible,con el

fin de ofrecerun diagndésticoa losrecién nacidos hijosde madrescon VIH.

Asimismo,esta prueba brinda confiabilidad,al ser implementadabajoun riguroso

procedimiento,de esta forma brindaruna herramientaeficaz parael diagnésticotemprano de

VIH enrecién nacidos hijos de madres con seropositivas.
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O bjeto de estudio:

La presente investigacion tienecomo objeto estudiarel VIH en su fase proviral,en

recién nacidos hijos de madres infectadas.

Campo de accién o de investigacion:

La técnicaa implementarseen el presente estudio es una prueba cualitativaque

am plificapor PCR (Reaccionen Cadena de la Polimerasa)secuenciasde una regidn

altamenteconservada del gen gag del VIH -1 utilizando inicialmenteun grupo de primers,

para luego, a partirdel producto de PCR se vuelve a utilizarpara am plificarusando otro

grupo de primersque se anillan m s adentro en lasecuenciapreviamenteam plificada,loque

se conocecomo PCR anidada.

O bjetivogeneral:

Implementarun método de deteccién de DNA proviralen recién nacidos expuestos,

hijos de madrescon VIH, aplicando una técnicade PCR anidada “in house”, en el laboratorio

de virologiadel Instituto Nacional de Investigacion - Quito, de enero a junio de afio 2013.

O bjetivosespecificos:

Desarrollaruna técnicade PCR anidada para que detecte DNA proviralde VIH para el

diagnoésticode VIH enrecién nacidos hijos de madres seropositivas,en el laboratoriode

virologiadel Instituto Nacionalde Investigacién - Quito.

Analizar muestraspor mediode PCR anidada para detectarsecuenciasde ADN proviralpara

Validar la técnicaimplementada.

16



Lanovedad cientifica:

Eluso deun método molecularpara el diagnésticode una patologiasiempre presenta

ventajascomo su rapidez,confiabilidady precision;asimismo,presentadesventajascomo el

complejoequipamiento,elevados costosy personal altamente capacitado lo que limitaa ser

un método de eleccidén;sinembargo,una infecciénque requiere este tipo de diagndsticoes la

deteccion de VIH en recién nacidos expuestos, la aplicacion de una técnica “in house” por

PCR anidada, facilitasu accesibilidad,sobre todo en las institucionespublicas,pues en el

Ecuador, el diagnésticoen recién nacido expuestos de VIH se extiende hasta elaffio y medio.
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Capitulo 1

ElIVIH:Su historiay desarrollo enelser humano

El Virusde lalnmunodeficienciaHumana (VIH) ataca a las células de defensa del ser

humano, la infecci6on aguda avanza de semanas a meses en algunos casos hasta ser

asintom atica,una etapacrénicade una duracién de 10 aflos o mas, sin que ello signifique que

no puede transmitirse el virus. La historia natural de la enfermedad, es decir, si recibir

tratamiento alguno, progresa hasta rom per el equilibrio de defensa del huésped y replicacidn

viral, desatando el Sindrome de Inmuno Deficiencia Adquirida (SIDA), ya que su sistem a

inmunitario se ha afectado al punto de contraer todo tipo de infecciones causadas por

bacterias, hongos, virus, parasitos, incluso también hay proliferacion de ciertas células

m alignas (cancer), cuya consecuencia final es la muerte del individuo (NIH, 2016), ya que

tiene una tasa de mortalidad cercana al 100% (W HO,2003).

Su formade transmision,la accesibilidad al diagndstico, el tratam iento profildctico y

el desconocimientoy desinterés acerca de esta enfermedad, la han convertido en la epidem ia

mundial mas costosa a nivel econdmico y social; la tasa de morbilidad y mortalidad tan

elevada, los medicamentos, el diagnéstico, las campafias de prevencién, han superado

cualquier gasto que, si no hubieran dado éxito las estrategias aplicadas para controlarla,

hubiera sido imposible de mantener (UNICEF, 2016).

Luego de treinta affos de su descubrimiento, se ha controlado este problema de salud

mundial, implementando dos estrategias: primero,instituyendo medidasde salud pUublica para

la prevencion y control de la expansion del VIH; y segundo, motivando a la investigacidn

cientifica que permita avanzar en la comprension del comportamiento del virus y, en base a

ello,desarrollardiagnésticosoportunos,tratamientoseficaces y, posiblemente alguna vacuna

capaz de prevenir la infeccion (Chauca, 2004).
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El SIDA como tal, fue descrito por primera vez en 1981, cuando algunos jévenes

sanos que vivian en zonas urbanas de Estados Unidos presentaban infecciones oportunistas

que eran desconocidas en ese grupo etario. Similares infecciones fueron notificadas en

Africa, el Caribe y Europa (W HO, 2003); dados estos casos, se recopila informacién de

muertes sospechosas dese 1959, cuando se encuentra anticuerpos positivos para VIH en un

suero de un fallecido bajo circunstancias parecidas en Zaire (Africa central) y en 1969 de un

joven en Estados Unidos (OPS, 1996).

El SIDA fue torndndose una enfermedad epidémica rapidamente. La mayoria de

jovenes que presentaban los sintomas murieron, habia varias hipdétesis discrepantes, pero se

sospechaba que la causa era un virus transm itido por la sangre (WHO, 2003).

En 1983 el ProfesorLuc Montagniery otros investigadores confirm aron esa sospecha

cuando descubrieron un nuevo agente patégeno: un retrovirus con tropismo por las células

CD4, que son las células que dan inmunidad celular y protegen al ser humano de una gran

diversidad de patégenos viricos, micobacterianos y fangicos (WHO,2003).

El profesorJacques Pepinde la Université de Sherbrooke,hace una recopilacién en su

libro, en base a una investigacién bibliografica y sustentada cientificamente con pruebas

moleculares,acerca delorigen del VIH, Pepin recalca que el virus fue una aparente mutacién

del VIS (Virus de la lnmuno Deficiencia Simiana), que infecta a poblaciones de chimpancés

en Africa central hace aproximadamente 100 afios (Delgado, 2011), mismo que com parte

caracteristicas genéticasy formasde transmisiénconel VIH, elsalto genético pudo deberse a

la faenacion y posible zoofilia de estos animales, practica coman en la poblacién de

Leopoldville (Africa), donde se detectan los primeros casos de SIDA en humanos (Aradjo,

2014).
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Las personas infectadas por el virus, cuando la enfermedad avanza, en su historia

natural, pierde su equilibrio de defensa y contrae enfermedades que, son las causantes a la

larga de la mortalidad del individuo (Chauca, 2004).

El VIH pertenece a la familia de los lentivirus y se clasifica en dos tipos: VIH-1 vy

VIH-2,elloscompartenun 40-50% de caracteristicas genéticas y una organizacién genémica

igual. EI VIH-1 es el causante de la pandemia mundial de SIDA pues su funcionalidad virica

es mas patogénicay transmisible.La infecci6on solo por VIH-2 esta confinada principalmente

en regiones de Africa occidental, los casos detectados en otros pafses presentan confeccién

con VIH-1 (Delgado, 2011).

Se ha descrito que el VIH-1 y el VIH-2 se originan de diferentes saltos inter-especie

de virus que infectan en la naturaleza a poblaciones de simios en Africa. El VIH -2 esta

filogenéticamente muy cercano al SIVsm, virusde lainmunodeficienciadel Sooty mangabey,

una especie de mono muy habitual en Africa occidental. EI origen del VIH-1 no estd muy

claro,pero teorias respaldadas por informaciéngenética,le dan origen proveniente del agente

que infecta en la naturaleza a la variedad de chimpancé Pan troglodytes troglodytes que

habita en zonas poco accesibles del sur de Camertun (SIVcpzPtt) (Delgado, 2011; Araljo,

2014).

Las cepas del VIH-1 se han clasificado en tres grandes grupos segun su homologia

genéticay se piensaque representan diferentes episodios de salto inter-especies. Estos son el

grupo M (main o principal), el grupo O (outlier),y el grupo N (no M ,no O). El grupo M se

ha dividido en 9 subtipos (A, B, C,D,F,G,H,J, K)yencepas recombinantes entre ellos,

denominados CRF (formas recombinantes ~circulantes). Los CRF se forman por

recombinacién de fragmentos genémicos de distintos subtipos. Actualmente se han descrito

mé&s de 30 CRF y sunimero se incrementa constantemente (Delgado, 2011).
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Fisiopatologia del virus, historia naturaly diagnéstico

El virion del VIH-1 tiene una estructura icosahédrica con un didametro entre 80y 120

nm, con 72 glicoproteinas con dos copias idénticas de RNA de una sola cadena, el cual estéa

empacado en una cubierta proteica o cdpside, que forma parte de un conglomerado proteico

en elcentro de la particulaviraly estd conformado por tres proteinas estructurales mayores y

tres enzim 4ticasque son: la transcriptasainversa,unaendonucleasade ADN (integrasa)y una

proteasa (Cordeiro & Taroco, 2006); hay al menos seis genes no estructurales que regulan la

replicaciéon viral y la interaccién del genoma viral con el genoma celular: vif, vpu, vpr, tat,

rev y nef. Los productos de estos genes actlan coordinadamente como reguladores positivos

y/o negativos de la transcripcion (Ramirez, 2004).

En la capside estda el gen estructural pol, que participan en los pasos tempranos del

ciclo vitaldel virusy laconformacién final de las particulas virales antes de salir de la célula

huésped; la cadpside estd rodeada de una cubierta lipidica que es derivada de la membrana

celularde la célulahuésped infectada y posee las glicoproteinas de membrana gpl120 y gp41,

que derivan del tercer gene estructuralo env, al serabundantementeglicosiladas laconvierten

en un elemento crucial para el reconocimiento de los receptores de las células diana

(Ramirez, 2004).

El VIH-1 infectaes capaz de infectar diferentes células del cuerpo humano siendo los

principales blancos el linfocito T CD4+ y los macréfagos, y otras como células de sostén

(glia)del sistemanervioso centraly neuronas,células enterocromafinesdel intestinoy células

dendriticas incluyendo las células de Langerhans asi como precursores de médula 6sea

(Ramirez, 2004).
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El proceso en general, de replicacién del virus se resume asi: entrada a la célula,

transcripcién inversa, integracién del ADNc (ADN copia) viral en el genoma hospedador,

transcripcion del ADN virico originando la formacién de ARNmM viricos y el ARN de la

progenie,encapsidacidonen elcitoplasmay por Gltimo,lagemaciénde virionescon envoltura,

con la consiguiente liberacién de la célula (Cordeiro & Taroco, 2006).

El VIH se ancla a la célula huésped por la interaccién con 2 tipos de receptores, la

molécula de CD4, y el otro, un conjunto de correceptores del VIH (Alcami, 2008), vy

qguimiocinas como CCR5y CXCR4 (Ramirez,2004).

Al ingresar el virion empieza la accion de la transcriptasa reversa, que es una ADN

polimerasa y pasa el ARN viral a una copia de ADN linealy monocatenario, todo ello en el

citosol de la célula huésped, la actividad enzim &atica se cumple en tres pasos: 1) sintesis de

ADN usando como molde el ARN viral, 2) sintesis de ADN usando como molde ADN, vy 3)

actividad de ribonucleasa H (degrada la cadena de ARN de un hibrido ARN:ADN) usando

como cebador ARNt de origen celular; de esta forma se transcribe a ADN un centenar de

nucledtidos cercanos al extremo 5 del ARN viral, deteniéndose alli el proceso de

transcripcién (Cordeiro & Taroco, 2006).

La enzima integrasa inserta el ADN proviral en el ADN genémico huésped, con

ayuda del coactivador celular LEDGF/ p75 (lens epithelium derived growth factor), que le

permite al provirus integrarse en regiones de genes celulares altamente expresados (Arcia

Anaya, Montoya Guanin, & Rugeles L6pez, 2014),cuando ya estan sintetizadas las proteinas

virales, son procesadas por traducci6n previo al ensamblaje constituyendo las particulas

virales maduras, aqui participan algunas proteinas virales como Vif, Vpuy la proteasa viral

(Emerman & Malim ,1998; M angeat,y otros, 2003)
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Por la caracteristica mutagénica que posee APOBEC3G, la tasa de error de la

transcriptasa reversa que sintetiza asi moléculas de ADN¢c defectivas es elevada y frecuene,

esto hace que no se puedan integrar y replicarse de forma efectiva, sin embargo esta misma

particularidad de mutacién es la que aprovecha el virus para la no identificacién inmunitaria

(Alcami, 2008).

Hay un efecto citopéaticocomo consecuencia de la infeccién por VIH de los linfocitos

CD4+, alperder el equilibrio entre la respuesta inmune y lareplicacion viral, se produce una

inmunodeficiencia adquirida (Mc Cutchan, Carr, & Robb, 2002); las células dendriticas

muestran en su membrana lectinas DC-SIGN y L-SIGN, las que adhieren de una forma

inespecifica el virus del VIH, esta union a las lectinas produce una facilidad y acrecenta

enormemente la infeccion de los linfocitos circundantes, este proceso se denomina

facilitacion en trans, y hace de la interacciéon entre células dendriticas y linfocitos,

denominada sinapsis inmunitaria, una zona preferente de propagaciéon del VIH a linfocitos

CD4 océlulas con receptores similares (Alcami, 2008).

Las vias de transmisiéndel virusson muy limitadasy hastacondicionadas, sin

embargo su propagacion en 30 affios no ha dejado de sorprenderala comunidad cientificaen

general,debido a la cantidad de factoresque contribuyen alaumento de seropositivos, (M esa-

M azo, Vergafio-Salazar,Sanchez-Botero,& M ufioz-Loaiza,2010),lo0s Retrovirus

transm itidos porla sangrecomo el VIH aprovechan los contactos sexuales, las transfusiones

sanguineas con hemocomponentesno seguros, las drogas inyectables (intravenosasen su gran

mayoria),los descuidos en las Ilamadasprecauciones universalesdentro delentorno

salubristaprinciplamente;y la via vertical,de la madre al nifio durante el em barazo,el partoy

la lactancia (W HO, 2003).
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Se ha visto que algunos individuosprogresan muy rapido a la fase de SIDA, sin

embargo,otros presentan una estable respuestainmunolégica,se cree que esto se debe alos

cluster of differentiation (CD) o grupo de diferenciacién,que son moléculasantigénicas,

expresadas en lasuperficiecelular,con funciones diversasa nivel biolégico;asi,los

linfocitos T hum anos se pueden dividiren células que cumplen funcionesde colaboracién a

otras célulasinmunitariasy células que median actividad citotéxicay expresan

preferencialmenteelantigeno CD4 y las citotéxicas,el CD8,las moléculasCD4y CD38

poseen la funciéon biol6gicade interacciéncon laestructuramoleculardel complejomayorde

histocom patibilidad (CM H) clase Il y clase I, respectivamente.Este proceso es vitaldurante

la presentacion antigénicay la posterioractivaciéndel sistemainmune (Noda Albelo, Vidal

Tallet,Pérez Lastre, & Cafiete Villafranca,2013).

Referentes em piricos

Un resultado positivode infeccién por VIH, selo da a partirdeluso de dos técnicas

con distinto principio de reacci6én antigénicacon su posteriorconformaciénpor W estern Blot

en lamayorparte de casos. Las pruebas serol6gicasde cuarta generacion (affiaden antigeno-

p24) reducen el periodo ventana a 13-15 dias. La viremiaplasmatica (carga viral)se utiliza

parael seguimientode los pacientesinfectadospor VIH, para definirinicio de tratamientoy

paracomprobarel fallo virolégico al esquem a antirretroviral.Laspruebas de resistencia

determinanelcambio de tratamiento,y detectan la transmisiénde cepas resistentesen

diagnodsticosrecientes (Garcia, Alvarez,Bernal, Chueca, & Guillot,2011).

Es de suma importanciaque el diagndsticode infecciénen nifiosrecién nacidos hijos

de mujerescon VIH se lo hagalo méas precozmente posible,ya que su identificacion

tem pranaayuda en la pronta iniciaciéoncon la terapéuticaapropiada.lgual,las estrategiasde

vacunacion estan sujetas a dicho diagnéstico (Fonseca & Prieto,2005).
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En el Ecuador,no se disponen de datos fidedignos de prevalencia maternay neonatos

expuestos para VIH, hay estudiosen paises de similarescondicionesgeograficas,

poblacionalesy socioeconémicascomo Colombiadonde esta se sitiaen el 1,44% (1,37-

1,52),asimismo,latransmisiéonvertical (TV)delVIH, sinterapiay profilaxismaternaesta en

un 14-25% de los casos; esta transm isionse puede produce intratdtero (25-40% de los casos)

o intraparto (60-75% de loscasos). La lactanciamaternaaumentaelriesgoenun 16% en

casos de infeccién estableciday en un 29% en casos de primoinfeccion. (UNICEFF,2013).

La mayoriade los casosen nifios se debe a infeccién vertical;con una estimaciénde

630 (570-740) milnifos menores de 15 afios infectadosanualmente.En el 2003 habia 2,1

millonesde nifios menores de 15 affos viviendo con VIH; en este mismo afio murieron 490

(440-580) milnifios, 90% en Africa.

La transmisiondel VIH al nifio sucede portres mecanismosdiferentes:

1. Transmisiénintra-parto.Representaentre 40y 80% de loscasosy es causada por el

contacto fetalcon la sangrey elliquido amnidtico.

2. Transmisionin Gtero. Ocasionalmentese ha identificado VIH en el tejido fetala la octava

semana de gestacion.Es responsable del 10% al 25% de los casos.

3. Transmision a través de la leche materna.La lactanciamaternaes elmecanismode

transmisiénen 14% a 30% de los casos.

En elreciénnacido esinGtilla determinaciénde anticuerposcontra VIH, mediante Elisa o

W estern Blotdebido al paso de anticuerpos maternos al feto que determinaque elresultado

sea positivo.Se deben realizarpruebas viralesdirectascomo PCR-ARN,PCR-ADN y cultivo

viral (Fonseca & Prieto,2005).
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El diagnodsticode lainfeccion VIH en neonatos expuestos debe realizarselo mas precoz
posible, preferiblementeen las primeras 48 horas de vida ya que son muy importantes las
implicacionesque el tratamientocon antirretroviralestieneen el pronésticode los nifios
infectadospor VIH, las pruebas serolégicas,sin embargo,no son validaspara los nifios
menores delafio y medio,en quienes los anticuerposanti-VIH pueden ser de transferencia
m aternadurante la gestacidon por lo en este grupo etario la de elecciones PCR DNA,
estimandose que, en la mayoriade los nifios, lainfeccién VIH puede serdefinitivamente
diagnosticadaal mes de vida,y en practicamentetodoslos pacientesa los 6 mesesde edad

(Ledn-Leal,Gonzalez-Faraco,Pacheco, & Leal,2014).

El ADN provirales el genoma viralintegrado en el genomade la célulahuésped a laque el
virus infecta.En la actualidad,esta prueba estd siendo reem plazada por ladeterminacionde
carga viral (ARN-VIH), porvarios factores,principalmente porladificultad de disponer de
ensayos comercialesparadeterminar ADN proviral,con suficientescontrolesde calidad y
certificacion por agenciasreguladoras,adem &s de que para su realizaciénse debe utilizar
sangre total. No obstante,sigue siendo la determ inacion de referenciaen elmomentode
utilizarlos m étodos molecularesdiagnésticosde infecciéon VIH. Es asi,estaprueba esclave
en aquellassituaciones diagnoésticasen las que la serologiano esconcluyentecomo en el caso

particularde valorar la transmisiénmadre-hijo (Garcia, Alvarez, Bernal, Chueca, & Guillot,

2011).

Las investigacionesde estimacionde la transmision utilizandocomo ensayo virolégico la
deteccion de DNA proviralpor PCR han mostrado que aproximadamenteun terciode los
nifos infectadospueden ser diagnosticadosdentrode las 48 horas de nacidos,con lo que se
dem ostrariaque estos nifios se infectarontem pranamenteen Gtero; los restantes,identificados

posteriormente,indicariaque latransmisiéonde la infeccion fue tardia,muy presumiblem ente
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en el periparto.Esta serfaunarazén por lacualla sensibilidad de este ensayo en los primeros

dias de vida no alcanzarialos nivelesde deteccion 6ptimos.La sensibilidad de un solo ensayo

de DNA PCR realizadoa menosde 48 horas de vida esmenoral 40% , pero aum enta

rapidamentedurante la segunda semana (93% )y alcanzael 96% a los 28 dias de vida,y con

una especificidad del 99% (UNICEFF, 2013).

Este marcadores sumamente importante,en particularen nifios con resultadosprevios

negativos,yaque el valor predictivodelnegativo es del 100% a los 6 mesesde vida. En su

mayoria,estos ensayos son desarrolladosen el laboratorioy en generaldeberian incluirla

deteccion de méas de un gen de VIH, adem 4s de la deteccién de un gen celular.Por otra parte,

los ensayos desarrolladosen el laboratorio para DNA proviraldeberian adem as serevaluados

en su sensibilidad para la deteccién de subtiposno-B y sus formasrecom binantes,como los

que circulanen nuestro pais,ya que esta podria estardisminuidatratdndosede una técnicade

amplificaciéngenémica.Finalmente,respectode este marcador,es importanterecordarque

la deteccién de DNA proviralen tiempo real presentauna sensibilidad superiora la de los

m étodos convencionalesde DNA PCR (Oladokun ,y otros,2015).

Estudios realizados por Cafiizaly col, reportan que,si hubo infecciénen losnifios, el RNA

extracelularalcanzaaltos nivelesrdpidamente,porlo que las pruebasde RNA pueden ser

Gtiles,pero persistiendo el problemaque esto solo tiene un alto valor predictivo positivo,por

lo que la deteccionde RNA plasm aticocualitativoes un marcador altamente sensible parael

diagnoésticotemprano en casos de una infecci6n intralGtero.Los ensayos cualitativosdeben ser

validados, frente al diagndstico definitivo de infecciéon,antes de ser utilizadoscon tal fin.

(Cafiizal, Fernadndez, Zapiola, & Bouzas,2010)

Un nifio se considerainfectado cuando tiene dos pruebas virolégicaspositivasen dos

muestrasde sangre distintas,independientementede suedad. La infecciéon por VIH podria ser
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presum iblemente excluidaen los bebés no amamantadoscon dos o mas pruebas virolégicas

negativas,considerando una de ellasa los 14 dias de edad y otra con méas de 1 mes de vida;o

bien, resultados virolégicosnegativos obtenidos en nifios mayoresde 2 mesesde edad

(UNICEFF, 2013; M arquez,2012).
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Capitulo 2
M ARCO METODOLOGICO
2.1M etodologia:

Para la presente investigaciéon se aplico un estudio cualitativo descriptivo no
experimentalde corte longitudinal,en el que se realizé laimplementaciénde una técnica
molecularde PCR anidada “in house” para el diagno6sticode VIH en recién nacidos hijos
de madres seropositivas. EIl estudio se Illevé a cabo en el Instituto Nacional de
Investigacion en Salud de Quito, en el laboratorio de virologia, de enero a junio de afio
2013, validando su desem pefio mediante determ inacién de sensibilidad y especificidad

con el andlisis de sueros positivos y negativos confirmados por western blot.

2.2M étodos:

Seimplementéuna prueba diagnoésticamolecularpor PCR anidada para deteccio6n
de DNA proviral,para ello se procedi6 a recolectar5 cm *de sangre totalcon
anticoagulante (EDTA) de recién nacidos hijos de madresdiagnosticadascon VIH, previo
suconsentimientoinformadoy firmado (Anexo 1), quienesacudieron a losocho dias del

parto al laboratoriode Virologia del Instituto Nacional de Investigacidn.

Inmediatamente de la extraccién,se procedi6 a separarlos linfocitospara ser
almacenadosen congelacion (- 20°C) hastarecolectarlas muestrassuficientes para su
procesamiento molecular.La separacion linfocitariaaplicael fundamentode densidad,
utilizando un reactivo separador de linfocitos (Ficoll)y con ayuda de centrifugacion lenta
ocurre la separacion de fases en la muestra,con una pipeta Pasteur desechable se procedio
a separarelanillo de la interfase,asise recuperaronlos linfocitospara su

almacenamiento.
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La técnica para detecciéon de infecciéonpor VIH en losrecién nacidos expuestos

identificaunaregionnno variable del genomadel VIH en su fase proviral,por medio de la

Reacciéonen Cadena de la Polimerasa,técnicaque le merecié asu inventor Karl M ullis, el

premio Nobelde Quimicaen 1983; parael presente estudio se utilizé una variante de

PCR:la PCR anidada (Nested),que es un método muy utilizado para detectarla presencia

de secuenciasde DNA proviraldel VIH — 1 en célulasmononuclearesde sangre

periférica(PM BC); el ADN esextrafidocon el kitcomercial QIlAamp minikitblood de

Qiagen, esta técnicaes relativamente simple,sencillay especifica,esta técnica se realiza

en dos pasos:

La primeracorridaconsisteen la amplificacionde un segmento de una regién

gag conservada del genoma del VIH - 1 usando un par de iniciadoresexternos,que

para este ensayo se basé en los iniciadoresdescritospor Alberty Fenyo, 1990, con

ciertasmodificaciones,descritasen el protocolo de referenciade M drquez,2012; los

primers JA4 con la secuencia5’GAA GGC TTT CAG CCC AGA AG3',yJAT7 con |l

secuencia 5’TCT CCT ACT GGG GGT GG3 .

La segunda corridaam plificasobre elproducto de la primeracorrida,con

iniciadoresinternoscuya secuenciaescomplementariaa fragmentos internosde la

primerafracciéon amplificada,también se basa en los iniciadoresdescritospor Albert

Fanyo, 1990, con las modificacionesdescritasen el protocolo de M 4rquez,2012;

estos primers son JA55"ACC ATC AAT GAG GAA GCT GC3";y,JA6 con la

secuencia5’TAT TTG TTC CTG AAG GGT AC3".

La ventajaque presentaesta técnicaes elincrementode lasensibilidada caus

de su doble am plificaciéonde secuenciasespecificasvirales,adem s de aumentar

a

y

a
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tambiénla especificad porque se am plificaran secuenciassolo sihubieron

amplificacionesenla primeracorrida.

Se utilizéun control de beta globina humana para validar las corridas de

am plificaciony electroforéticas utilizandocomo primers CO3 5" ACA CAA CTG

TGT TCA CTA GC3";y CO45 CAACTT CAT CCA CGT TCA CC3" .

La identificaciondel ADN extraidoy amplificado,se hizo porelectroforesis

en gel de agarosaal 2% con un voltajede 110v por 60 minutos,se usé como colorante

de contraste SYBR safe.

Para la interpretacion de resultadosy validaciéon del procedimiento se consideraque

una muestraes positivapara VIH-1 cuando en la primeracorrida se identificauna

banda en con un peso de 296pb y que haya una am plificaciénen la segundacorrida

con la presenciade unabanda con un peso de 131pb; el procedimientose valida si el

control de beta globina hum ana estda presente con una banda de un peso de 110pb y el

controlinterno de reactivono muestre bandas; en casode no cumplircon ninguno de

los criteriosanterioresdebe repetirseel procedimiento parala muestraproblema.

El procedimientocompleto de las técnicasque se implementaronenel

presente estudio,tanto para la extracciénde ADN como para la identificaciéon de las

bandas presentes por electroforesisen gel de agarosa estd descritoa detalleen el

Anexo 3.

Los datos,de uso exclusivo del investigador,fueronrecogidosenuna base

electréonicadisefiada paraelefecto (Anexo 2),y susdatos analizadosen el paquete

ofim aticode Excel 2010.
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Los equipos, materiales,consumiblesy reactivosnecesarios estuvieron
disponiblesen el mencionado laboratorio donde lainvestigacionse realizoy los

resultadosde lamismasonde uso exclusivo del Instituto Nacionalde Investigaciénen

Salud.

2.3Premisas o Hipotesis

La implementacion de la técnica diagndstica de deteccién de DNA proviral para
infeccién por VIH aplicando una técnica molecular de PCR anidada en el presente
estudio, presentauna sensibilidady especificidad superioral 98% , lo que la convierte en

una herramienta diagnodstica de eleccién para recién nacidos hijos de madres con VIH.

2.4 Universoy muestra
Segun el protocolo diagndstico pediatrico para VIH, establecidopor el M inisterio de
Salud Publica,indica que todos los recién nacidos expuestos (menosde un mes de vida) hijos
de madrescon VIH, deben acudir al laboratoriode Virologiadel Instituto Nacional de
Investigacionen Salud de Quito y VigilanciaEpidemiolégica paraun diagndstico,que para

ese momentoes carga viral (copiasde RNA viral plasm &atico).

Con el antecedente expuesto,se seleccionaa todos aquellos nifios que fueron llevados
al laboratorio para dicho diagnéstico,durante el afio 2011. Se recuperaron los linfocitosy

fueron conservados hasta su procesamientoen congelacién (-80°C).

Hasta el afio 2013, varios pacientesregresaron por su examen confirmatoriopor
W estern blot, pues cum plieroncon la edad requerida para aplicarun diagnéstico por esta

técnica.
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Se excluyeron todas aquellas muestras de pacientes que no tuvieronun examen

confirmatorio serol6gico alafioy medio de edad.

En total se recuperaron 36 muestrasde recién nacidos que cum plieronlos criteriosde

inclusion; 4 fueron positivasal affioy medio de edad por pruebas serol6gicascon

confirmacionpor W estern bloty 32 fueron negativas bajoelmismo algoritmo.

Las muestras fueron codificadas por un tercero,al azarcon nimerosordinalesdel 1 al

36.

2.5CDIU - Operacionalizacion de variables

TABLA 1
VARIABLE DIMENSION INSTRUMENTO UNIDAD
Diagndstico de VIH Determinacidn W estern blot Positivo
serolégica por la Negativo
identificacion de
anticueros 1gG anti
VIH-1 en las muestras
de recién nacidos hijos
de m adres
seropositivas.
Recién nacido Recién nacido menor | Neonato expuesto Si
expuesto de 30 dias, hijo de menor de 30 dias N o
madre diagnosticada | de nacido
con examen
confirmatorio com o
W estern blot para
infeccion por VIH
Edad Tiempo transcurrido Dias Num érico

de un individuo desde
su nacimiento hasta la

fecha actual.

PCR anidada para Prueba molecular de [ Amplificaciéon de Positiva Presencia

DNA proviral de | amplificacién en dos [una secuencia del | de wuna banda de

VIH-1 pasos: uno que genoma del VIH 296phb para la
identifica regiones [ en su fase de DNA primera PCR y de
estables de VIH-1 y el proviral 131pb para la
segundo paso que identificada por | segunda PCR.
amplifica secciones [ electroforesis en

internas del producto gel de agarosa al Negativa Awusencia

inicialmente 2% . de bandas con

amplificado. tam afios esperados.
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Sensibilidad

Capacidad de detectar
posibles casos de una

patologia investigada.

Férmula:
Verdaderos
postivos
/Verdaderos
positivos + falsos

negativos

%

Especificidad

Capacidad de
identificar casos que
no tengan la patologia

estudiada.

Féormula:
Verdaderos
negativos
/Verdaderos
negativos + falsos

positivos

%

2.6 Gestion de datos

Para el andalisisde datos, se recolectéd lainformaciénnecesariaen una base electrénica

en el paquete inform aticode O ffice — Excel 2010, la base diseffiada para su efecto se proceso

y depurd pararealizarlos cédlculos correspondientesa Sensibilidady Especificidad,para

determinarde esta formala validaciénde la prueba.

Las variablescualitativas fueron expresadas en porcentajesy tasasen loscasos

correspondientes.

Las Férmulasaplicadas paradeterminarSensibilidady Especificidad fueron:

Sensibilidad:

VP

VP + FN

En donde,

VP:Verdaderos positivos

VN:Verdaderos negativos

Especificidad:
VN

VN + FP
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FP: Falsos positivos

FN: Falsosnegativos

2.7Criterios éticos de la investigacioén

la autorizaciénde la maximaautoridad

Para larealizacion de este estudio se contdéd con

del Instituto Nacionalde Investigaciéonen Salud INSPI; adem 4s,con laaprobacién del
Comité de Eticade lamisma lnstitucion.

Para salvaguardarla confidencialidad de la informaciény la relaciéonpersonalde
salud — paciente,se pide autorizacion de participaciénen elestudio tanto a las madrescomo a

sus hijospreviainformaciéon pertinentey consentimiento informado.

Los datos recolectadosson de exclusivouso del investigadory seran manejadosbajo

estrictaconfidencialidad seglin reglamentosy lineamientosestablecidosporlasleyes vigentes

en el Ecuador.
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Capitulo 3

RESULTADOS

3.1Antecedentes de la unidad de analisis o poblacidn

Se recolectaron 36 muestrassanguineas, desde enero a diciembredel 2011, de recién

nacidos expuestos,con una edad promedio de 9,7 dias +/- 2,4, que fueron conservadas hasta

su procesamiento. Lasedades de los neonatos estuvierondesde losocho dias de nacidos

hasta 15 dias (Figura 1). En el periodo establecido para el estudio, se recolectaron 36

muestrasde individuosque acudieron allaboratoriode virologiadel Instituto de

Investigaciéon,quienes en su mayor parte, asistierona los 8 dias de nacidos, pues esta es la

recomendaciéonemitidapor el M inisteriode Salud Publica del Ecuador, en el M anualde

Atencion Integralal PVVS (M SP,2012),es decir,19 pacientes, mientrasque en menor

cantidad acudieron alos 11,12,13,14 y 15 dias.

Figura 1. Distribucion etaria de los neonatosexpuestos. Muestralasedadesen lasquese extrajeron
las muestras para eldiagnéstico de VIH DNA proviral.

Fuente: La Autora
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Al afio y medio de edad se lesrealiz6é una prueba serol6gicaconfirmatoriapor

W estern blot,encontrando que de todos los individuos participantesen este estudio, 4 fueron

positivos para infecciénpor VIH, es decir,se infectaron a través de transmisién vertical. Los

individuos positivosy negativos para VIH fueron confirmadosal affio y medio por W estern

a . |

POSITIV O

. 44

blot
Figura 2.Serologia de individuos por W estern blot. Muestra 4 resultados positivospor W estern
blot,deltotalde muestras analizadas (36).

(Figura Fuente: La Autora

2).

3.2 Implementaciéon de la prueba de PCR anidada para detecciéon de VIH - 1 DNA

proviral en menores del afio y medio de edad, hijos de madres seropositivas y

validaciéon de la técnica.

Posteriora larecoleccién de muestra (linfocitos)y suconfirmacién,se procesa

la prueba molecular.Parala primeraPCR, con la extracciénde una secuencia externa

de una regiénno variabledel virus,de las 36 muestrasanalizadasen la extracciény
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en elgel de agarosa,cinco muestrasdieron positivo,es decir, presentaronuna banda

con un peso de 296pb, como se observa en las Figuras 3 y 4.

MV G I 2 3 4 5 6 7T 8 9 W I B

Figura 3. Gelde agarosa al2% .Electroforesisen gelde agarosa delproducto de la primera
am plificacién de PCR,donde se puedeque no existe bandasenelcontroldelsistemacCS,y
las muestras 1,6,y 8 muestran una bandade 296pb,lo que indica am plificaciénde

secuenciasgendémicasdel VIH.

Fuente: La Autora

2000kp
1(X)obp

750hp
SO0bn

250hp

1X0bp

s
W

MW G5 1T

Figura 4. Gelde agarosa al2% .Electroforesisen gelde agarosadelproducto de la primera
am plificacion de PCR,donde se puedeque no existen bandas en el control del sistema CS,y
las muestras 17y 33 muestran una banda de 296pb,lo que indicaam plificaciénde secuencias
genémicasdel VIH,se omiten losresultados de muestras que no presentaron bandas visibles.

Fuente: La Autora
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Para la segunda PCR, con la extracciénde una secuenciainternade unaregion
no variabledel virus ya am plificada,de las 36 muestrasanalizadasen la extracciéony
en el gel de agarosa,las mismascinco muestrasdieron positivo,es decir,presentaron

una banda conun peso de 110pb,como se observaen las Figuras5 y 6.

2000bp

1000bp
750hp
S00bp

250bp

100bp

MW CS 1 2

(P%)
=N
wn

6 7 8 9 10 11 12

Figura 5. Gelde agarosa al2% .Electroforesisen gelde agarosadelproducto de lasegundaam plificaciénde PCR
donde se puedeque no existe bandasen elcontroldel sistema CS,y lasmuestras 1,6,y 8 muestran unabandade

131pb,lo que indicaam plificacion de secuenciasgendémicasdelVIH delproducto previamente am plificado., se
omiten losresultados de muestrasque no presentaron bandas visibles.
Fuente: La Autora

Figura 6.

2000ty
1000bp
750ty
ﬁI:H:Il\}j

250bp

10bp

MW (S

—]
[
[ -]

Figura 6. Gelde agarosa al2% .Electroforesisen gelde agarosadelproducto de lasegundaamplificaciénde PCR
donde se puedeque no existe bandasen elcontroldelsistema CS,y las muestras 17 y 33 muestranunabandade
131pb,lo queindicaamplificacién de secuenciasgendmicasdelVIH delproducto previamente am plificado, se
omiten losresultados de las muestras queno mostraron am plificacién.

Fuente: La Autora
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La sensibilidad de la técnicaimplementadaen el laboratoriode virologia,para la

deteccidon de infeccion por VIH en menoresdelaffioy medio fue del 100% pues todas las

muestras positivasen la PCR anidada fueron muestrasde individuos confirmadoscon

W estern blot. La Especificidad de la técnicaimplementadaen ellaboratoriode virologia,

para la deteccion de infecciéon por VIH en menoresdel aflo y medio, fue del 96.9% ,ya

que una pruebaen PCR anidada fue falsa positiva.
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Capitulo 4

DISCUSION

4.1Contrastaci6on em pirica:

La implementaciéon de la técnica resultd exitosa, la recuperacién de linfocitos es

uno de los procesos mas delicados, sin embargo ningun estudioreporta alguna dificultad

en este paso.

Ya en el proceso mismo de la PCR, la extraccion de DNA se la hizo con un

m étodo convencional utilizando el kit comercial QlAamp mini kit blood de Qiagen,

siguiendo su protocolo,que consiste en lisis celular de linfocitos, purificaciéon de acidos

nucleicosen columnas de silicagely finalmente, la elucién de los 4acidos nucleicos para

su amplificacién, mismo que se bas6 en estudios realizados por Alberty Fenyo en 1990

con ciertas modificaciones, tomando algunas referencias también de otro estudio, el de

Coutlé y otros, 1990.

Las amplificaciones de PCR mostraron buenos resultados con los controles del

sistema y de la beta globina, permitiendo validar el ensayo. Las altas sensibilidad

(100% ) y especificidad (96,9% ) de la técnica implementada presentan una alto nivel de

confianza (p<0,03) puesto que fueron comparados con una prueba de oro 100%

confirmatoria como es W estern blot.

Debido a que en paises en desarrollo adn no se puede disponer de técnicas

comerciales disponibles a costos accesibles, el desarrollo casero de las técnicas

moleculares se convierte en una alternativa para varios diagnoésticos, teniendo entre sus

grandes ventajas el precioy, su sencillaimplementaciéon, si se siguen las instrucciones y

procedimientos descritos.
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En los Gltimos afios, no hay estudios similares reportados que hayan realizado el

mismo tipo de validacion, algunos de las investigaciones revisadas como Chohan, vy

otros,2011; Seu , Mwape , & Bradford, 2014; Chang ,y otros, 2015;y, Chohan,y otros,

2011, han realizado investigaciones para diagnésticos y comparaciones de desem pefios,

utilizando kits comerciales.

Esto hace,que el presente estudio, brinde una opcién confiable paraque se utilice

para diagnostivar infeccion temprana por VIH en recién nacido, incluso si se valida con

muestras confirmadas de pacientes adultos, la misma técnica puede extender su alcance

a diagnoésticos para casos especiales, en especial para determinar infecciones recientes

por VIH.

4.2Limitaciones:

No se ha validado la técnica para diagnésticostem pranosen casos especialesde

mayoresde 18 de meses de edad post — contacto con VIH.

4.3Lineas de investigacion:

Los resultados arrojadosen la investigacion establecenunalinea de base para

continuarcon estudios masconcernientesa la mejoradeldiagndésticoen casos

especiales,a laaccesibilidad a conocer el estado serolégico precoz,establecerun

conocimientoepidemiolégicorealde laenfermedad en el pais; todo esto con el fin de

seguirdesarrollando estrategiasque mitiguen la infeccién por VIH y elestado pueda

seguircumpliendocon las metas propuestasen al Plan del Buen Vivir,sobretodo, en

mejorarla calidad de vida en las personascon enfermedadescrénicasy catastréoficas,un

derecho humano universal.

4 4Aspectos relevantes
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La implementacion de la técnica de deteccion de DNA proviral del VIH -1 en

menores delaffio y medio,con una sensibilidad del 100% y una especificidad del 96,9% ,

determina que es una técnica recomendable para realizar un diagndéstico oportuno vy

precoz para los recién nacidos. Dado que el Ecuador, ain no puede satisfacer la

demanda de un diagndéstico de VIH para neonatos expuestos, esta técnica implementada

satisfactoriamente permitird darle al Estado, una alternativa para ser incorporada en el

algoritmo recomendado por el M

inisterio de Salud Publica en el M anual de Atencidn

Integral al PVVS.

Estudios recientes no pueden contrastarse con el realizado, pues ya aplican kits

comerciales para sus investigaciones, esto avala atn mas a la presente técnica como la

alternativa “casera” para un diagndstico molecular del VIH precoz en el Ecuador.
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Capitulo 5

PROPUESTA

El Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) causado por Virus de la

InmunodeficienciaHumana (VIH),se ha convertidoen la pandemiadel siglo XX 1; a 30 afios

de su inicio,se logro6 redefinirlacomo una enfermedadcrénica,graciasa lasrespuestas

sanitariasoportunasy el desarrollo tecnol6gico;este Gltimo ha aportado significativamente en

el diagndstico oportuno del VIH, pilarfundamentalen llegara sucontrol.

Su diagndstico fue inicialmentecom plicado,peroen los Gltimostiempos,lalucha

contra esta enfermedad,ha desarrollado varias estrategiasde mitigacién,enelcampo

diagnoéstico se han tecnificado variosprocedimientosy su accesibilidad ha tratado de llegar a

todas las poblaciones de la tierra.

El VIH, agente etiolégico del SIDA, ha causado la mayor pandemiamundial

afectando todo tipo de poblacién,siendo los hijosde madres seropositivas,un sector muy

vulnerable por efectos sanitariosy sociales. La inefectividad de un diagnésticocon técnicas

tradicionalespor la persistenciaséricade anticuerpos maternosrequiere una prueba precoz

que determine su infeccion,evitando tratamiento profildctico innecesarioy larevision del

esquemade inmunizacién.

Debido a que por transferenciatransplacentarialosanticuerpos maternos del tipo 1gG

pueden estarpresentesen elnifio hasta elafio y medio de vida, el diagnésticoantes de esa

edad debe realizarseexclusivamente a través de ensayos virolégicos.

La técnicade elecciones laPCR anidada para detecciénde DNA proviral

(m aterialgenético viralinsertado en el DNA gendémico humano),sin embargo, la
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disponibilidad comercialen el Ecuador es nula por su dificilimplementaciény costes

elevados,ya que no esuna técnicade demanda poblacional,lo que la convierteen un negocio

no atractivo para las com ercializadorasy prestadorasde salud.

Empero,dado la problem &dticaque un nifio expuesto acarrea, lo hace

vulnerablemente atractivo para la intervencién directapor parte del M inisteriode Salud

Publica,paracumplircon sus normas establecidasy que por ley amparan a todo ecuatoriano:

el derecho a lasalud y atencién sin discriminaciénde cualquierindole,por ello,el presente

trabajo perm itirdbrindaruna alternativade eleccidny sustentable paraun diagnéstico

oportuno en esta poblacién,incluso latécnica puede ser aplicadaen casos de riesgo.

Un diagnoéstico precoz con un resultado fiable evitardintervencionesinnecesarias,

mitigando consecuenciasno deseadas con dichas intervenciones,incluyendo aquellasque se

desprenden a nivel socialy econdédmico.

Todo esto aportariadirectamentecon losobjetivosexpuestosen el Plan Nacionaldel

Buen Vivir.Colaborando con el éxito en le ejecucion delcumplimientode aquellosobjetivos

inherentesa lasalud y bienestar.
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Conclusiones y recomendaciones

El procedimientode la implementaciéonde la técnica fue exitoso,cum pliendo con

los criteriosde validacion del ensayo.

La sensibilidad de la técnicaimplementadaen ellaboratoriode virologia,para la

deteccidon de infeccion por VIH en menoresdelaffioy medio fue del 100% pues todas las

muestras positivasen la PCR anidada fueron muestrasde individuos confirmadoscon

W estern blot.

La Especificidad de la técnicaimplementadaen ellaboratoriode virologia,para

la deteccion de infeccionpor VIH en menoresdelaffioy medio, fue del 96.9% , ya que

una pruebaen PCR anidada fue falsapositiva.

La sensibilidady especificidad de la técnica implementada fue superioral 95% ,

lo que la convierteen herramientadiagndésticaconfirmatoriapara casos de neonatos

expuestos.

La técnica implementadaen el laboratoriode virologia del Instituto Nacionalde

Investigacionen Salud, puede serconsiderada para serincluidaen elalgoritm o

diagnoésticode VIH enneonatos expuestos,en la M anualde Atenciénde PVVS, del

M inisterio de Salud Pablica.
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Anexos 3: Procedimiento de PCR anidada para DNA proviralde VIH -1

PROTOCOLO DE EXTRACCION DEADN PARA LA DETECCION DELADN PROVIRALDEVIH-1EN PBMC

Aislamiento delADN proviralde VIH -1

. Pipetear 20 pl QIAGEN Proteasa (o proteinasa K dentro deltubo de microcentrifuga de 1.5
m )

. Adicionar 200 plde muestra en el tubo de microcentrifuga (5 x 10° linfocitos en 200 ulPBS)

. Adicionar 200 plde Buffer ALalas muestras M ezclarporpulso —vortexearpor1l5 seg.

. Incubara 56°C por10 minutos

. Centrifugarbrevem ente eltubo de microcentrifuga de 1.5 mlpararemovergotasde la tapa.
. Adicionar 200 plde etanol (96-100% ) a las muestras, y mezclar porpulso o vortexearpor 15

segundos. Después de mezclar centrifugue brevemente el tubo de microcentrifuga para
remover las gotas de la tapa.

. Cuidadosamente aplique la mezcla del paso anterioralas QlAamp Spin Column (en un tubo
de coleccidn de 2 ml) cerrar la tapa sin tocarlos bordes, y centrifugara 8000 rpm por 1 min.
Coloque el QlAamp Spin Column en un tubo de coleccién de 2 mllimpioy descarte eltubo
qgue contiene el filtrado.

. Cuidadosamente abrir el QlAamp Spin Column y adicionar 500 plde buffer AW 1. Cierre la
tapa sin tocar los bordes y centrifugue a 8000 rpm por 1 min. Coloque el QlAamp Spin
Column en un tubo de coleccién de 2 m|limpio,y descarte eltubo que contiene el filtrado.

. Cuidadosamente abrir el QlAamp Spin Column y adicionar 500 plde buffer AW 2. Cierre la
tapa sin tocarlos bordesy centrifugue a 14000 rpm por 3 minutos.

. Coloque elQlAamp Spin Column en un nuevo tubo de coleccién de 2 ml,ydescartareltubo
de coleccién que contiene el filtrado. Centrifugue a 14000 rpm por 1 minuto.

. Coloqgue el QlAamp Spin Column en un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml, y descartar el
tubo de coleccién que contiene el filtrado. Cuidadosamente abrirelQlAamp Spin Column vy
adicionar50 plde buffer AE o agua destilada. Incubara temperatura ambiente (15-25°C) por
1 minuto,yluego centrifugue a 8000 rpm por 1 minuto.

. Para almacenar el ADN por largo tiempo, eluir en buffer AE y almacenar a -20°C es

recomendable, el ADN almacenado en agua es sujeto a hidrélisis dcida.

PCR DELGEN BETA GLOBINA

El procedimiento se basa en iniciadores descritos por Saiki et al 1985. Se utilizé un Unico par de
iniciadores PCO3 y PCO4, definen una secuencia de 110 pb, en una regiéon conservada delgen beta
globina humana, que codifica una porcién dellocus HLA-DQa. Presentes en todos los humanos, el
uso de estos iniciadores serdan utilizados para verificar la calidad del ADN extraido y descartar la
posibilidad de obtener falsos negativos resultando sermuy adecuadas para la creacién de un banco

de ADN y porlo tanto, también adecuadas para la am plificacion.

Las células lisadas que fueron negativasen PCR con estos iniciadores serdan excluidas para elestudio,
esta técnica serda considerada como control interno positivo, para la técnica de PCR anidada

especifica delADN pro viralde VIH-1.
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Como controles positivos se utilizara dos controles positivos para VIH-1 (1 controlinterno y 1 control

externo)

reaccion

REACTIV

Primer C

Primer C

y 3 controles negativos (1 control interno, 1 control externo y 1 control del mix de la

llamado controldelsistema (CS)).

os

03 5’ACA CAACTG TGTTCA CTA GC 3~

04 5’°CAA CTT CATCCACGTTCA CC 3°

10X Blue Juice Gelloading Buffer (tampon de depdsito)

Setde D

50X TAE

Etanol1l

NTP's

buffer

00%

H20 ultra pura libre de ADNasa y ARNasa

PREPARACION DEL PRE M IX

M arque los tubos de PCR (tubos de 0.2 ml) para la reaccién de am plificacion. M anipule
cuidadosamente cada uno de los tubos evitando contaminar (cuando son removidos del
paquete, cuando son envasados para su esterilizaciédn o cuando se abren ytapan durante el
procedimiento, evitando tocaren todo momento con elguante la tapa interna).

No olvidar incluir los tubos rotulados como controles, dos controles positivos para VIH -1 (1
control interno y 1 control externo) y 3 controles negativos (1 control interno, 1 control
externo y 1 controldelmix de la reacciéon llamado controldelsistema (CS)).

Calcule y llene el form ato de registro “Protocolo de PCR delgen BGH”, segtn lacantidad de
reacciones a trabajar. Porcada 10 reacciones hay que agregar un volumen extra de mezcla
para suplirel error de pipeteo. Seguirelejemplo de : 0JO

En la cabinade flujolaminardeldrea blanca, colocarlos reactivos especificos, para realizarel
prem ix.

M arcar un tubo madre en donde se coloca todos losingredientes delpremix. Esta mezcla de
reactivos tiene en su com posicion H20 libre de ADNasay ARNasa, Cl2M g, desoxinucleotidos
(que le aportan la materia prima para la formacién de nuevas cadenas), la enzima Tagq
polimerasa (que es termo estable), el buffer con el que actiua la enzima y los primers o
iniciadores, que son oligonucledétidos sintéticos especificos para cada fragmento a
am plificar.

Prepare la cantidad de premix de PCR para elnumero de reacciones que fueron calculadas,
tomando la alicuota correspondiente y agregando en eltubo madre todos losingredientes,
trabaje todo eltiempo sobre hielo,luego elpremix se homogeniza mediante pipeteo.

Se distribuye 20 pldel premix en cada uno de los tubos (tubos de capacidad 0.2 ml)losque
fueron rotulados con su respectiva codificacioén, se puede utilizaruna sola punta nueva con
filtro y estéril para distribuir elpremix en todos los tubos.

Agregar5 plde agua ultra pura altubo codificado como CS (controldelsistema).

Transferir los tubos de la hielera del area blanca a una hielera del drea de extracciéon de
muestras.

Guardarlas alicuotas de los reactivos ya utilizados de inm ediato a -20° C.
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. Los tubos que contienen el premix pueden ser guardados a -20° C hasta su uso o hasta
despuésde dos horas.
. La hielera que contiene los tubos con el premix es transportada a la cabina de flujo laminar

deldrea gris para colocar5 plde volumen de ADN a cada tubo segun lo rotulado.

Tabla N°Ejem plo preparacion de premix para PCR de BGH

MEZCLA DELADN EXTRAIDO CON EL M IX

. U tilizar pipetasy puntas con filtro que correspondan aldrea de extraccién de ADN.

. Retire 30 minutos antes delcongelador -80°C el ADN extraido, en caso de estarcongelado y
luego deben sercolocados sobre hielo inm ediatamente.

. Adicionar 5 plde ADN muestra apropiadamente a cada tubo que contiene 20 plde prem ix,
segun como corresponda se codificacion, de igual manera a los controles positivos vy
negativos y 5 ulde H20 alcontrolnegativo delsistema, elvolumen finalde cada reaccién es
de 25 pl.

. U tilizar siem pre puntas nuevas con filtro y estériles, para cada una de las muestras y
controles, con la finalidad de evitar contaminaciéon cruzada. Tratar en lo posible mantener

cadauno de lostuboscerrados todo eltiempo cuando no son usados.

CONDICIONES PARA LA AMPLIFICACION

Programar el termociclador segin el protocolo de la tabla N°, este programa sirve para la

am plificacién delgen de la BGH. Utilice instructivos para uso delequipo.

Colocarlos tubosdentro de la maquinade PCR (termociclador),en donde lareaccion de cada una de

lostubos es llevada cabo in-vitro.

Retirar los tubos del termociclador y migre el producto am plificado del gen de BGH sobre gel de
agarosa al 2% . En caso, de no migrar el producto am plificado en ese dia, guardar los productos de

PCR en -20° C.

Program acién del term ociclador

TEM PERATURA TIEM PO NUMERO DE CICLO S
94 °C 5 min 1
95°C 30 seg 30
46°C 30 seg

72°C 30 seg

72°C 5 min 1

4°C &

VISUALIZACION DEL FRAGMENTO AMPLIFICADO

PREPARACION DELGELDE AGAROSA

Preparar la cantidad necesaria del reactivo de TAE 1X, que servird para la preparacion del gel de

agarosaycomo bufferde corrida en la cubeta de electroforesis.
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Armar el molde de la cubeta de electroforesis, con sus respectivos peines que contenga una

cantidad de pocillos suficientes para cubrirnuestra demanda de muestras.

Prepararun gelde agarosa al 2%, pesando en la balanza analitica 2 g de agarosa porcada 100 mlde

TAE 1X.
En una fiola coloque el TAE 1X m adsla agarosa y posteriormente mezcle todo este contenido.
Coloque la fiola que contiene el TAE 1X m ds la agarosa dentro delmicroondas.

Calentaren elmicroondasla solucién de agarosa TAE-1Xy mezclarla de cuando encuando hasta que

esté completamente homogénea ytransparente (aproximadamente de 2-3 minutos)
Retire la fiola, con cuidado.
Dejar que se enfrie un poco hasta aproximadamente los55°C.

Vaciar todo el contenido dentro del molde de la cubeta de electroforesis previamente armada,

procurando que no se formen burbujas.

Esperar a que solidifigue elgelde agarosa.

Agregar TAE 1X dentro de la cubeta, hasta bafiarporcomopleto elgelde agarosa
Retirar las peinetas con mucho cuidado.

PROCEDIMIENTO 2

Preparar en cantidad necesaria del reactivo de TBE 1X, que servird para la corrida en la cubeta de

electroforesis.

Armar el molde de la cubeta de electroforesis, con sus respectivos peines que contenga una

cantidad de pocillos suficientes para cubrirmuestra demanda de muestras.

Prepararun gelde agarosa al 2%, pesando en la balanza analitica 2g de agarosa porcada 100 mlde

SYBR safe DNA gelStain TAE 1X.

En una fiola coloque el SYBR safe DNA gel Stain TAE 1X mas la agarosa y posteriormente mezclar

todo elcontenido.

Colocarla fiola que contiene SYBR safe DNA gel Stain TAE 1X mds la agarosa dentro delmicroondas.

Calentar en el microondas la solucién de agarosa SYBR safe DNA gel Stain TAE 1X y mezclarla de

cuando hasta que esté completamente homogénea y transparente (aproximadamente de 2-3

minutos)
Retire la fiola, con cuidado.
Dejar que se enfrie un poco hasta aproximadamente los 55°C.

Vaciar todo el contenido dentro del molde de la cubeta de electroforesis previamente armad a,

procurando que no se formen burbujas.
Esperar a que solidifigue elgelde agarosa.
Agregar TBE 1X dentro de la cubeta, hasta bafiarporcompleto elgelde agarosa

Retirar las peinetas con mucho cuidado.
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CARGADA DELAS MUESTRAS EN ELGELDE AGAROSA Y CORRIDA ELECTROFORETICA

Reactivos

TAE 1X

Loading Buffer (azulde bromofenol), concentraciéon de trabajo 6X

M arcadorde peso molecularde 100pb y 50pb

Agua grado PCR

M olde delgelde agarosa

M uestra de ADN

Procedim iento

Anotar en el formato de registro “Protocolo de PCR del gen BGH” la ubicacidon de las muestras a

depositar,en elque se detalle el orden de las muestras que se colocaran en elgel.

En un pedazo de papelparafilm disponerporcada muestra:2 pldeltampdnde azulde bromofenoly

3 plde agua PCR y 10 plde amplicédn.

En el primerpocillo delgelcolocar 10 plde agua ultra pura mas5 pldelmarcadorde peso molecular

de 100pb.

Con la ayuda de una micropipeta deposite en cada pocillo del gel de agarosa cada una de las

muestras, asitambién de los controles positivosy negativos, adem ds debe incluirelMPM de (50pb o

100pb). Porejemplo,como indica la tabla N?¢

MPM 50pb CS C- C-(PS para M uestra M uestra C+ VIH -1
VIH) Ne1 Ne 2

5 pl de 2 pl 2 pl 2 il 2 pl 2 il 2 pl

MPM 50 pl loading loading loading loading loading loading

+ 10 pl de buffer 6 X + buffer 6X + buffer 6X + buffer 6X + buffer 6X + buffer 6X +

H20 ultra 3 pl H20 + 3 ul H20 + 3 pul H20 + 3 pul H20 + 3 pul H20 + 3 pul H20 +

pura 10 pl de 10 wl de 10 i de 10 pl de 10 il de 10 pl de
cada cada cada cada cada cada
muestra muestra muestra muestra muestra muestra

MIGRACION ELECTROFORETICA DELGELDE AGAROSA

Reactivos

TAE 1X

Procedim iento

Cubrirla cubeta de electroforesis, con la tapa que le corresponde

Colocar los electrodos de la camara de electroforesis disponiendo la carga negativa en el extrem o
dénde estdn las muestras depositadas y el extrem o positivo en ellado opuesto. (EIADN migra hacia

ellado positivo).

Encenderla fuente de poder
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Programarelvoltaje de la fuente de poderde 90 a 110pb.

Apagarla fuente de poder.

Los electrodos de los otros extremos, conéctelos a la fuente de poder de tal manera que

corresponda alpolo negativo y elotro alpolo positivo.

Encienda nuevamente la fuente de poder

Deje migrarlas muestras maso menos por45 minutos.

Apagarla fuente,cuando se observe que las muestras hayan migrado lo necesario.

PROTOCOLO DE LA SEGUNDA PCR

Descongelarlos productos delprimer PCR sies necesario

M arcarlostubos de PCR, para lareaccion de am plificacién. M anipular cuidadosamente cada uno de
los tubos evitando contaminar (cuando son removidos del paquete, cuando son envasados para su

esterilizacion o cuando se destapan, evite tocarcon elguante la tapa interna).

Prepara el segundo premix de PCR en una cdmara de flujo laminar en la sala libre de ADN (area
blanca). La preparacion se realiza con los respectivos iniciadores JA5 vy JA6 para la PCR, trabajartodo
el tiem po sobre hielo, porcada muestra se debe afiadir 24 plde premix, pero se puede realizaruna
reaccién mas de prem ix para suplir el error de pipeteo. El totalde volumen requerido es de 24 x 6=

144 pl, mdsunareacciéon de mas
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