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1. INTRODUCCION
I, HISTORIA NATURAL DEL SIDA

En junic de 1981 se reportaron los primeros. casos de SIDA que mclu:an a cinco
hombres jovenes con deficiencia severa de su sistema inmuniclégico, “sin’ ninguna -
causa conocida para ello, Pronto el Centro para el Control de las Enfermedades (COC)
de Atlanta, en Estados Unidos, adoptd una definicion- que Slviera de. criterio para el
seguimiento epidemioldgico de la enfermedad.’ Se decia que una persona tenia: SIDA -
si se encontraban infecciones opcrtumstas poco frecuentes tales ‘como, “neumonia
ocasionada por Preumocistis Carinii o tumares ' poco; ‘comunes; como ‘el sarcoma de
Kaposi. Posteriormente se han propuesto yari odificaciones’ a ‘ésa deflmcton,
tomando en cuenta ias observac»ones alrzandose con la apanc»on de-
NUEevVOs Casos. :
Para 1983, el Instituto Pas(eurf isfam(ento de un retrowrus al cual '
llamaron LAV {virus asociado -a Imfoadenopaha) :'menos de-un: afio despuss. se -
publicaron los datos de dos gruposen Estados Unidos en donde se comprobaba la”
etiologia de esta enfermedad por ol virus:li olroplco de celulas T humanas tlpo lll ;
(HTLV-il) o ARV : : :
Se avanzg en el conoclmtento m amsmos de transm swn y hoy
sabemos que son: por via sexual; por contacto’con’ sangre ylo productos sangumeos
contaminados ylo de la madre al feto ) al lactante . % ;

il. EFIDEMIOLOGIA DEL SIDAIHIV :

Situacion mundial

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que desde gue inicié la pandemia
y hasta mediados de 1993, arriba de 13 millones de personas jovenes y adultos han
sido infectadas con el HIV, la mayoria de estas personas adquirieron el HIV através
de relaciones heterosexuales, De estas infecciones, B miilones corresponden al ‘sur
del continente Africanoc; 1.5 miliones a Norteamérica y oeste de Europa; 1.5 miliones
a Latinoamérica y el Caribe; 1.5 miliones at sur de Asia, Medio Oriente y norte de
Africa; 75,000 al este de Europa y 50,000 a Asia CentraF. .

La misma OMS, estima que actualmente existen mas de 3 millones de mu;eres

~ infectadas con el HIV en todo el mundo, la mayoria de ellas en edades entre 15y 49

afios y de éstas, el 80% se encuentra en el Subsahara africano. Se estima que tan
solo en Africa existen mas de 2.5 millones de mujeres infectadas y en Latinoamérica
200,000, Ei aumento en el nimero de casos de mujeres se asocia con un aumento
paralelo de los casos en nifos, debido a que el 85% de todos los casos pediatricos
fue contagiado a través de la transmision perinatal, por lo que se estima que a la
fecha existen entre 500,000 y un mition de nifios infectados en el mundo'.

A la fecha, cerca de 2 millones de personas infectadas con HIV “han
desarrofiado SIDA y la mayoria de ellas han muerto. El costo en términos de
sufrimiento personal, disrupcion de la familia e impacto en la comunidad es enorms.



En algunas ciudades de Africa donde la prevalencia de HIV es muy elevada, uno de
cada tres adultos esta infectado, cerca del 80% de las camas para adulto en algunos
hospitales estén ocupadas por pacientes con SIDA. Esto significa grandes costos,
tanto directos como indirectos, ya que la mayoria de estas personas se encuentran

en el grupo de edad productiva dentro de la sociedad y por lo tanto al caer enfermas: -

y morir hay un decremento en la fuerza de trabajo. Todas estas razories "hacen

necesario encontrar mejores caminos para el tratamiento y el cuidado de personas .-

infectadas con HIV asi como también intensificar esfuerzos para prevenlr y evnar Ia :

propagacion del virus.
Situacion en México

Hasta el 1 de mayo de 1994 en México se han reportado 18,560 casos. Doscientos
siete de ellos fueron reportados en el ditimo mes, dando un promedio diario ‘de
nuevos casos de 6.9, Considerando el retraso en la notificacion, se estima que el
ntimero real de casos de SIDA en México es superior a 28,000. El 91.9% de los
casos son atribuibles a transmision sexual, los casos relacionados a transmision
sanguinea han ido disminuyendo, representando en 1993 el 8.0%. Las entidades con
mayor razén de casos por habitante son: el Distrito Federal donde uno de cada 1,624
habitantes tiene SIDA o ha fallecido por este padecimiento, en el estado de Jalisco
uno de cada 2,620 habitantes y en el estado de Morelos uno de cada 3,008. En lo
que respecta a edad y sexo, la mayor parte de los casos notificades ocurrié en los
grupcs de 20 a 44 afios, la razén hombre-mujer es diferente segiin los grupos de
edad, para los grupos mds afectados (20 a 44 afios) esla razon varia entre seis y
ocho hombres por cada mujer afectada, mientras que esta relacion es de 1:1 en el
grupo de menores de un afo. En lo que se refiere a nifios menores de 15 adios se
han notificado 545 casos de los cuales el 55.6% se transmitié por via perinatal;
25.2% por transfusion sanguinea; 17.3% en hemofilicos y 2.0% por abuso sexual’,

Vias de transmision

Las principales rutas-de transmision del HIV son a través de contacto sexual, "
transfusion-sanguinea y/o hemoderivados de sangre contaminada y transmlsmn de’ .

madre a hijo, ya sea pennatalmente 0 a través de la leche materna

Transmision sexual

La transmision - por: contacto = sexual. puede ocurnr tanto entre personas
homesexuales/bisexuales como heterosexuales y parece deberse’al’ paso el Hivia !
través de las mucosas del aparate sexual, ya sea por. contacto dlrecto de estas con -

fluidos corporales tales como semen o secreciones vaglnales o debido a la presenua

de lesiones en las mismas, razén por la cual aumenta el nesgo de |nfecn:|0n si eX|ste' o

alguna infeccion venérea,

[



Transmls:on Sangunnea
“El virus de inmunodeficiericia humana parece ser transmitido eficientemente a
través de sangre completa, linfocitos, paquetes de células rojas, plaquetas y plasma.
Algunos productos derivados.de plasma, como faclores de coagulacion (Factor VIII
pnnmpalmente) fueron.una-gran fuente de contaminacion hasta que su proceso de
manufactura: fue ! modxf cado. Otros productos preparados a partir de sangre tales
como’ albumina, fracciones de proteinas plasmaticas o vacuna de la hepatitis B
resultan;no ser. infecciosos debido al modo de preparacion de estos, que inactiva .
cua!qwer posible relrovirus contaminante. Se estima que antes de 1985, arriba de
- 95% de’ las personas que recibieron sangre contaminada o Factor VIli obtenldo de
sangre de individuos infectados fueron contaminados con el virus®.

.- Transmision vertical:

El niimero de nifios que ha adquirido la infeccién por HIV de su madre ha ido
aumentando debido al incremento de la infaccién con HIV entre mujeres en edad
fértil, las cuales representan 80% del total de los casos de las mujeres infectadas.
Todas las mujeres infectadas con el virus tienen el riesgo de transmitirio a su
producto, aungue todavia no es claro por qué sdlo un cierto porcentaje de los hijos de
madres RIV positivas se contagian. En México, la transmisidn perinatal representa
55% de ios casos de infeccion por HIV en pacientes menores de 1 afio de edad”.

La posibilidad de que el nifio adquiera la infeccion por HIV perinatalmente varia,
segun diversos estudios, dentro de un rango muy amplio gue va de 15 a 40%".

Existen diferentes estudios que han tratado de determinar los factores y
cofactores maternos que determinan la eficacia de este tipo de transmisién, se ha
propuesto que; carga viral elevada, bajo nivel de la relacion CD4/CD8, madres

" jovenes -y ‘en etapa avanzada de la enfermedad, la presencia de corioamnioitis
inversién del cociente CD4/CD8, ausencia de anticuerpos contra las glicoproteinas
gp120 o de anticuerpos tipo IgA contra polipéptidos del HIV en la madre, son factores
predisponentes a la transmision vertical. Se debe aclarar que a pesar de que la
presencia de sintomas en la madre es un factor importante que parece favorecer [a -
transmision perinatal, la ausencia de sintomas no descarta la posibilidad. de que el;
bebé nazca infectado?. ]

El'mecanismo exacto por el cual ocurre la transmision del vnrus: la.
madre al hijo se desconoce, aunque existen varias posibles rutas: a) en: Utero via -
infeccidn transplacentaria hacia el feto; b) durante el proceso de parto ‘por contacto
con sangre infectada y/o secreciones y c) en el perlodo postnatal a traves de Ia leche
materna’, :




Hl. AGENTE ETIOLOGICO
Composncion del wrus S

El agente etlologlco del Smdrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) es el virus
de inmunodefi cléncna humana ‘del - cual existen dos tipos reportados hasta ahora:
HIV-1"y HIV-27 Estos - virus ‘pertenecen a la subfamilia de los Lentivirus, familia
‘Re(rovmdae L on‘ologla de éstos es muy similar, tienen un didmetro de 100 nm,
un nucleo que conhene dos moléculas de RNA de cadena sencilla y enzimas virales
(transcriptasa reversa, e integrasa), rodeado por una membrana que contiene las
glicoproteinas virales de la envoitura (gp120 y gp41 para HIV-1).

"Las moléculas de RNA son de tipo positivo, de aproximadamente 10 Kb de
lengitud, cada una contiene en su estructura tres genes estructurales:; gag, pol y env,
seis genes reguladores y en cada uno de sus extremos una secuencia repetida
terminal larga (LTR).

Las secuencias LTR no codifican para ninguna proteina, sirven para iniciar la
expresion de otros genes del virus. Los genes estructurales codifican para las
proteinas que forman la particula viral o que tienen actividades enzimaticas
indispensables para la replicacion del virus: gag codifica para una proteina, p55, que
es la precursora de las proteinas de la nucleocdapside del virus (p24, p17 y p9);
el gen pol codifica enzimas virales: transcriptasa reversa, endonucieasa (o integrasa)
y una proteasa viral y el gen env codifica para un precursor glicosilado, gp 160, que
es procesado en la glicoproteina .externa de membrana gp120 y la glicoproteinz
transmembranal, gp41 (Cuadro1).
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Genes y proteinas del HIV
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ejerce una funcion de regulader negativo, de modo que cuando éste gen se modlflca
por mutaciones, el virus se replica mucho mas®. . SR




Ciclo de vida y replicacidén

El primer paso del ciclo de vida del HIV comienza cuando la glicoproteina externa
gp120 se une a la.molécula CD4, localizada en la superficie de las ‘células Ty
también en pequefias cantidades en otras células. La fusidn subsecuente requiere de
la membrana viral, posiblemente de la gp41 y de algunos otros factores celulares. La

- hipdtesis mas aceptada es que la entrada del virus se debe a un fenomeno de
endocitosis mediada por un receptor. Una vez que el RNA viral ha penetrado en la
célula, comienza el siguiente paso, que es la sintesis de DNA complementario a partir
del RNA viral, empleando la enzima transcriptasa reversa como polimerasa. El DNA
viral sintetizado puede quedarse como DNA citoplasmético no integrado, o bien se
circulariza y se transporta al nucleo de la célula, incorporandose al DNA-celular con
la ayuda de la integrasa viral, a este DNA integrado se'le conace como provirus y
permanece latente hasta que es activado.

La activacién de la célula y la consecuente expresion de! prowrus produce

nuevas particulas virales, de tal manera que algunas de las nuevas moléculas de
RNA viral que se sinteticen, constituirdn el- material: genético 'de  una “nueva:
generacion de virus, mientras que otras moléculas de RNA van a, actuar como RNA -

mensajero, traduciéndose en las proteinas estructurales y en las enzimas de Ias
nuevas particulas de virus.

Las" moléculas precursoras - se agregan y: por medlo de un’ proceso de )

gemacion abandonan la célula, obteniendo de esta manera la membrana ‘que rodea a

la particula viral.
Existe otro mecanismo de |nfecm0n caractenstlco del HIV que con5|sle en la

fusion- de células infectadas .y -sin infectar, formando sincicios,"esto-ocurre por-un -
proceso en el que la protelna de la envoltura virica,’ gp120, presente en |a superficie -

de la_célula infectada,*se Une -al: receplor CD4 de ‘otra: célula no’ infectada, :

produciéndose Ia fusion-de las: membranas celulares de’esta’ manera el virus ‘se
transmite directamente de la ceIula mfectada a la no mfectada sin nece5|dad de pasar
por la etapa de virus Ilbre

V. PATOGENESIS‘ _

La infeccion por HIV provoca la disminucion de los linfocitos CD4*, que se observa
conforme progresa la enfermedad y esté asociada con la aparicidn: de ‘variantes
virales que pueden escapar de los anticuerpos neutralizantes o de los linfocitos-T
citotéxicos. Se han propuesto varias teorfas para explicar esta disminucion de células
CD4*, como la muerte celular ocasionada por la fusion de una célula infectada con
otras sin infectar, de la que resulta la formacion de sincicios; la acumulacion de DNA
sin integrar, la cual tiene efecto citotdxico; y Ia formacién de complejos intracelulares
CD4-gp120. -

Se han identificado varios mecanismos que, ademas de'la dlsmxnucwn en
CD4*, contribuyen a la inmunodeficiencia. Entre estos mecanismos estd |a respuesta
inmunolégica tanto celular como humoral contra algunos componentes del HIV, que
inhiben o destruyen otras células de! sistema inmunitario. Por ejemplo, hay evidencia



de que algunos' anticuerpos contra la proteina de membrana del HIV, en lugar de
neutralizar la infectividad viral ‘estimulan la infeccion de macréfagos y monocitos,
facilitando el praceso de absorcion del virus a través de sus receptores membranales
para la porcién Fc de’la IgG o para componentes de la via del complemento..Por
parte de la‘respuesta celular estan Ios linfocitos T citotdxicos especificos para el HIV
y el fenomeno-de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, que son capaces
de lisar células infectadas por HIV y otras no infectadas pero que han absorbido
pasivamente proteinas virales®

- V. DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR HIV

Es muy importante conocer el diagndstico de la infeccidn por HiV, ya que permite al
paciente recibir -un tratamiento médico optimo desde un momento temprano de la
infeccion y llegar a evitar el desarrollo de alguna enfermedad ocasionada por agentes
oportunistas que puedan llegar a ser letales, tales como la neumonia ocasionada por
Pneumocistis carini, que actualmente puede ser prevenida con una medicacion
temprana durante el curso de la infeccidn, El diagnostico temprano puede ofrecer
también al pacxenle una manera de consmierar su comportamiento para evitar
transmitir el virus a otras personas.

Las maneras. de diagnosticar la lnfecmon por HIV pueden ser detactando ya
sea la respuesta.inmune del individuo a la mfecczon. o’ por la deteccion del virus
mismo ° de alguno de sus: componenles

couchTnAclON DE
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FIGURA 1

En la figura 1 se muestra una gréafica de la historia natural de la infeccion por
HIV. Al entrar el virus al organismo, éste se replica, encontrandose en esta etapa una
gran cantidad de virus libre y de sus proteinas en el torrente sanguineo. Esta etapa

~t



abarca un periodo que va de dias a semanas y se caracteriza por no encontrarse
cantidades detectables de anticuerpos. Posteriormente, el virus entra en un periodo
de latencia, durante el cual puede encontrarse el provirus integrado dentro de la
célula. En esta etapa los niveles de antigeno circulante empiezan a declinar y
simultdneamente comienza una gran produccién de anticuerpos (6 a 12 semanas)
contra las proteinas virales. Los primeros anticuerpos que se producen son contra las
glicoproteinas gp 120, gp41 y/o gp160 y finaimente contra las proteinas p24 y p17.
En cualquier etapa de la infeccién se encuentran mayores niveles de anticuerpos
contra las glicoproteinas externas que contra las proteinas de gag o de pol.

Esta etapa de latencia se caracteriza porque generalmente el individuo
permanece asintomatico durante periodos prolongados, que pueden durar de meses
a afos. La presencia posterior de particulas, o proteinas virales durante el transcurso

de la infeccion nos indica periodos de replicacion del virus,” que usualmente va

acompafiada por sintomas en el paciente,

La etapa que comprende desde el momento de |a infeccidn, hasta Ia aparlcmn
de anticuerpos se le conoce como "periodo de ventana" y generalmente va de 0.a 6.

semanas”. Durante este periodo no es posible diagnosticar la infeccidn con el HIV por

medio de las técnicas seroldgicas que detectan la presencia de anticuerpos anti-HIV *

en un individuo.
Respuesta inmune

La infeccién por HIV puede diagnosticarse por medio de la respuesta inmune del
individuo hacia. el virus,” esto es, detectando los anticuerpos producidos’ por ‘el
individuo'y que se encuentran en suero o plasma Asi, la presencia de anticuerpos
contra el HIV implica que ha habido exposicién e infeccion con el virus.

Actualmente se cuenta con una gran variedad de pruebas para la detecmon de -

anticuerpos . anti-HIV, . tales. como: - ensayos mmunoenzmaticos_ (ELISA),
inmunoelectrotrarisferencia: (Western Blot), aglutinacion y radioinmunoprecipitacion

(RIPA). De éstas, la aglutmac:on el ELISA y el Western Blot (WB) son las pruebas :

de mayor uso,

Aglutinacién; ,Esta técnicase basa en que particulas sensibilizadas co'n HIV
inactivado son aglutinadas por la presencia de anticuerpos de HIV en muestras de
suero o plasma. Este tipo de prueba tiene la ventaja de que se realiza en poco
tiempo, no 'es muy costosa y no requiere equipo sofisticado. Como desventaja se
reporta la subjetividad en su interpretacion.

ELISA: La prueba de ELISA para detectar anticuerpos anti-H!V es el métodc mas
usado para determinar la infeccion por HIV en adultos y en nifios de mas de 15
meses de edad, reporténdose una sensibilidad y especificidad en la mayoria de los
ensayos de por lo menos 99.5 y 99.8% respectivamente. Esta técnica cominmente
detecta la presencia de anticuerpos de tipo IgG, por 1o que en los casos de nifios

menores de 15 meses de edad, nacidos de madres seropositivas, se puede utilizar -

una modificacion de esla prueba para detectar anticuerpos de tipo IgM o IgA en el



suero del infante, ya que estos anticuerpos no atraviesan la placenta y la presencia
de estos, indica una respuesta inmune especifica a la infeccion.

Existen una gran variedad de pruebas de ELISA disponibles comercialmente,
la mayoria de ‘ellas son usadas para detectar anticuerpos anti-HIV y han sido
clasificadas como: competitivas, indirectas, sandwich, y ensayo de captura. La
mayoria de estos tipos de ELISA consisten en una fase sdlida, la cual contiene un
antigeno viral, a la cual se agrega la muestra a analizar (suero o plasma),
posteriormente se agrega una inmunoglobulina anti-lgG humana conjugada con una
enzima y finalmente se adiciona un cromégeno el cual va a producir una reaccion

colorida si es que se encuentran presentes- anticuerpos anti-HIV en el suero del -

paciente.

Algunas de las ventajas de estas pruebas-de ELISA son: que los resultados
pueden cuantificarse espectrofotométricamente; que son féciles de realizar y que
los reactivos son relativamente estabies y baratos.

Las pruebas de aglutinacion y las de ELISA son empleadas como pruebas de
tamizaje, tanto para garantizar: la seguridad de productos. sanguineos y- tejidos -
humanos de donadores, como para reahzar d|agnost|co presunhvo de “individuos
con riesgoe de infeccién. i

Western Blot: El WB, sigue 5|endo la alternahva mas especmca para eI dlagnoshco
serologico confirmatorio del HIV;- tamblen es Utilizado para monitorear el desarrollo de

anticuerpos especxflcos aun l|empo dado de la infeccion y al igual que en el ensayo .

de ELISA, se puede ‘hacer ‘una modificacion. de’ esta prueba para poder. detectar-

anticuerpos. IgM o' IgA en nifios menores de 15 meses, nacidos: de madres
seroposmvas

El principio de esta técnica se basa en incubar el suero o plasma del paciente |

con tiras de nitrocelulosa que contengan proteinas virales, los “anticuerpos

especificos contra cada una de estas proteinas, si existen, se unen a los antigenos -

correspondientes, se afiade una anti-lg humana conjugada con una ‘enzima y

finalmente se afiade un cromdgeno que tifie las tiras en bandas que corresponden a

la distribucion de ios antigenos virales en las tiras de nitrocelulosa'.

E! Western Blot tiene una sensibilidad equivalente a la prueba de ELISA, pero

permite aseverar que la reaccion es espacifica para el HIV.: Tiene como
inconvenientes la dificultad en la interpretacion de resultados y su mayor complejidad
técnica, por lo que se requiere de personal de laboratorio experimentado.

Radioinmunoprecipitacion: Esta prueba estd basada en la capacidad de los
anticuerpos para unirse y co-precipitar con proteinas virales previamente marcadas
radiactivamente por la incorporacion de un aminodcido radiactivo en el medio de
cultivo usado para la produccion del virus. Esta-técnica tiene una alta sensibilidad y
especificidad, pero tiene las desventajas de ser muy costosa y requiere de la
utilizacion de radioisotopos y personal de laboratono experimentado para la
interpretacion de los resultados.



Deteccidn del virus

El HIV o sus componentes se puede encontrar presente en la sangre de la mayoria
de los individuos infectados, ya sea en forma de:virus libre 0-asociado a células y en
formas completas o incompletas, por lo que. el diagndstico:se puede: hacer: por
aislamiento viral, por deteccién de antigenos virales o ldenuﬂcacmn de 'genoma.viral,
considerando como evidencia de |a infeccion:la ‘deteccion’ de’ cualqmera de Ios tres
productos virales mencionados.’ -

Estos tipos de metodolagias se utilizan més: comunmente‘para aquellos casos
en los que existen problemas para.el: d|agnost|co eroldgico, como es el caso de
parejas de- seropositivos - que permanecen:seronegativas’ p'or Iargos penodos o.en
“nifios nacidos de madres seroposmvas :

A|slam|ento wral Un dlagnostxco deflnmvo de Ia lnfeccmn con el HIV puede ser
obtenido utilizando un cultivo celular para‘aislar el virus que se encuentra presente
en las células mononucleares ‘periféricas-(CMP) 'y en algunos tejidos y fluidos
corporales tanto de individuos sintométicos como 'asintométicos. Se requiere de un
sistema de cocuitivo en el cual el cultivo es preparado a parlir de las CMP de un
individuo sano activadas con polibren y utilizando en el medio Interleucina-2",

La presencia de HIV en cultivos celulares se puede determinar utilizando un
ensayo inmunoenzimatico para la deteccidn de antigenos virales, midiendo la

-‘actividad de la transcriptasa reversa en el sobrenadante del cultivo; observando fa
formacion de sincicios en el cultivo de células, ylo por inmunofluorescencia.

El éxito del aislamiento del HIV a partir de las CMP es de 100% para pacientes
sintomaticos y ligeramente menor para individuos asintomaticos, aunque existen
algunas variaciones en la eficiencia, tales como los niveles de virus en la muestra, o
el grado de susceptibilidad del cultivo de las CMP a la infeccion..

Estas variables ademds del hecho de que el procedimiento para el cuitivo es
laborioso, requiere de bastante tiempo (de 2 a 6 semanas), es peligroso, es costoso y
requiere de personal de laboratorio experimentado, ha Ifmnado el uso de esta técnica
para diagnosticar la infeccién por HIV; por lo que se ha' restnng:do principalmente a
casos perinatales y en ocasiones para ‘individuos - que “presentan . resultados
seroldgicos indeterminados, se utiliza también para- estudios de caracterizacion
bioldgica del virus.

Deteccion de antigenos virales; Para realizar la deteccion de antigenos virales se
utiliza una modificacion de la prueba de ELISA descrita anteriormente, aunque ambas
estdn basada en el mismo principio (reaccién antigeno- anticuerpo), En esta prueba
se utiliza una fase sélida con anticuerpos policlonales o monoclonales dirigidos
contra las diferentes proteinas virales; se agrega la muestra a analizar, que puede
ser el suero o plasma del paciente, o sobrenadante de cultivo; si los antigenos estan
presentes, estos se van a unir a los anticuerpos, Posleriormente se adiciona el
conjugado, que consiste en anticuerpos anti-HIV marcados ‘con una enzima,
finalmente se agrega un substrato y en el caso de que se encuentren presentes los
antigenos virales se va a producir una reaccion colorida.

10



Esta técnica se utlllza para detectar la |nfec0|on por HIV antes de que ocurra Ia
seroconversion; para monitorear  aislados - virales - in - vitro, como marcadores
prondsticos de la infeccion - resulta’, ser relat:vamente poco .sensible por lo que
raramente se utiliza para dlagnosnco ',ya que:puede suceder que los niveles de
antigeno circulante sean tan‘ bajos ‘queno ; alcancen niveles detectables con la
metodologia disponible. SR ‘ :

nto el RNA wral como el DNA provnral pueden ser

Identificacion de genoma viral: Tan
S de ampfmcacton génicas, tales como la reaccion en

detectados por medio de técni

cadena de la pohmerasa (PCR) Aunque también pueden utilizarse técnicas de .

hibridacion tales como las de’ “Southern” Blot y.Dot Blot, el mconvemente de estas

técnicas es que- tlenen muy baja’ sensibilidad y es  necesario” trabajar.con.
radiactividad. 'Por lo° que "la ‘melodologia mas - utilizada para Ia |dent|f|cac1on del’

genoma viral es el PCR.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR):

La técnica de PCR ha sido' ampliamente aplicada en los ulumos afios en"

diferentes -areas- de la biologia molecular y ha sido de gran’ aytda para poder, )

diagnosticar una gran cantidad de enfermedades infecciosas o genet

Por medio- de esta lécnica es posible amplificar secuencias’especificas ' de v
dcidos nucleicos, en el caso del HIV, podemos buscar ya sea DNA’ provlral 0:RNA
viral, En éste (ltimo caso es necesario primero transcnblr el‘RNA a un’'DNA*

complementario utilizando una enzima transcriptasa reversa;: una ez obtemdo el

DNA complementario, es posible amplificarlo de la_misma maner
proviral'.

encuentren en el individuo en el momento del muestreo, mismas. que en- ocasiones

pueden ser muy bajas y no se llega a alcanzar niveies detectables ocasxonando L

resultados falsos negativos.
Ei prlnmplo de la técnica de amplificacion in vitro esta xlustrado en la fngura 2

La mayor limitacién de esta metodologia en el dmgnoshco de HIV:es. que
depende del nimero de células T infectadas o de: particulas -virales:libres que se

La primera etapa consiste en obtener el DNA de la musstra problema, esta -

obtencion varia segln el tipo de muestra que se tenga por lo que existen diferentes
protocolos sencilios de realizar, El siguiente paso es emplear ese DNA como molde
para ser copiado, para ello se prepara una reaccion conteniendo dos oligonuicledtidos
(iniciadores o primeros) diferentes, los cuales son complementarios a los extremos de
la regi6n que se desee amplificar. A la reaccion se le agregan. los cuatro

desoxinucledtidos trifosfatos (dNTPs) de adenina, guanina, citosina y timina, una |

DNA polimerasa (Taq polimerasa) y un amortiguador conteniendo Mg 2
Esta mezcla es entonces sometida a un procesc de amplifi cacmn a través.de
varios ciclos que incluyen tres pasos: : .

Paso 1.- Desnaturalizacién de la doble hebra de DNA.
Paso 2.- Alineacion de los oligonticiedtidos.
Paso 3.- Extensidn o polimerizacian.



Estos- 3 pasos se repiten aproximadamente de 30'a 40 veces, obteniéndose
asi una amplificacion de la secuencia de DNA blanco de 2N veces. donde n
representa el ntimero de ciclos®

ter CI(,:I.‘O:: .

1. DESNATURALIZACION | ~*

- 2.-ALINEACION - -

¢ 3 EXTENSION -

. por. med[o ‘de-un
das de’ la’ reaccton,
peso molecular.

e acnlamlda tedido

productos <500bp)” el gel es tefiido con bromuro ‘de’e dio;
transiluminador de luz UV se pueden observar las banda Spe
los productos amplificados se corren a Ia par con un ‘marcadar

Estos produclos también pueden visualizarse en un ‘gel
con nitrato de plata, con esta tincién eX|ste una-m
esperadas.

n. de Ias bandaS'

El PCR en diagndstico de infeccidn por HIV se’utiliza pri mpalmente en Iosf

casos de niflos nacidos de madres seroposmvas P a personas ‘de"alto riesgo de-

contraer SIDA y que permanecen seronegahvas por Iargos penodos para Ia



descripcion de la variabilidad genética entre diferentes aislados de’ virus, y para la
resolucion ‘del- estado de infeccién de individuos -con resultados serolog|cos
indeterminados. :
Se ha reportado que la sensibilidad y la especmc:dad para detectar DNA viral
en adultos infectados por medio de esta técnica es de aproxrmadamente 97'y:100%
respectivamente'. :

2. OBJETIVOS

En base a Ias dlflcultades que presenta el‘dlag'ndsuc

objetivos:
Generales:

—Dxagnosucar la mfecmon por HIV en pamentes pedlatncos
PCR. : ; :

Especlﬁcos

—Estandanzar la tecmca de PCR elaborando un proced|m|ento ophmo de trabajo.
—Establecer Ios limites de sensibilidad y especificidad de la técnica.

—Comparar |a sensibilidad y especificidad de la técnica de PCR con las de deteccion
de antigenos:virales y aislamiento viral.

3. MATERIALES Y METODOS
Separacién de células mononucleares periféricas:

SOLUCIONES EMPLEADAS

-PBS - '
Disolver 8 g de NaCI 0.2 g de KCl, 1.44 g de NazHPO4 y. O 24 g de KH2PO4 en 800 ml
de ddHz20. Ajustar el pH a7.4con HCI Aforar a1000 ml con agua bidestilada (ddeO)

“Azul de Trlpano : =
Disolver 0:1 g ‘de azul de Tnpano en 2 mI de

- Colectar muestra de sangre completa con ntlcoag flante;
- Diluir la muestra de sangre con PBS 1; 2°en condicior
-"Montar un gradiente de Ficoll,;.-1: 2°de 1col| hy aque
conicos de 15 ml estériles.
- Centrifugar 30 min., a 20°C, a 1700 rpm S




- Colectar la capa superior correspondiente. a plasma d||uxdo 1:2 y ‘conservar en
alicuotas para serologia.
- Colectar las células mononucleares penfencas (CMP) de Ia mterfase con el FICO"
colocandolas en un tubo conico de 15 ml, estéril.: - B
- Lavar las CMP con PBS esterll dlluyendo hasta 15ml g Centnfugar en Ias mlsmas
condiciones 10 min. ;
- Resuspender el botdn de CMP en,u -volumen
camara de Newbauer, tmendo con azul de Tripano:

ocldo'de’ PBS ~y,‘cpntar enla

Extraccién de DNA:

SOLUCIONES EMPLEADAS

-STE1 X A
0.1 M de NaCl, 10mM deTrls -Cl (pH=8.0

MM de EDTA (pH8.0). -

- 8DS 10% -
- Pesar 100.g de SDS.g e ectroforehco en 900 ml de ddeO‘
disolucian. Ajustar el pH a 7 2 con HCl Aforar a 1000 ml con dde )

-Proteinasa K (SIGMA)
Contiene 100 mg’de Proteinasa K I|of|l|zada Se dxsuelve
eslerilizada. Alicuotar en tubos eppendorff,

-Fenol- cloroformo- alcohol isoamilico. Se mezclan’en ‘un
utilizando fenol ultrapuro previamente equilibrade a pH='8.0

-Acetato de sodio 3 M
Disolver 408.1 g de acetato de sodio - 3H20 en 800 ml de 'ddH20;
con &cido acélico glacial . Aforar a 1000 mi con»ddezo

-Etanol Absoluto.
-EtOH (etanol) 70%. )
Tomar 70 ml de etanol absoluto y llevar a 100 ml co ddH20

Por cada 10 millones de CMP:
- Resuspender en 4 mi de STE
- Agregar 50 pl de proteinasa K [20 pg/pl]
- Agregar 450 ul de SDS10% - .

- Dejar incubando de una hora a toda la noche a 56 C:
- Agregar un volumen igual de una mezcla de fenol cloroformo “alcohol- isoamilico y
agitar. ol

- Centrifugar a 4000 rpm durante 30 min.

- Separar la fase acuosa y repetir la extraccmn con fenol- cloroformo hasta que la fase
acuosa se observe transparente.



- Agregar 1/10 de volumen de acetato de SOdID 3IM.
- Agregar 2 volumenes de etanol absoluto,

Si se observa la precipitacion débvhebras de. DNA puede colectarse”

directamente. En caso contrario, o para obtener un mej
a -20°C toda ia noche. ;

- Centrifugar a 4000 rpm durante 30 min.-

- Tirar el etanol absoluto y lavar con EtOH aI 70%:

- Dejar secar y disolver el DNA en ddH20 fmrada y ester

ul por cada milldn original de CMP. i

dimiento; -puede dejarse .

n proporcion de 507

La concentracion de DNA se determina midiendo la densidad Sptica a 260nﬁ.
Para ello hacer una diiucién 1:200 del DNA con ddH20, el valor de absorbancia se

multipiica por 10 y el resultado es la concentracion en pg/ul.
Para determinar pureza del DNA, también se lee la muestra a 280 nm y se
calcula la relacién DO260/ DO280. Este valor debera estar entre 1.6y 2.0.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa. Procedimiento general:

Todas las soluciones deben prepararse en agua bidestilada, autoclaveada o filtrada y
ser filtradas despugés de su preparacion,

Solo deben emplearsg pipetas serolégicas desechables, estériles o mlcroplpetas de -

desplazamiento posilivo en el manejo de todos los reactives,

- Preparar amortiguador 10 x:

KClI
Tris-HCI, pH = 8.3
MgClz

* La concentraclon d "MgCI

diendo” del.pair : de iniciadores
empleados.’ LT .

‘Amortlguador 10x -
Iniciador A
Iniciador B
dNTPs *

Taq polimerasa
ddH20c.b.p.

* dNTPs contiene: dATP; dTTP dGTP déTP :Estos nucieohdos se encﬁentrén auna
concentracion Stock de 100 mM (Pharmacia). Como soluicion de trabajo se preparan
1000 i conteniendo 12.5 pl de cada dN T P de la solucion stock:



- Marcar tubos eppendorff estériles y afiadir a cada uno de ellos 35 ul de la mezcla |y
2 gotas de aceite mineral.

- Afadir el DNA problema equivalente a 100,000 CMP ; ;

- Ajustar el volumen final a 50 pl con ddH20 filtrada y esierlllzada : .

- Colocar los tubos en el ciclador de temperakura programado “de- acuerdo al par de
oligonucledtidos empleados. .

Controles positivos y negatlvos

Control positivo: Se emplea DNA obtemdo de celulas Molt permanentemente
infectadas con el virus prototipo HTLV lilb/ LAV, mantenidas en’medio RPM! 1640,
conteniendo 1% de solucidn de antibiéticos-antimicaticos y 10% suero bovino fetal, EI
medio se cambia cada tercer dia y se subcultiva de acuerdo a la densidad celular.

El nimero de células infectadas en el cultivo se determina por medio de
mmunofluorescenma de celulas ﬁjadas por el siguiente método:

Técnica de Inmunofluq_rescencqa.
SOLUCIONES Y REACTIVOS EMPLEADOS

-AcetonaT L

-Anticuerpos anti I9G humana de cabra conjugados con fluoresceina.

-Glicina 50% en PBS pH 7.

1.- Muestrear el cultivo 1 6 2 dias después de alimentar.

2.- Centrifugar 1-2 ml de células a 1250 rpm durante 5 min.

3.- Remover el sobrenadante y resuspender el pellet en 1 ml de PBS. :

4.- Colocar 15-20 yi de la suspensidn por pozo de la laminilla de m|croscop|a poner
cada muestra por duplicado, marcar un pozo como positivo y otro como negativo. Hacer:
lo mismo con células infectadas y no infectadas para usarlas como controlesv‘:Dejar i
secar toda la noche en campana de blosegurldad B

a ut|||zar én ese momento.
6.- Diluir los sueros positivo y negativo 1:4 en PBS. Anadxr 20

cada pozo en la hilera marcada como posmvo 20 p
marcados como neganvo

lavado con agua bldesmada y de;ar secar’ aI aire. Los lavados se descartan e: soiucuon
desinfectante. = S
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9.- Diluir el conjugado anti-lgG humano fluorescelnado 1 40 en PBS (centrlfugar antes
de usar para quitar agregados), y colocar 20pien cada’ pozo. - N

10.-Incubar en cmara himeda a 370C durante 30 mi '
11.-Lavar 2 veces con PBS por 5 min..." : : : o
12.-Colocar la laminilla en una caja de Kophc con 50'm e:agua’ b|desl||ada y 500 pl de"
azul de Evans al 0.04% e incubar 10 min’ a temperatura amblent‘ > Lavar-con aguay
dejar secar. : B
13.- Montar la laminilia con gllceraldehldo aI 50% en PBS 0 )
de fluorescencia |nmed|atamente o almacenar a 4°C en la oscurld

mantenidas en las m|smas condiciones que las |nfectadas o blén
CMP de individuos donadores no infectados con el V|rus~d
humana.

Deteccion de los productos amplificados,

La deteccion depende del peso molecular de los productos esperados de acuerdo al
par de iniciadores utilizados, :

Pueden emplearse geles de agarosa de dlfer te. once racwn, dependlendo
del tamafio del producto, tefidos con bromuro de atidio :
También pueden utilizarse geles de acrllamld do con bromuro de etldao o con
nitrato de plata.

SOLUCIONES EMPLEADAS

- Solucién amortiguador TAE 50 X,
242 g Tris Base, 57.1 m!-de ‘4cido:acético glacial,
1000 ml de ddH20. " -

00 mi de EDTA 0.5 M (pH=8) en

- Colorante de cor

. requiera,’
2.-:Disolver.
disolicion.”

Enfrlar hasta pohmenzar y qunar el peme



4.- Colocar el gel en la cémara de electroforesis y agregar TAE 1'x hasta cubrir el gel.
5.-Mezclar 10 pi del producto amplificado con 11l de colorante de cornda y colocar la
mezcla en un pozo. Repetir con cada una de las muestras,.

6.- Colocar en uno de los pozos el marcador de peso molecular (1 Kb GIBCO)
diluyendo 1:10 con solucion amortiguadora TAE 1 X y mezclar con 1 pl de colorante

7.- Conectar los electrodos y prender la fuente de poder, . .

8.- Aplicar 100 V y dejar correr durante aproxxmadamente 20 mm. parar antes de que el
colorante salga del gel.

Acrilamida:
SOLUCIONES EMPLEADAS -
-ACRILAMIDA 40%

38.6 g de acrilamida, 1.3 g. de N, N metllenblsacnlamlda agregar ddH20 y calentar a
37°C hasta disolucion, Aforar a 100 mi -

- Solucidn amortlguadora TBE 5%
53g de Tris Base, 27.5 g de amdo
1000 ml.

PERSULFATO DE AMONIO ,
Pesar 1 gde persulfa\o de amonio y'aforar a.10 ml.con ddH20

il de EDTA 0/5 M (pH= 8.0)'y aforar a

SOLUCION |
8.1 ml de acrilamida 40"/ -2.5ml-TBE 20.x en .50 ml de ddeO
Guardar en frasco amba B

Preparacmn de Ios geles

1.- Uullzar una camara Mmlprotean II colocar Ios espacmdores de O 75mm y montar Ios
vidrios en la camara, i 5 : .
2.- Mezclar 5 mi de'la squcnon I con 20 pl de APS y10 pl de TEMED : . .
3.- Verter la mezcla:inmediatamente en la camara de electrofore51s y colocar el peme,;
adecuado,-dejar polimerizar durante 30 min.:
4.- Quitar el peine ¥ enjuagar los pozos con ddeO y secar con papel absorbent
5.- Colocar el gel enla camara de electroforesrs y.afadir solumo

corrida TBE 1 x. :

amortnguadora TBE 1'x y mezclar.con 1 pl de colorante de c‘
8.- Conectar los electrodos y.prender la fuente de”poder. Lo
9.- Aplicar 100\ y dejar correr durante aprommadamente 30 m|n arar- antes de que elb
colorante salga del gel. [RRBRAT o



Tineion con bromuro de etidio: :

Tefiir el gel {de agarosa o acrilamida) con una solucmn de 10 mg/ml de bromuro de
etidio y observar en el transnumlnador de luz UV, -; :

Tomar fotografla .

 Tincion con nitrato de platbé" (acr.ila_m'ida):

SOLVUC-iONES EMPLEADAS

-Solucmn de Fuado LR
EtOH 10%- Ac. acenco 1% en ddH?O

- Solucion’ de tincion. " .
Se utiliza una solumon 0 01M de AgNOa

- Solucion de revelado

16 ml de NaOH 5 M, formaldiehido 0.6%, ¥ llvar e volumen a 100 ml con ddHz0.

- Quitar el gel de los wdnos y colocarlo en tna ‘charola
- Agregar la solucion de fijado ydejar &n reposo durante 30 mln
-Desechar la solucion.” :
- Agregar la solucion de tincién, cubrlr la ch
- Desechar la solucién’de tincion..

- Lavar el gel dos veces con ddHz0.
- Agregar la solucién de revelado
bandas. .

a con papel alummloy esperar 30 min
vements hasta la aparicién de las

Identidad de los productos de émplificacién:

Para comprobar la identidad de los productos de amplificacion se utilizaron diferentes
enzimas de restriccion.. Para cada par de oligonuciedtidos utilizados se- obtuvo el
mapa de restriccién de acuerdo a la secuencia reportada en la literatura para ese
segmento, escoglendose una -enzima que produjera fragmentos claramente
identificables.

SOLUCIONES Y REACTIVOS EM?LEADOS

-Enzima Pst |

- Solucidn amortiguadora para Pst I

10 mM de Tris-Cl (pH 7.4), 50'mM.de NaCl, 0.1 mM de EDTA, 1 mM de DTT 0.15%
{wiv) Triton X-100,-50% (wlv) de ghcerol

- Enzima Pvu Il



- Solucion amortiguadora para Pvu il .
50mM de Tris-Cl (pH 7.4), 50mM de KCI, 0.1 mM de NazEDTA 10 mM de 2-
mercaptoetanol, 500 jg/ml de BSA, 50% (vlv) de glicerdl. -

Para las digestiones: SR S et e -

- Colocar 8 pl del producto ion: de -la reaccién deé PCR-en un’:tubo

eppendorff, e e L e

- Agregar 1 pl de. solucl"
- Incubar a 37°G, { h:

- Identificar - los “‘producte

tenldo con nitrato de lat

t cornendo en gel de acnlamlda al 8 %.
0.5¢ descrlbxo antenormente

Transferencia y deteccidn po quumlolummlscencla

La iransferem:la eteccmn por qunmlolumln:scenua se reahzo a .algunas de las
muestras que ampllflcaron con el par.de SK 145/SK 431 (ver pag. 23)

SOLUClONES Y REACTIVOS EMPLEADOS

- Gel de Agarosa al 1 %

- Amortiguador de Desnaturalizacion
NaCi 3 M, NaOH 0.4 M.

- Amortiguador de Transferencia
NaCl-3 M, NaOH 8 mM, sarkosyl 2 mM.

- Amortiguador de Neutralizacion (5x)
Pesar 79,95 g NazHP 04 60.25 g NaH2PQa- H20 y lleva ai, l con ddeO

- Colocar el gel de agarosa anteriormente. ‘mencionado
amortlguador de desnalurallzacxon Ag|tar suavemen

mas.

durante 15 minutos.
- Ensamblar el "turbobloter" colocando hojas de papel y

gel, llenar la charola con 150-200 ml_ de amorUguador de tran erenma Permmr la-
transferencia durante 1 hora. N T

pit]



- Retirar la membrana y lavarla en amortiguador de neutralizacién durante 5 minutos.
- Hornear a 80°C en vacm durante 1-2 horas 0 fuar el DNA-con UV-1min. Almacenar a
4°C hasta suuso, = . .

Hlbl‘ldaCIOH con sonda SK 102

1. Molar la membrana en fosfato dISOdICO 0. 25 M
2. Tirar el fosfato dlSOdICO y afadir suficiente’ amo
totalmente- fa membrana incubar 1-2 horas a 55°C ;

pMoIes/ml concentracion final). e
5. Incubar a 55°C durante 2-4 horas.

6. Recuperar la membrana en una charola con S 100
SDS 1%, incubar 15 minutos a 55°C, Camb|ar

por otros 15 minutos a 55°C, - .

7. Camblar la solucton por SSC 1, X SDS

Reacnvo d" blc DS 0 5%

- Con]ugado.enziméticb AVIDX-A
Tropix, Inc

(Con}ugado de

;fatas_a aIc'aiiha-eslrveptavidinba,

- Amortlguador de Iavad
PBS 1X,SDS 0.5%. ..



- Amortiguador de ensayo
Dietanolamina 0.1 M, MgCl; 1.0 mM. /_-\jiJstar pH a 10.con HCI.
- Sustrato quimiotuminiscente (CSFD, Tropix inc) -

CSPO 50 it en 5 ml de amortiguador de ensayo.’ -

- Revelador y fijador para placas de rayos Ko

1. Colocar fa mernbrana en una
blogueo cada vez, - B

2. Tirar- el amomguador anterlor y anadir Aievo
membrana. incubar 30 minutos a temperatura ambiente
3. Preparar-15 i) de conjugado AVIDX-AP en amoruguad
del conjugado a 15 mi de amortiguador 1uslo antes de Usa

mcubar 30 minutos a temperatura ambiente. "
5. Tirar la sotucién del conjugado y anadlr 20 ml
minutos con agitacion. :
6. Lavar 3 veces durante 10 minutos cada una, on
7. Lavar 2 veces, 2 minutos cada una,.con 20'm! de amorhguador de‘ensay
8. Preparar el sustrato CSPD en amortyguador de ensayo: preparado ‘justo: antes de
usarlo, Afadir este a la membrana despuas de( Ultimo’ Iavado Agltar stia mente
durante 5 minutos.
9. Colocar la membrana en una bolsa de plasllco y exponer a una placa de. rayos X
durante 10 minutos y revelar la placa. Después de analizar los resultados, se puede "~
exponer otra placa durante un periodo mayor 0 menor, dependlendo de los resullados .
La membrana permanece lummlscente por 18-24 horas. .

Calculos de sensibllldad y especificldad'

Los célculos para obtener la sensibilidad y especificidad se reahzaron conforme a Ias
siguientes formuias:

Sen5|b|l|dad = Verdaderos positivos -
‘ Verdaderos positivos + Falsos

Especificidad =
Verdaderos negahvos+Faisos

Verdadero positivo: Es aquelia muestra cuyo rés '{ 'lori:e's ’
positivo y el pacnenle si esta infectado. :

Falso negativo: Es aque(la muestra’ cuyo re
negativo y el paciente si esta lnfectado X A &
Falso positivo: Es aquella muestra cuyo resultado en el ensayo en evaluacwn es
positivo y el paciente no esta |nfeclado 3

I
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- 4.- RESULTADOS:
I

]
Para la reaccion en cadena de la pohmerasa se emplearon tres pares de
oligonucledtidos: - :

1.- KSI3°/KS] 5%, los cuale ampl
genoma: de HlV-1 KSt
posxcxones 7312-7330
: pusmones 701 1-7029

na regio de’319’ pb de‘la region de env del
26:-bases y reconoce las
7 bases que reconace las

2. 8K 145/sx ‘43

bases y reconoce las posiciones 1366-1395
Enfa. fxgura 2'se muestra la lacahzecvon de las -
K el Hl\i— :

para HIV-1 y.1121 1150
regsones de amphf =lalle

fragmento de 268 pb de DNA'de’la secuencia de beta-globina en DNA' gendmico
humano, los’ cuales se uullzan para delermmar si el DNA ohtenido no. contiene

SKT4SISK 431 <319 po -

-Ks¥ 3/KSI5

FlGURA 3. Locahz cidn_genomica de los ohgonucleotndos especxﬂcos para Hiv-1
. utifizados para el dlagnoshco :

“La pnmera parte del traba;o consistio en establecer las condxmones adecuadas y
los parametros de amplificacion para cada par de iniciadores empleados. Los
oligonucledtidos SK' 145/SK 431 y GH 20/PC 04 fueron adquiridos comerciaimente
(Perkin Elmer) y las condiciones de amplificacion estan predeterminadas.

I~
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268pb

FIGURA 4. En la fotografia superior se muestra un gel de agarosa al 2.5%, tefiido con bromuro
de etidio, presentando los productos de amplificacion de 268 pb obtenidos con el par de
oligonucledtidos GH 20/PC 04. El gel de Ia fotografia inferior corresponde a productos de
amplificacion de 319 pb obtenidos con el par de oligonucledtidos KS! 37KSI §'.



El par KSI 3'/KSt 5' fue sintetizado por nosotros y se procedid a su
estandarizacion en lo que respecta a la concenlracion éptima de iones magnesio, la
concentracién optima de polimerasa y la concentracién éptima de oligonucledtidos en
la reaccidn.

ESTANDARIZACION DE LA CONCENTRACION GPTIMA DE MAGNESIO:

Para encontrar. la concentracion éptima de magnesio se determind la eficiencia de
amplificacidn de DNA extraido de células Molt permanentemente infectadas con la
cepa prototipo HTLV-IHb/LAV de HIV-1, se utilizé un rango de 1 mM a 3 mM de Mg. 'y
se mantuvieron los demas parametros constantes.

El volumen':final de todas las reacciones fue de 50 i, con : Ias 5|guqentes
concentraciones finales de cada componente; S o

“dNTPs . 125 M
KSIZ 50 pM
KSIs™ 50 pM

Taq polimerasa - AsUE
DNA de células |nfectadas s Hg:
Amorllguador sm magnes 1%

Se anad|eron anlldade variables de" MgClz para obtener concentraciones
finales de 1,-1.5,-2,:2.5: yS 3 m tubos se colocaron en el ciclador de temperatura y
se corrieron 40 ciclos’a las’ |gu1ent S, temperaturas y tiempos: 1 min.a 95°C; 1 min a
55°C; 2 min.a'72°C. Los pr' tqs de’ amplmcacmn se cuantificaron corriendo 10 pl de
la mezcla de cada ‘reaccion en Un gel de agarosa; aI 2, 5%, tlnendo posteriormente con
bromuro de etidio.’ B ; T

Nuestros resu ta
magnesm es la, que produc

d de producto de amplificacion.

ESTANDARIZACION DE LA éON’CE'NTRAcuc'JN‘ OPTIMA DE ENZIMA'

En este caso :sola’ se’ modifico concentracmn de:Taq: pollmerasa y se empled la
concentramon optlm de magnesno obtenlda en e, xperlmento anterlor Los demas
parametros se mantu eron constantes i

EI volumen final de todas las reaccnones fue de 50 pl ullhzandose las siguientes
concentracmnes finales de cada componente:

dNTPs © 125 uM!

KS!13 50 pM
KSI5' 50 pM-
DNA de células infectadas 3ug -

Amortiguador (con Mg 2.5mM) 1 x



Se corrieron 6 tubos con las siguientes concentraciones de Tag polimerasa: 0.5,
1, 1.5, 2, y 2.5 U, utilizando el tubo 6 como control de reactivos. Las condiciones de
cornda y deteccion fueron las mismas que las mencionadas para magnesio.

La concentracion dptima de enzima en la reaccion correspondid a 2 U en los 50
ul de volumen final. .

ESTANDARIZACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DE OLIGONUCLEGTIDOS:

Para determinar la concentracuon ophma de ohgonucleohdos tanto Ia enzima como el
magnesio se anadieran concentraciones determinadas como 6ptimas,
modificandose solo.1a’.conc e. 'Qligonucléotidos, El volumen total de la
reaccién se mantuvo en 507l :

dNTPs
Tagq poliferasa

DNA de células infectadas **
Amortiguador (con Mg 2.5mM): .1 x

Seincluyeron tubos con las siguientes concentraciones de oligonucledtidos: 1,
10, 20, 50, y 100 pM..Las condiciones de corrida y deteccion fueron las mismas que las
mencionadas para magnesio.

La concentracién 6ptima de oligonucledtidos encontrada correspandié a 50 pM.

Concentraciones 6ptimas determinadas para los distintos parametros:

Parametro Concentracion 6ptima

Magnesio**
Taq polimerasa
KSI3'/KSI5




LiMITES DE DETECCION:

Se determing el limite de sensibilidad para‘los dos pares de oligonuciedtidos
especificos para HIV, en termlnos de niimero de células infectadas; presentes en los 3
g de DNA en la reaccion, que eran capaces de amplificar. Para ello se utilizd la linea
celular Molt infectada con:el prototlpo HTLV-illb/ LAV -(llib/Molt) y considerando los -
reportes en la htera\ura que |nd|can que una celula infectada equivale a una copia de
genoma proviral. - ;

Primero se construyo una curva patron extrayendo DNA de distintos numeros de. ~
células; con lo cual-se determind’ que 3 g de DNA equivalen a 100,000 ‘células, -
Después se 'mezclaron células infectadas con células no infectadas en diferentes

- proporciones y se procedio a extraer el DNA de dichas mezclas, emp|eandose 3 pg del

DNA obtenido en cada caso para la amplificacién correspondlente
Las condiciones de corrida fueron las siguientes:

KSI37/KS15° . SK 145/SK 431
dNTPs 125uM S 125 UM =

Primero A ‘ v 50 pM - 25pM 1
Primero B . 50 pM :

Taq polimerasa -+ oo 2 U

DNA ; SR Blg

Amortlguador 10x:

;ddH20 c.bp. -
El* PCR:secol
proporciones; de:Celula
tabla:
Tubo : 1
. ‘infectadas’
g en 3ug DNA" S
1 0 100,000 i ()
2. ::9x108 10,000 | ()
3 10x108 1,000 ¥
4 10x108 100
-5 - - 10x108 50
6 - 10x108 25
7 10x10¢ 10
8 10x108 5
9. 10x108 1
10 -0 10x108 0

“El tubo 10 se uso como control negalivo.



IDENTIDAD DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION:

La identidad de los productos de amplificacién se comprob¢ utilizando enzimas de
restriccion especificas, que produjeran segmentos de tamario faciimente diferenciable.
La siguiente tabla indica que enzima'se empled- para digerir los prdductos de
amplificacion obtenidos con cada par de oligonucledtidos.

Para cada digestion se tomaron 8 pi-.del producto “de amplificacion,.: sele
agregaron 1 i de enzima y 1 pl de solucion amortlguadora de. concentracion’salina
adecuada a la misma; se incubd a 37°C durante ih, y se. separaron los productos en eI
tipo de gel indicado en cada caso. : )

KSI 3°/KS1 5"

Producto de

amplificacién
Enzima de restriccién.
Tamafio de los

fragmentos . L
Tipo de gel Acrilamida 8%
: Bromuro-de etidio

Tincién .7

ptimas de . ampllflcacmn y los limites de
sensibilidad_se: procedlo estras ‘obtenidas ‘de pacientes pediatricos,
nacidos de madres mfectadas con. HIV ‘Se |ncluyeron en el estudio 42 muestras, 27 de
ellas corresponden a nlnos menores  de 18 meses (Grupo I}, las 15 restantes a
pacientes mayores de 18 meses’ (Grupo II) entre'los cuales se-encuentran algunos
nifios  infectados’. por- derivados sangumeos (pacientes hemofilicos). Los dalos
generales de los pacientes y los resultados de: la deteccién de anticuerpos anti-HiV-1,
tanto por ELISA como’por Western Blot; el cultivo y la deteccion de antigenos virales
en plasma se mueslran enla Tabla!.
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FIGURA 5. En |a fotografia superior se muestra un gel de agarosa al 2.5%, tefiido con bromuro
de etidio, presentando los productos de amplificacion de 142 pb, obtenidos con el par de
oligonucledtidos SK 145/SK 431. En la fotografia inferior se muestra un gel de acrilamida al
8%, tefiido con nitrato de plata, presentando los productos de digestion, obtenidos con la
enzima Pst [, del producto de amplificacion de SK 145/SK 431. Se observan dos bandas, de
81y 61 pb. Carril: 1) Marcador de peso molecular, 2) y 4) producto de amplificacién sin digerir,
3) y 5) productos de digestion de los carriles 2) y 4).



TABLAI

GRUPO!
MUESTRA| EDAD | TRANSMISIO | ESTADO [ELISAWB | CULTIVO*** JANTIGENO
N CLiNICO* “ i

P52 1d PERINATAL SINT ) )
P69 1d PERINATAL ASINT ) NC
P 5d PERINATAL ASINT (+) NC:~
P101 1m | PERINATAL NR (+) (¥)
P94 2m | PERINATAL ASINT =) ()
P108 3m | PERINATAL SINT )

P97 4m_ | PERINATAL NR IND

P21 4m PERINATAL SINT +)

P11 4m | PERINATAL NR (+)

P112 4m | PERINATAL ASINT (+)

P72 5m PERINATAL SINT )

P77 5m | PERINATAL NR IND

P98 &m PERINATAL ASINT )

P16 om | PERINATAL AISNT (+)

P8 10m | PERINATAL SINT )

P78 10m | PERINATAL SINT (+)

P108 10m_ | PERINATAL NR IND

P65 1im | PERINATAL SINT )

P60 12m | PERINATAL ASINT +)

P103 12m_| PERINATAL ASINT ®

P48 14m | PERINATAL SINT (+)

P79 14m | PERINATAL SINT +

P20b 15m | PERINATAL ASINT ND

P88 15m | PERINATAL NR D

Pog 16m | PERINATAL NR ND

P100 16m | PERINATAL NR [5]

P45 18m_| PERINATAL NR &)

GRUPOII L
P92b 20m [ PERINATAL ASINT IND &) ROE
P30b 23m_|_PERINATAL ASINT @) ) )
P38 24m | PERINATAL NR (%) NC 2
P42 24m | PERINATAL NR [ 0] ()
P87 32m | PERINATAL NR IND 5 e
P96 26m | PERINATAL NR IND 5 (e
P88b 48m_| PERINATAL ASINT &) 5 3
P73 52m | PERINATAL ASINT ) . ) -
P95 50m | PERINATAL ASIN +) ()
P28 77m_ | _HEMOFILICO ASINT ) ) ).
P102 90m | PERINATAL ASINT ) ) . )
P66 108m_| HEMOFILICO ASINT (&) NC o[ )
P27 144m_| HEMOFILICO NR (+) NC_ - - 5]
P70 187m_| HEMOFILICO NR +) +) (+)
P25b 192m_| HEMOFILICO NR +) 5l e

*NR: No reportado, SINT: Sintornatico, ASINT: Asintomatico.
** IND: indeterminado

“** NC: no cullivado




Para determinar si un paciente menor de 18 meses esta o no infectado hay que
considerar la presencia de anticuerpos anti-HIV-1 de origen transplacentario, por esta
razdn, solo deben de-evaluarse los parametros especificos de infeccion en el nifio, que
son:’ cultivo.viral ‘o ‘presencia de antigenos virales en plasma. Con estos datos se
considerd.como paciente infectado a aquel que tuviera la determinacion de antigeno
ylo cultivo positivo, como paciente no infectado aquellos que tuvieran antigeno y cultivo
negativo, El caso de’los pacientes 69 y 1, a los cuales no se les realizdé cullivo y
resultaron antlgeno negativo se les con5|dero como indeterminados en términos de su
estado de infeccion.

' Los, nifios ‘incluidos en el Grupo I son mayores de 18 meses, y en estos la
serologia puede ser utilizada para emitir un diagnastico en Ios tres pacnentes que no
- fueron sometidos a cultivo: P38, P66 y P27,

“La Tabla’ |l muestra para cada paciente &l estado de-infeccién: consxderando :
estos parametros especificos, y los resultados obtenidos, con nuestro Y

inhibidores presentes..Las dos ultlmas columnas mueslra
especifico, indicando si el resuitado es verdadero o falso.

TABLAII
GRUPO| ;

MUESTRA DIAGNOSTICO PCR Globina "FCR gag = | PCR env
P52 “INFECTADO ) WPk ) (FN)
P69 INDETERMINADO +) BT SR
P INDETERMINADO +) T )
F101 INFECTADOQ [0 TP ] QL FNY
P94 NO INFECTADO ) VN (VN
P106 INFECTADO &) () (FN) ) (FN)
P97 NO INFECTADO ) ) (UN) ) (V)
P21 INFECTADO +) NP )Y (FN)
P111 NO INFECTADO ) ) (VN) () (V) g,
P1i2 INFECTADO ) (+} (VP) ) (FN) by o]
P72 INFECTADO &) +) (VP) () (FN) bl b
P77 NO INFECTADO ) ) (VN) () (V) &2
Pgs INFECTADO 0) FN) [EYE) &a
P16 NO INFECTADO *) ) (VN) () (VN o i3
P8 INFECTADO ® (L (VP) ) (FR) ==
P78 INFECTADO ) +) (VP) (1) (VP) e
F108 NO INFECTADO [&3) ) (VN) () (VN o i
P85 INFECTADO &) =) (EN) (+) (VP) gj
P60 NO INFECTADO ) ) (VN) () (VN o Lud
P103 NO INFECTADO (+) -) (VN) ) (VN) &3
25 INFECTADO +) (+) (VP) () (VP) <z
P79 INFECTADO ) +) (VP) ) (FN) b 2
P20b NO INFECTADO &) 3 (VN) () (VN) gt
P88 NO INFECTADO ) ) (VN) (VN o=
P39 NO INFECTADO +) ) (V) O VN
P100 NO INFECTADO &) {-) (VN) (- (V)
P45 INFECTADO +) () (VP) () (FN)




FN: Faiso negativo.

GRUPO Il

MUESTRA DIAGNOSTICQ PCR Globina PCR gag PCRenv
P92b NO INFECTADO ) ) (VN) (=) (V)
P30h NO INFECTADO +) (-} (VN) ) (V)

P38 NFECTADO +) [GS) (+) (VP)
P42 NFECTADO +) H (vP) ) (FN)
p NO INFECTADO +) ) (VN) ()L (VN)
P NO INFECTADO +) ) {(VN) ) (VN)
PB8b NO INFECTADO {+) Q1 UN) VN
P73 NO INFECTADO ) £) (V) ) (VN)
P35 INFECTADO (+) () (FN) ()} (FN)
P28 INFECTADO +) (1 (vP) (+) (VP) |
P102 INFECTADO (+) (#) (VvP) EYEUM
P66 NFECTADO (+) +) (VP) () (VP)
P27 NFECTADO (+) - (FN) (-} (FN)
P70 FECTADO (+) () (FN) () (FN)
P25b NFECTADO [ (+) (VP) (+) (VP)

VP: Verdadero posilivo
VN: Verdadero negativo

Con los datos presentados en la tabla.anterior. se ‘determinaron los valores ide
sensibilidad y especificidad para los resultacios obtenidos por PCR. Las 2 muestras
que no fueron cultivadas del Grupo 31.(P69 y P1), no se cons«deraron en los’ calculos
de sensibilidad y especificidad, por-lo tanto ‘se incluyeron un total de 40 muestras’
para estos célculos. Las formulas empleadas son las reportadas en matenales y.,
métodos. .

SENSIBILIDAD

Con el par KS1 37KS1 5°, que amplifica env:’

Sensibilidad = x100 = 31 8%
7 15 -~

Can el par SK145/SK 431 que amplmca gag:“_."., )

Sans;bmdad =

S 100 72 7%
16+6 : :

ESPECIFICIDAD
Con el par KSIVS'IKSI 5, que anﬁpl'ificé env:.

x100“100%

Especificidad -
1B+O



+~Conel par SK145/8K 431 que amphflca gag

) Especnflmdad =

1 8+0

Hacuendo un cuadro comparauvo de Ios valores de- sensnbmdad y. especmmdad

100 = 100%

entre las diferentes metodolog(as se nene que:’

sen5|b|hdad y espemflmdad de la prueba de
cluyendo las mlsmas 40 muestras SO

ESPECIFICIDAD

METODO N° PRUEBAS 5 SENSIBILIDAD'

PCR (env) 40 - o 31.8% :100%
PCR (gag) 40 72.7% ~100% -
Anh'geno ¢ »'40 -59.9% =" 100%

. n‘..

5.- ANALISIS DE RESULTADOS

Analizando los resultados oblenldos en la evaluacmn de’ limlles de deleccton de la
metodologia de PCR se observa que con ambos pares de oligonucledtidos se pueden
detectar hasta un minimo.de 10 copias de genoma viral presentes en 3 pg de DNA. Si
recordamos que cada copia de genoma proviral corresponde a una célula infectada, al
observar como minimo de deteccion 10 copias de genoma proviral en 3 g de DNA,
significa que en un paciente podremos detectar 10 células positivas en 100,000 células
correspondientes a la cantidad de DNA incluida en cada ensayo. Se ha reportado que
la cantidad de virus presente puede variar desde 1 célula infectada por cada 700
células mononucieares periféricas {CMP) hasta 1 por cada 80,000 CMP, lo cual hace
un promedio de 1 célula infectada por cada 8,000 CMP'? . Esta variacién en el nimero
de células mononucleares periféricas infectadas en un paciente varia ampliamente
entre diferentes individuos, y en distintos momentos de la infeccion. Si se toma en
cuenta que nosotros pusimos en cada corrida de PCR el DNA equivalente a 100,000
CMP, se puede pensar que en los casos que si se detecto amplificacion existe minimo
1 copia de genoma viral por cada 10,000 CMP, y en los casos que no amplifico existian
menos de 10 copias de provirus por cada 100,000 CMP, quedando fuera de nuestros
limites de deteccion.

Otro punto a considerar en los resuitados, es el método utilizado para la
deteccidn de los productos de amplificacion ya que en la Ultima fase de este trabajo en
que se empez6 a trabajar con quimioluminiscencia, encontramos que por ejemplo, las.

3l



muestras P106 y P98 que eran negativas en geles de agarosa resultaron positivas por
esta metodologia. Al considerar estas dos muestras en los célculos de sensibilidad
para el par de oligonucledtidos de gag, se observé que.aumento la sensibilidad a 75%.
Con el par de env no se realizé quimioluminiscencia, ya que hasta ahora no se cuenta
con una sonda de hibridacion especifica para el segmento que este par amplifica.

Comparando los valores de sensibilidad obtenidos con los dos pares de
oligonuciedtidos empleados, (gag y env) se observa que se obtuvo una gran diferencia
entre uno y otro (72.7 a 31.8) aungue se empled la misma muestra de DNA y dicha
muestra era amplificable con globina. Una posible explicacion para esta diferencia es
las - regiones que amplifican cada par de oligonucledtidos: para el caso de
SK145/SK431 se amplifica una regién de gag del genoma viral que es muy conservada,
mientras que en el caso de KSI3'/KSI5" se amplifica la regién variable V3 que se
encuentra en Ja glicoproteina externa de! virus y que pertenece a la regién env del
genoma viral, y que se ha encontrado que este segmento resulta ser muy variable entre
un virus y otro. Estos datos hacen pensar que es muy probable que en los casos que
se abtuvieron resultados falsos negativos con este par de oligonuciedtidos se deba a
que los primeros no encuentren una secuencia homéloga en el virus presente en ese
paciente y por lo tanto no lleguen a hibridarse y consecuentemente no amplifiquen

En nuestro estudio encontramos que la sensibilidad de la prueba de antigeno es
intermedia entre la de los dos oligonucledtidos, este resultado no es extrafio, pues
aunque dicha prueba es altamente especifica, depende de los niveles del virus en
sangre y este solo es detectable en ciertos momentos de la infeccidn en los cuales hay
mayor replicacion viral. ‘

El aislamiento viral, aunque no es la prueba mas sensible sigue considerandose
como el “ensayo de oro”, puesto que no produce resultados falsos positivos, por lo cual
en este trabajo, el dlagnoshco de los nifios se realizd en base a Ios resultados
obtenidos con este ensayo.

En la Tabla Il observamos, que de los 42 nifios estudlados, 18 de elios se
diagnosticaron como infectados por cultivo yfo antigeno, unc mas se diagnosticd
solamente por ser antigeno positivo, y finalmente, P95, P66 y P27 solo son positivos
por serologia, sin embargo, dada la edad de estos nifos se deben considerar como
infectados aunque sean cultivo, y antigeno negativos. Con estos datos tenemos un
total de 22 nifos infectados. Otros 18 nifios fueron diagnosticados como no infectados
por ser cultivo y antigeno negativo, y los dos restantes se consideraron indeterminados
ya que no se les realizé cultivo, presentaron antigeno negativo y por su edad la
serologia no puede usarse para definir estado de infeccion.

Haciendo un analisis global con los resultados de PCR para los dos pares de
oligonucleétidos se tiene que:

Para gag, del total de los 40 nifios diagnosticados se obtuvieron:
-16 resultados - positivos, - todos ellos correspondieron- a nanS |nfectados es decxr
verdaderos positivos..
6 dieron - resulitados ~falsos negatwos snendo que fueron dnagnostlcados ‘como
infectados. o . S . ‘

%)
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-18 de ellos son verdaderos negatlvos ya que no amplmcaron y fueron d|agnosucados
como no infectados.
-ningun. nifio clasmcado como:no 1nfectado dIO resullado posmvo es demr no hubo
falsos positivos. " i : B

“En base a estos datos podemos de |

nifos’ 1nfeciados (16 de 22)

. Para env, del tolal de los 40
-7 resultados positivos, todos C
verdaderos positivos, .

como no infectados.
-tampoco con este par hubo fal

Con el par de oligonuc
infeccion en ej 31. 7% del tol

_Jes pares de
oligonucledtidos, encomramo, que sol 6 pacien s’resullaron,p sitivos co “ambos; 10
dieron positivos a amphﬂcacnon de'gag nv del’ genoma y1,
el paciente 65, de 11’ ‘meses ‘de’ed fgeno positivo,’; cunosamente solo
amplificd con env, S|endo que ‘este par’de pnmeros corresponde a-una regién variable
del genoma.

Haciendo un anal|51s de los. resul ados de PCR por grupo de edad, se observa;
que para el Grupo [, de menores de 24 meses, 76.9% {10.de 13) de los pacientes
clasificados como infectados, fueron detectados con el par de oligonucledtidos para
gag, todos ellos. presentaron serologia positiva; 7 se encuentran en estado clinico
sintomdtico, y uno aun se encuentra en periodo asintomatico; de dos de ellos no
tenemos el reporte médico. Cinco de elios son positivos a la deteccidn de antigenos
virales en plasma, indicando replicacion viral activa.

Para el caso de env, tan sélo un 23% (3 de 13) de los pacientes diagnosticados
como infectados fueron detectados por PCR con este par de oligonucledtidos, estos
tres (P78, P65 y P48) presentan serologia positiva y su estado clinico es sintomético.
Solo el P65, que produjo un resultado negativo con gag, se correlaciona con la
presencia de antigenos virales en plasma.

En el Grupo Il el porcentaje de nifos infectados diagnosticados correctamente
por PCR es ligeramente menor, el 66.6% (6 de 9) de los pacientes clasificados como
infectados fueron positivos con el par de oligonucledtidos de gag, y 44.4% (4 de 9)con
el par de env. Los 6 nifios positivos a gag tienen serologia positiva, 3 de ellos no se -
correlacionan con su estado clinico ya que son asintomaticos. Solo cuatro ‘se
correlacionan con antigeno.

Los 4 pacientes que resultaron ser positivos por env (P38, P28, P66 y P25bh),
tienen serologia positiva, P28 y P66 son clinicamente asintomaticos y de los otros dos ™
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no se tienen.datos clinicos.. Sélo P38 y P28 concuerdan con los resultados . de
antigeno. T ) .
Al ‘analizar, los resultados considerando via de transmisién, en los nifios con
posible modo de transmision vertical de la madre encontramos:

- 17 infectados; [0 que representa un 45.9% de los 37 pacientes de este grupo. Este
dato no puede interpretarse como eficiencia de transmisidn madre-hijo, puesto que son
muestras-no representativas del total de nacimientos de madres infectadas, de hecho
existe: una concentracion de posibles positivos canalizados a nosotros por razones
clinicas, -« .0

- 18 de los 37 nifios menores de 18 meses resulté negativo (48.6%) por parametros
especificos, aunque puede observarse que solo 5 de ellos presentan serologia
negativa, otros ‘9 presentan serologia indeterminada, indicando posiblemente sero-
reversidn de anticuerpos de origen materno y 4 menores de. 18 meses presentan
serologia claramente positiva aunque no estan infectados.

- 2-de los 37 pacientes se clasificaron como indeterminados (5.4%). Para estos
pacientes (P69 y P1), ambos menores de 1 semana de edad, seria necesario tomar
una segunda -muestra para poder dar un diagnostico preciso, ya que no se les pudo
realizar .cultivo por no disponer de suficiente material y las determinaciones de
antigeno y de PCR resultaron negativas.

Para los nifios que adquirieron la infeccidn por derivados sanguineos, aunque

solo se incluyeron 5 pacientes en este estudio, encontramos que:
- 100% se diagnosticaron infectados, aunque 2 de ellos no habian sido cuitivados, son
seroldgicamente positivos y uno es ademas positivo por PCR. En estos casos, debido a
la via de transmisidn, en la cual no puede presentarse paso transplacentario de
anticuerpos y que ademds son nifios de 9y 12 afos raspectivamente, solo la serologia
positiva es diagndstico de infeccion.

El paciente P95 representa un caso especial, ya que es negativo en todas las
pruebas a excepcion de la serologia y considerando su edad (59 meses) no pueden ser
anticuerpos maternos, por lo cual representa claramante un caso de falso negativo en
cultivo, antigeno y PCR. Estos resultados podrian explicarse por una carga viral muy
baja, que hace que ninguna de las metodologias sea suficientemente sensible para
deteclarlo. Si calculamos sensibilidad para cultivo considerando esta muestra
encontramos que para los 37 nifios diagnosticados, en los cuales se realizé cultivo,
detectamos 18 de los 19 infectados, indicandonos una sensibilidad de 94.7% para esta
prueba,
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3. CONCLUSIONES

» El PCR es factible de ser estandarlzado para su empleo en diagndstico
perinatal.

» Nuestra experiencia nos permite sugerir que para usar PCR como prueba
definitoria de diagnostico perinatal, se utilicen tres pares de oligonucledtidos,
que amplifiquen regiones conservadas del genoma viral y que los resultados
sean reproducibles en por lo menos dos de los tres pares.

« De no presentarse esta correlacion, sera necesario corroborar los resultados
obtenidos por PCR con la determinacion de antigenos virales en plasma y/o
con aislamiento viral.

» Dado que todas las metodologias especificas estan sujetas a la presencia de
falsos negativos, no debe descartarse la posibilidad de que los pacientes
perinatales menores de 18 meses, aln presentando resultados negativos en
todas estas metodologias, puedan estar infectados, se recomienda colectar
una segunda muestra después de esa edad para confxrmar su estado de
infeccion.

« Es necesario trabajar mas esta drea del diagnostico de |nfec0|on por HIV en
nuestro pais, ya que el nlimero de casos de infeccion por HIV: ocasmnada por
transmision .perinatal va en aumento, 'y el- p05|ble desarrollo ‘de-: una’
metodologia menos costosa, mas accesible;a ser apllcada en: distintos -
lugares, y que garantice una sensnbmdad y especmmdad cercana a 100% es
una necesidad urgente ’
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