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Validacion de una técnica in-house para identificar el perfil genético del
VHI-1 asociado a farmacorresistencia

RESUMEN

El alto costo de los ensayos comerciales y el riguroso proceso de
conservacion del plasma para genotipificar, dificulta la vigilancia asociada a
determinar la circulacion de variantes del VIH-1 resistentes a los
antirretrovirales en Colombia. Se estandarizé una técnica in-house para
genotipificar la region que codifica la transcriptasa inversa (RT) y Proteasa
(PR) del VIH-1 en plasma y gotas de sangre seca (GSS), utilizando 32
muestras de pacientes naive de subtipos B y no B (CRF 02-AG y F) del VIH-
1, 11 de pacientes con previa exposicion a TAR y 12 muestras de GSS,
fortificadas con algunos de los plasma naive previamente descritos. En la
evaluacion del desempefio de la técnica se obtuvo una precision entre
réplicas de nucledtidos intracorrida del 99,94% (IC 95% entre 99,88 y 100) y
de aminoacidos del 99,85% (IC 95% entre 99,66 y 100) y la precision
intermedia o intercorrida del 99,93% (IC 99,87 a 100) y 99,83% (IC 99,64 a
100) entre las secuencias de nucledtidos y aminoacidos respectivamente.
Una sensibilidad analitica de la amplificacién en plasma de 742 copias/ml y
5936 copias/ml en GSS, con un comportamiento lineal en muestras con
cargas virales entre 3,03 Logio copias ARN/ml y 6,17 LogiocopiasARN/mI de
plasma. El porcentaje de amplificacion en la matriz de GSS conservada fue
del 54,4% y a temperatura ambiente del 36,4%. La concordancia de las
mutaciones asociadas a resistencia obtenidas tuvo un alto nivel de
concordancia frente a las dos técnicas de referencia con un indice kappa de
0,96. Por anterior se concluye que la prueba de genotipificacion en desafio
implementada estandarizada es eficaz para el diagndstico de resistencia del
VIH-1 alos antirretrovirales.

ABSTRACT

The high cost of commercial trials and the rigorous process of plasma
conservation to genotype difficult the monitor of drug resistant variants HIV-1
in Colombia. An in-house technique was standardized to genotype the region
encoding the reverse transcriptase (RT) and Protease (PR) of HIV-1, using 32
plasma samples naive patients of B and non-B subtypes (CRF 02-AG and F)
of HIV-1, 11 of patients with previous exposure to ART and 12 dried blood
sample (DBS), fortified with some of the naive plasma previously described.
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In the evaluation of the performance of the technique, a precision between
replicas of 99.94% (95% CI1 99.88 and 100%) and amino acids of 99.85% was
obtained (95% CI 99.66 and 100%). %) and intermediate precision of 99.93%
(Cl 99.87 at 100%) and 99.83% (CI 99.64 at 100%) between the nucleotide
and amino acid sequences, respectively. An analytical sensitivity of the
plasma amplification of 742 copies / ml and 5936 copies /ml in DBS, with a
linear behavior between viral loads 3,03 Logi, copies ARN/ml y 6,17
LogiocopiasARN/mI of plasma sample. The percentage of amplification in
DBS stored at 4 ° C was 60%. The concordance of the mutations associated
with drug resistance (DMRs) obtained had a high level of agreement with the
two reference techniques with a kappa index of 0.96. There for concluded
that the genotyping test in challenge standardized implemented is effective
for the diagnosis of resistance of HIV-1 to antiretroviral.

1. INTRODUCCION

1.1. Formulacion del problema de investigacion

El SIDA (sindrome de inmunodeficiencia adquirida) es el resultado de la
replicacion sistémica del virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) que en
la mayoria de los casos si no se controla deteriora de manera progresiva el
sistema inmunolégico del huésped produciendo infecciones oportunistas y
posteriormente su muerte (Engelman, Kessl, & Kvaratskhelia, 2013; WHO,
2017a). Existen dos tipos de VIH, el tipo 1 y el tipo 2. EI VIH de tipo 1 (VIH-1)
se divide en cuatro grupos: M, N, O y P en donde el grupo M es el causante
de la pandemia del sida. El VIH-1 es un virus ARN con un tamafio de 10 Kb y
pertenece a la familia Retroviridae del género Lentivirus. A pesar que los
Lentivirus se caracterizan por un periodo de incubacion muy largo y a la
demora con que aparecen los signos de la enfermedad, el VIH-1 es
considerado un virus de evolucion rapida asociado a su elevada tasa de
mutacion (rango de 10 ®y 10  sustituciones x nucleétido) que resulta de la
baja actividad o ausencia de correcciones de las ARN polimerasas
dependientes de ADN (retro transcriptasas), sumado a las altas tasas de
recombinacién y de replicacion viral (Martin et al., 2016; Metzner, 2016).

Es asi como del VIH-1 del grupo M, se han identificado 9 subtipos
(A,B,C,D,F,G,H,J,K), 6 subsubtipos (Al1,A2,A3,A4,A5,A6,F1,F2)(B. T. Foley,
Leitner, Paraskevis, & Peeters, 2016), 90 formas recombinantes circulantes
(Alamos, 2017) y algunas cepas recombinantes Unicas, que provienen de la
recombinacién intra e inter subtipos y subsubtipos (Gall et al., 2012).
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Es por esta alta variabilidad genética que la genotipificacion del virus resulta
de vital importancia, tanto en el tratamiento individual, como en la salud
publica el marco de la definicion  de lineas de tratamiento en zonas
geogréficas especificas. De esta manera se han formulado esquemas de
Tratamiento antirretroviral (TAR) combinado, donde se administran
simultaneamente varios farmacos buscando disminuir el impacto de la
resistencia asociada a mutaciones genéticas.

El uso del Tratamiento antirretroviral (TAR) combinado ha tenido logros sin
precedentes en el mundo, como el de transformar una enfermedad mortal en
una de tipo cronico (Martin et al., 2016). La efectividad de TAR asociada al
farmaco depende de una combinacién apropiada y el sustento de
concentraciones optimas que permitan disminuir la carga viral a menos de 50
copias de ARN viral x ml de plasma. (Van Lint, Bouchat, & Marcello, 2013).
Sin embargo la variabilidad genética del VIH-1 y las concentraciones
subinhibitorias de los farmacos contribuyen a su capacidad de evadir el
sistema inmune del huésped y generar resistencia al TAR (Kijak &
McCutchan, 2005). La pérdida de susceptibilidad del virus por el uso
incorrecto de farmacos antirretrovirales (resistencia adquirida) permite el
progreso acelerado a fase de SIDA de la persona infectada, asi como la
transmision de virus resistentes a otros individuos (resistencia transmitida),
constituyendo una amenaza para la salud publica mundial, en Colombia se
ha reportado al afio 2016 una prevalencia de resistencia transmitida del VIH-
1 general del 9,7% IC 95%(6,1-14,9) presentando mutaciones para los
inhibidores de la transcriptasa inversa analogos a los nucledsidos (ITIN) del
3,6% IC (1,6-7,5) y para los ITINN del 6,10% IC (3,3-10,7) (MINSALUD,
2016). Asimismo, aun cuando el TAR combinado y su adherencia son
optimos, algunos personas infectadas con el VIH-1 no consiguen mantener
cargas virales indetectables debido a la persistencia de la inflamacion,
produciendo una viremia de bajo nivel residual persistente que oscila entre 1
a 5 copias de ARN viral x ml de plasma y que solo pueden ser detectadas
utilizando ensayos moleculares ultrasensibles (Van Lint et al., 2013). Esto
refuerza la necesidad de la genotipificacion en el tratamiento del VIH y en la
formulacion de politicas publicas.

Segun la ONUSIDA (ElI Programa Conjunto de Naciones Unidas sobre el
VIH/SIDA) al afio 2016, 36.7 millones de personas viven en el mundo con
VIH y 35 millones han fallecido desde el comienzo de la epidemia por causas
relacionadas con el SIDA, con un descenso en el numero de nuevos
infectados del 35% en adultos y 58% en nifios desde el afio 2000, al igual
gue el numero de muertes de un 42% desde su punto mas alto en el afio
2004, lo anterior atribuido entre otras intervenciones, al acceso a TAR de
18.2 millones de personas que viven con VIH al afio 2016 (ONUSIDA, 2016).
De esta manera, el mundo cumple el objetivo de desarrollo del milenio (ODM)
6 que hace referencia a revertir la propagacion del VIH, evitando 30 millones
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de nuevas infecciones y casi 8 millones de muertes relacionadas con sida
desde el afio 2000 (ONUSIDA, 2015).

Para los préximos 15 afios como parte de los objetivos de desarrollo
sostenible se ha determinado poner fin a la epidemia del SIDA para el afio
2030. La primera estrategia es cumplir las metas 90’ 90’ 90’ para el afio
2020, es decir donde el 90% de la poblacibn que tiene VIH sea
diagnosticada, el 90% de la poblacién que requiere TAR lo reciba y el 90%
de la poblacion con TAR tenga cargas virales indetectables (ONUSIDA,
2015). Con referencia esta ultima meta, la OMS (Organizaciéon mundial de la
salud) sugiere que cada pais vigile la transmisién de farmaco resistencia del
VIH-1 sirviendo de apoyo programatico al cambio de recomendaciones
establecidas para TAR, formulando como estrategias: el seguimiento a
indicadores de atencion relacionados con el tratamiento de los pacientes y
también la realizacion de estudios de genotipificacion en pacientes con y sin
exposicion al tratamiento (WHO, 2017b). En este contexto el monitoreo y
encuestas nacionales de genotipificacion son un linea de investigacion
necesaria para el cumplimento de este objetivo.

1.2. Justificacion

En Colombia, del afio 1983 al 2016 se han notificado al SIVIGILA un total de
124.723 casos de infeccion por VIH/sida con un acumulado de 13 661
muertes (Cuellar, 2017). Sin embargo, segun la cuenta de alto costo a enero
del 2016 aproximadamente 73 465 personas viven con VIH en el pais, de las
cuales 71 076 se encuentran afiliadas al sistema de seguridad social, siendo
la poblacion econdémicamente activa de 20 a 55 afios de edad la mas
afectada (CAC, 2017). En cuanto al acceso a TAR, se estima que el 91.5%
de las personas de la poblacion infectada que se encuentra dentro del
régimen de seguridad social reciben TAR, en donde el sostenimiento del
TAR en esquemas de primera linea es de tan solo del 54,7%, siendo la
principal causa del cambio la intolerancia al farmaco, efectos adversos e
interacciones con otros medicamentos (23,09%), seguido de la falla
terapéutica virolodgica, clinica e inmunoldgica (7,27%) entre otras (CAC,
2017). A pesar del riesgo de generar poblaciones virales resistentes a los
farmacos por la no continuidad del tratamiento, la prueba de genotipificacion
del VIH-1 que proporciona datos importantes con respecto a resistencia a los
antiretrovirales y genotipos circulantes, fue practicada tan solo al 7,67% de la
poblacién con y sin tratamiento a pesar de encontrarse dentro del plan
obligatorio de servicios de salud (POS) (CAC, 2017).

En paises de bajos ingresos como Colombia, la oferta de laboratorios de
diagndstico que realizan genotipificacion para VIH es muy baja debido a la
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capacidad instalada y técnica que se necesita para realizarla, ademas del
costo elevado del unico estuche comercial disponible en el mundo (ViroSeq),
disefiado y aprobado para el estudio del genotipo B del VIH-1, disminuyendo
su sensibilidad ante las variantes del VIH-1 de genotipo NO B y formas
recombinantes circulantes(Inzaule et al., 2013). Igualmente en Colombia el
unico laboratorio de Vigilancia en Salud Publica con capacidad instalada para
genotipificacion es el Instituto Nacional de Salud, sin embargo no se cuenta
con implementacién de técnicas para este procedimiento con el VIH. Es decir
gue para lograr una cobertura de la genotipificacion en Colombia dado sus
multiples zonas de dificil acceso geografico es necesario buscar soluciones
viables tanto en la técnica a utlizar como en otros factores como el
transporte y conservacion de muestras.

Por lo tanto es importante resaltar que la falta de metodologias
estandarizadas para la recoleccién, manipulacion y analisis de las muestras
dificultan la obtencion de resultados confiables en calidad y cantidad asi
como también una adecuada interpretacion de resultados de
farmacorresistencia del VIH-1 a farmacos inhibidores de la proteasa y
transcriptasa inversa y la aplicacion de esta informacion a las acciones en
salud publica para evaluar de manera precisa la magnitud de la resistencia
adquirida y transmitida del VIH-1 a nivel nacional (WHO, 2010). El analisis de
la otra region del gen pol del VIH-l como lo es el que codifica para la
integrasa, no es objeto de este estudio aunque a mediano plazo podria ser
incluido, ya que si bien es cierto que el uso de farmacos inhibidores de la
integrasa en Colombia no se encuentra dentro de las opciones de
tratamiento de primera y segunda linea (ACIN, 2014), si esta recomendado
en pacientes que presentan falla virologica o de primera linea en personas
con alto riesgo de toxicidad e intolerancia a los inhibidores de la transcriptasa
inversa.

Por lo anterior, el actual proyecto de investigacion busco desarrollar una
técnica in-house que identifique genotipos y patrones de resistencia a los
antiretrovirales del VIH-1, cumpliendo con estandares de calidad
establecidos a nivel internacional por la OMS, disponible para generar datos
confiables acerca resistencia del virus a los antirretrovirales en Colombia.
Esta técnica busca:

» Usar de mayor numero de matrices diferentes al plasma, como las
gotas de sangre seca en papel filtro, lo cual permitird el trasporte y
conservacion en zonas de dificil acceso geografico.

» Disminuir significativamente el costo en los reactivos, lo cual
permitiria que el Estado Colombiano lograra una mejor cobertura en
la monitorizacién de resistencia trasmitida y adquirida a antiretrovirales
para VIH-1.
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» Genotipificar varios subtipos de VIH-1 del grupo M, que corresponde
aproximadamente a mas del 80% de los casos e identificar cepas
recombinantes.

» Proyectar estudios viables enfocados a definir perfiles de resistencia
antiretroviral y asi definir politicas publicas basadas en realidades
epidemioldgicas locales.

2. MARCO TEORICO
2.1. Generalidades VIH/SIDA

2.1.1. Clasificacion taxonémica

En el afo 1984, fue secuenciado el primer virus de inmunodeficiencia
humana (VIH) y se denomino HTLV-III, al afio 1992 se conocian dos tipos de
VIH con una considerable diversidad genética(B. T. Foley et al.,, 2016).
Actualmente el virus de la Inmudeficiencia Humana, se clasifica dentro de la
familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae y género Lentivirus. Se
conocen dos especies capaces de infectar a los humanos: el Virus de la
Inmunodeficiencia Humana 1 (VIH-1) y Virus de la Inmunodeficiencia
Humana 2 (VIH-2) (ICTV, 2015).

2.1.2. Clasificacion filogenética

El VIH tipo 1 y 2 provienen de dos SIV (virus de inmunodeficiencia simiana)
genéticamente distintos por eventos zoonoéticos independientes. Habitan
diferentes huéspedes naturales: el VIH-1 proviene del SIVcpz que afecta a
los chimpancés mientras el VIH-2 proviene de los SIVs que afecta a los
monos Mangabeys de hollin. El SIVcpz es una quimera del gen pol del SIV
gue afecta a los simios Mangabeis y el gen ENV del SIV que infecta al resto
de los monos (Motomura, 2008). A pesar de que el VIH-1 y el VIH-2 tienen
estructuras genéticas similares muestran una variacion de secuencias
significativa, con una similitud de tan solo el 55% de la secuencia de
nucledtidos y el 54%, 55% y 35% de similitud en la secuencia de
aminoéacidos en el gen gag, pol y env respectivamente (Motomura, 2008).

Para el caso del VIH-1 se han identificado 4 grupos: M, N, Oy P. EIMy N
estrechamente relacionados a los encontrados a los chimpancés salvajes de
los Traglodytes del Pan troglodytes, sub especies del sudeste de Camerun.
Al VIH-1 del grupo M se le ha atribuido la pandemia del SIDA (B. T. Foley et
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al., 2016). Los virus VIH-1 O y P estan estrechamente relacionados con los
encontrados en gorilas de las tierras surorientales de Camerun. (B. T. Foley
et al., 2016).

El VIH-1 del grupo M es el responsable del 85% del total de infectados en el
mundo (Martin et al., 2016) y esta dividido en nueve subtipos A,
B,C,D,F,G,H,J,K (NSA-2, 2012) con una diferencia en la secuencia de
aminoacidos de hasta un 35% (B. T. Foley et al., 2016; Gall et al., 2012).
Dado a que en un comienzo el compendio de datos pertenecian a
secuencias de la cépside (gen gag), en el afio 1992 se publicé la primera
clasificacion de los subtipos A al D. Mas adelante con las secuencias de los
genes de la envoltura (gen env) se determind el subtipo E, sin embargo por
su similitud con el gen gag del subtipo A, el subtipo E se considera
actualmente como una variante de dicho subtipo. En 1994 se detecté el
subtipo F en Brasil junto con la variante B/F, asi como también el subtipo G.
Al afio 2000 ya se habian descrito los subtipos H, J y K. A pesar de tener
regiones unicas que posiblemente justificaban un nuevo subtipo, el subtipo |
fue renombrado como forma recombinante, ya que varias regiones de su
genoma eran similares a clones de los subtipos del A al H (Kijak &
McCutchan, 2005). La secuencia de genomas completos del VIH-1 con
formas recombinantes Unicas podrian sugerir la existencia de otros
subtipos(B. T. Foley et al., 2016). Estudios recientes sugieren que los
subtipos del VIH-1 difieren entre si con respecto a los niveles de carga viral,
la progresion de la enfermedad, la afinidad con los receptores de
guimioquinas, las tasas de transmision vertical y los niveles de activacion
transcripcional (Blackard, Cohen, & Mayer, 2002).

Actualmente se conocen ocho subsubtipos, 6 clados del subtipo A (Al, A2,
A3, A4, A5, A6) y dos clados del subtipo F (F1 y F2), con una diferencia en la
secuencia de aminoéacidos entre subsubtipos hasta del 20%(B. T. Foley et
al., 2016; Gall et al., 2012; NSA-2, 2012). Al 2016, se han reportado 90
formas recombinantes intra-subtipos y subsubtipos del VIH-1, las cuales se
nombran con el sufijo CRF seguido por el nimero consecutivo a su reporte y
las letras que refieren de los subtipos o subsubtipos que se han recombinado
como se puede observar a continuacion (Alamos, 2017; B. T. Foley et al.,
2016; Jia et al., 2016).
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Tabla 1. Formas recombinantes circulantes del VIH-1 grupo M reportadas
hasta el afio 2017.

Secuenciade

Secuencia

Nombre : Subtipos Nombre " Subtipos
referencia de referencia
CRFO1 AE | CM240 A E CRF46_BF  |01BRO087 B, F1
CRF02 AG |IbNG A G CRF47 BF | P1942 B, F1
CRF03_AB | Kall53 A B CRF48 01B |07MYKTO14 |CRFOL, B
CRFO04_cpx | 94CY032 G’G’ MK | cRF49 cpx | N28353 Cl' C.J.K
CRFO05_DF |VI1310 D, F CRF50_AID |8179 AL, D
CRF06_cpx | BFP90 A G,J K |CRF51 01B |HMO021 CRFO1, B
CRF07_BC |97CN54 B, C CRF52 01B | M043 CRFO1, B
CRF08 BC |97CNGX-6F B, C CRF53 01B |11FIR164 | CRFOL B
CRF10_CD | TZBFO61 C.D CRF55 01B | HNCS102056 | CRFOL, B
CRF11_cpx | GR17 05 | cres6_cpx | URFS gRF02. B,
CRF12 BF | ARMAI59 B, F1 CRF57 BC |1439 B, C
CRF13_cpx | 96CM-1849 ngoj’ A | CRF58_01B |09MYPR37 | CRFOL, B
CRF14 BG | X397 B, G CRF59 01B |09LNA423 | CRFOL, B
CRF15_01B | 99TH.MU2079 | CRFO1, B |CRF60_BC |BAV499 B, C
CRF16_A2D | 97KR004 A2, D CRF61 BC |JL100010  |B,C
CRF17_ BF | ARMAO38 B, F1 CRF62 BC | YNFL13 B, C
CRF18_cpx | CU76 ﬁl’KF’UG’ CRF63_02A1 | 10RU6637 | CRF02, Al
CRF19_cpx | CU7 AL D,G |CRF64 BC |YNFL31 B, C
CRF20_BG |Cu103 B, G CRF65 cpx | YNFLO5 CRFOL, B, C
CRF21_A2D | 99KE_KER2003 | A2, D CRF66
fRFZZ—OlA 02CMLT72 CRFO1, Al| CRF67 01B | MAS59 CRFO1, B
CRF23 BG |CB118 B, G CRF68 01B | XC46 CRFO1, B
103P-

CRF24 BG |CB378 B, G CRF69_01B | fooi~o00 | CRFOL B
CRF25 cpx |02CM_1918LE |A,G,U |CRF70_BF | PE004 B, F1
CRF26_AU |02CD_MBTBO047 | A, U CRF71 BF | PEO0O8 B, F1
CRF27_cpx | 04FR-KZS Mo & | crFT2.BF | MGO002 B, F1
CRF28 BF |BREPM12609 |B, F1 CRF73 BG | 9196 01 B, G
CRF29 BF |BREPM16704 |B,F1 CRF74 01B |10MYPR268 | CRFOL, B
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https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF46
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF02
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF47
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF03
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF48
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF04
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF49
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF05
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF50
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF06
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF51
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF07
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF52
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF08
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF53
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF10
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF55
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF11
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF56
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF12
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF57
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF13
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF58
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF14
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF59
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF15
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF60
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF16
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF61
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF17
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF62
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF18
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF63
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF19
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF64
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF20
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF65
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF21
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF66
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF22
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF22
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF67
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF23
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF68
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF24
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF69
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF25
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF70
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF26
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF71
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF27
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF72
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF28
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF73
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF29
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF74

CRF30_020 CRFO2,
° 0ONE36 CREDZ: | CRFTS
CRF31_BC |04BR142 B.C CRF76_01B | N628 CRFOL B
SRF32—O6A EE0369 CRF06, Al| CRF77
CRF33_01B | 05MYKL007 CRFO1, B | CRF78 cpx | YNTCI9 CRFOL, B, C
CRF34_01B | OUR2275P CRFOL B | CRF79
CRF35 AD | AF095 A D CRF80

CRFOL,
CRF36_cpx | NYU830 CRFO2 A | CRF81

G

CRFOL,
CRF37 cpx | NYU926 CRF02 A | CRF82

G, U
CRF38 BF |UY03_3389 B, F1 CRF83
CRF39_BF |03BRRJ103 B. F1 CRF84
CRF40_BF | 05BRRJ055 B. F1 CRF85_BC |SC143 B.C
CRF41_CD |CO6650V1 C.D CRF86_BC |15YNHS18 |B,C
CRF42 BF |IUBF_13_05 B. F1 CRF87 cpx | DH32 CRFOL, B, C
CRF43_02G | J11223 CRF02, G | CRF88_BC | 05YNRL25
CRF44_BF | CHS0 B. F1 CRF89
CRF45_cpx | 04FR.AKU A KU |CRF9 BRGO6043 | B, F1

Tomado de(Alamos, 2017).

2.1.3. Estructura del virién

El VIH-1 es un virus esférico de aproximadamente 130 nm de diametro
(Ganser-Pornillos, Yeager, & Sundquist, 2008). Posee una envoltura lipidica
procedente de la membrana plasmatica de la célula blanco de replicacion en
donde sobresalen espiculas o picos formados por estructuras triméricas no
covalentemente asociadas y son el producto principal del gen env del VIH
conformadas por las subunidades gp4l y gpl20 derivadas de la escision
proteolitica de la proteina precursora gpl60 en el aparato de Golgi celular
(Kramer V, 2015; Lee et al.,, 2015; Moseri et al., 2014). Estos picos o
espiculas consisten en tres dominios de superficie (SU, gp120), sobre tres
dominios transmembrana (TM, gp41). La gpl20 esta formada por cinco
regiones conservadas (C1-C5), las principales areas de contacto con gp41y
5 regiones o bucles variables (V1-V5) cumpliendo funciones especificas, V1,
V2 y V3 protegen regiones conservadas de reconocimiento de anticuerpos; el
bucle V3 adicionalmente determina el tropismo viral. La subunidad gp41
consiste en un extremo amino-terminal (N) y carboxi-terminal (C) que sufre
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https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF30
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF30
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF75
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF31
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF76
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF32
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF32
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF77
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF33
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF78
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF34
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF79
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF35
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF80
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF36
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF81
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF37
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF82
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF38
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF83
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF39
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF84
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF40
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF85
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF41
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF86
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF42
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF87
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF43
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF88
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF44
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF45

cambios conformacionales transitorios durante la etapa de fusién con el fin
de formar un poro de entrada del virus a la célula (Morse, 2015; Roux &
Taylor, 2007).

Al interior del virion la cépside alberga las proteinas de replicaciéon
(retrotranscriptasa (RT) e integrasa (IN)) asi como también el ARN gendmico
viral (Engelman & Cherepanov, 2012). La forma de la capside juega un papel
importante en la diferenciacion de los viriones maduros (forma del virus
infecciosa) de los inmaduros (la forma del virus no infecciosa). En los viriones
inmaduros, las proteinas de la capside se encuentran dispuestas
esféricamente con el fin de asociarse con la membrana interna de la célula
huésped, mientras en el virion maduro las proteinas de la capside se asocian
en forma conica y en algunas ocasiones en forma cilindrica, probablemente
asociado a la necesidad de liberarse facilmente en el citoplasma de una
nueva célula infectada (Ganser-Pornillos et al., 2008).

Todas las proteinas estructurales del VIH-1 se derivan de la poliproteina
multidominio Gag, que una vez se integra a la membrana celular se escinde
por accion de las proteasas virales activadas durante el ensamblaje del
virion, formando un conjunto de nuevas proteinas y péptidos espaciadores
(SP) denominados como MA, CA, SP1, NC, SP2 y p6 como se observa en la
figura 1.(Briggs & Krausslich, 2011).

Figura 1. Estructura de la poliproteina Gag del VIH-1, muestra las
ubicaciones de MA, CANTD, CACTD, SP1, NC, SP2, Y p6.

COOH

Fuente: elaboracion propia
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2.1.1 Organizacion del genoma viral

El genoma del VIH-1 esta constituido por una hebra sencilla de ARN sentido
positivo con un tamafio aproximado de 10000 pb. En las particulas virales se
encuentran dos hebras idénticas en forma dimérica con uniones no
covalentes entre ellas susceptibles a su disociacion por calor (Sakuragi,
Yokoyama, Shioda, Sato, & Sakuragi, 2016).

El genoma del VIH-1 posee en cada uno de sus extremos 5’ y 3’ una region
larga repetida terminal del inglés Long terminal repeat (LTR) (Vemula et al.,
2015), que contiene tres regiones U5, R y U3. La LTR sirve para iniciar la
expresion de los genes virales a través de procesos complejos que requieren
la intervencion de la encima ARN polimerasa Il celular, asi como factores de
transcripcion tales como el SPL y NF-KB. Contienen varios elementos
reguladores caracteristicos: Una secuencia TATA, regiones de union a los
factores de transcripcion, un elemento regulador negativo (ERN) situado en
el extremo 5 de U3, una secuencia de respuesta que actda en trans y una
sefal de poliadenilacion (Mitsuya, Yarchoan, & Broder, 1990; Vemula et al.,
2015). Esta organizado en tres marcos de lectura abierto (ORF) y codifica
para tres genes principales en su orden 5’-gag-pol-env-3’, ademas de una
serie de genes encargados del acceso y regulacion de las proteinas virales
dentro de la célula huésped, vif, vpr, vpu, tat, rev y nef (Menendez-Arias,
2013) figura 2.

Figura 2. La organizacion del genoma del VIH-1y la estructura de RT.
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Fuente: elaboracion propia

24



A continuacién se describen las proteinas que codifican cada uno de los
genes del VIH-1y su funcion principal.

Tabla 2. Proteinas del VIH-1 y su funcion

Nombre Tamafo Funcion Localizacion
Proteina miristilada de la
matriz (MA) L
MA P17 Anclaje de la membrana, Virion
transporte al ncleo
CA p24 Proteina de la capside Virion
Gag -
Proteina de la
p7 nucleocapside (NC), se une | Viridn
NC al ARN
Favorece la maduracion del |, ,. ..
p6 , Virion
virus, se une a Vpr
Proteasa Clivaje y maduracion del .
(PR) p10 virion virion
Trqnscrlpta Son las dos subunidades L
sa inversa |p66, p51 d P Virion
(Tl) e la transcripcion inversa
Pol
RNAsa H, presente en la
Rnasa H pl5 subunidad p66 pero no en | Virion
la 51.
Integrasa Integracién al ADN L
(IN) p32 (provirus) virion
Glicoproteina viral externa, |Envolturay
gp120/g 2 .
Env a1 unién al receptor y anclaje | membrana del
b a la membrana celular virion
Activador de la
Tat pl6/pl4 |transcripcion de todoslos | Nuacleo
RNAm virales
Transporte del ARN m .
L Primero en el
gendmico y los ARNm .
: nacleo y luego
rev pl9 parcialmente procesados en el
mediante splicing del .
., . citoplasma
ndcleo al citoplasma
: Promotor de la maduracion Citoplasma y
Vif p23 , o membrana
e infectividad L
celular, virion
facilita la entrada del
Vpr 010-15 complejo de pr_elntegra_c:lon N_u_c,leo
al nacleo y detiene el ciclo | Virion

celular en G2
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Aumenta la liberacién de

iy . Proteina
viriones de la célula intearal de la
Vpu pl6 infectada. Interviene en la g
membrana
degradacion CD4 en el celular
reticulo endoplasmatico
Membrana

Regula negativamente la plasmética y
expresion CD4 y el CMH-1 | citoplasma
celular
Tomado de .(B. T. Foley, Apetrei,C.,Mizrachi, I., Rambaut, A.,Korber, B.,
Leitner,T.,Hahn,B.,Mullins,J.,Wolinsky,S., 2016).

Nef p27-p25

2.1.4. Ciclo de replicacion del VIH-1

El VIH-1 tiene tropismo por las células que pertenecen al cluster de
diferenciacion CD4", una molécula de 55 Kd que se expresa en la superficie
de algunas células, siendo las mas susceptibles de infectarse, las células T,
Macrofagos, células de Langerhans y células mieloides dendriticas
(Gummuluru, Pina Ramirez, & Akiyama, 2014; Morse, 2015). Ademas del
CD4 también los co-receptores de quimioquinas responsables de la
activacion inmune y quimiotaxis linfocitaria, expresado en células T,
monocitos, macréfagos y células dendriticas juegan un papel importante
durante la infeccion por VIH. El correceptor CCR5 conocido como CD195 o
correceptor de tropismo-macréfago (M-Tropico), predomina durante la
infeccion temprana, mientras que el co-receptor de la linea de células T
tropico (T-Tropico) CXCR4 predomina durante las etapas posteriores de la
primoinfeccion, el CCR2 de linfocitos T CD4 y monocitos humanos y el CCR3
de células de la microglia del SNC, actian como correceptores en menor
proporcion (Lucic & Lusic, 2016; Morse, 2015). El ciclo de replicacion del
VIH-1 se divide en diferentes etapas que se describen a continuacion:

1. Entrada del virus a la célula: este proceso se produce
aproximadamente de 1 a 3 horas después de la exposicién de las
células al virus(Holmes, Zhang, & Bieniasz, 2015). El receptor CD4
interactda con la proteina viral gpl120 promoviendo la unién a los
correceptores CCR5 y CXCR4 involucrados en la entrada del VIH-1 en
la célula huésped (Poveda, 2015). La interaccion entre el receptor
celular y la gp120 viral, induce la formacion de una lamina puente
entre los dominios internos y externos del monémero gpl20,
produciendo el reordenamiento en la estructura de la glicoproteina
transmembrana gp41 fusionando la particula viral a la membrana de la
célula huésped (Engelman & Cherepanov, 2012).
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2. Transcripcién inversa ARN viral: Ocurre de 6 a 48 horas después de
la entrada del virus a la célula huésped (Holmes et al., 2015). Tras la
penetracion del virus a la célula, la cépside es liberada en el
citoplasma, en donde la transcripcidn inversa tiene lugar para convertir
el ARN viral en ADN proviral. La retrotranscripcion comienza mediante
la unién del cebador tRNALys3 no aminoacilado (no cargado con un
aminoacido) de la célula huésped al sitio de unién del primer (PBS) de
ARN viral(Giroud et al., 2013; Zhao, Li, & Bukrinsky, 2011). La
proteina Vpr se encarga de promover la incorporacion del tRNALys3,
ya que se une a la enzima Lys-ARNtsintetasa inhibiendo su actividad
de aminoacilar tRNALys3 (Zhao et al., 2011). La elongacion durante
la retrotranscripcion es catalizada por la enzima retrotranscriptasa
inversa (RT) formada por la subunidad p66 con actividad polimerasa
de ARN dependiente de ADN y RNasaH, asociada con la subunidad
p51 desprovista de actividad enzimatica, sintetizando un fragmento de
ADN sentido negativo ((-)ssDNA) con un tamafo de aproximado de
182 nucledtidos (Jacob & DeStefano, 2008) y luego esta plantilla se
transfiere al extremo 3’ del genoma. De esta manera la sintesis de la
cadena de ADN negativa continda con la degradacion del ARN molde.
La iniciacion de la cadena complementaria inicia en un fragmento del
genoma del ARN denominado tracto de polipurina (PPT, 5'-
AAAAGAAAAGGGGGG), este fragmento del genoma del ARN no se
degrada por accion de la RNasaH durante la sintesis de la cadena
negativa(Jacob & DeStefano, 2008).

3. Integracién del ADN proviral al genoma celular: Ocurre 5 horas
después de terminada la transcripcion inversa (Holmes et al., 2015).
Tanto las proteinas viricas como celulares se asocian con al ADN
proviral de doble cadena denominado complejo de preintegracion
(CPI) formado por la proteina de la matriz (MA), las enzimas
transcriptasa inversa (RT) e integrasa (IN) y la proteina accesoria Vpr
(Laith, 2007).Este complejo se transfiere al nlcleo gracias a la enzima
viral integrasa (IN), quien ademas cataliza la reaccion de integracion
en la cromatina celular (ver figura 3) (Lucic & Lusic, 2016). A diferencia
de otros retrovirus, los Lentivirus pueden importar ADN viral al ndcleo
de la célula intacto a través de los poros nucleares(PNC), dado que
CPI tiene un tamafio aproximado de 56 nm de diametro y el poro
nuclear de 25 nm, su importacion nuclear estda mediada por sefales
de localizacion nuclear (SLN), a través de proteinas con correceptores
de desplazamiento ndcleo-citoplasma que pertenecen a la familia de
las importinas o Karioferinas B, la integrasa es considerado un SLN no
clasico (Suzuki & Craigie, 2007). Por otro lado la proteina Vpr se ha
encontrado interactuando directamente con los componentes del PNC,
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tales como las importinas a y la Nucleoporina hCG1 aumentando la
eficiencia de la importacion de ADN viral al nucleo (Nisole & Saib,
2004; Suzuki & Craigie, 2007).

Figura 3. Integracion del genoma del VIH-1 al genoma celular.

ADN Viral
L]

= ADNh
|
: |

Fuente: elaboracion propia.

Varios estudios sugieren que la integrasa es un factor determinante del lugar
de integracion, ya que esta proteina puede acoplarse a los cromosomas
mitoticos en ausencia del genoma u otras proteinas virales. La enzima IN es
un miembro de la superfamilia D, D(35)E transposasa mediadoras de la
integracion del ADN viral en el genoma de la célula huésped(Laith, 2007).

4. Transcripcion del ARNm viral:

La transcripcién del ADN proviral del VIH-1 genera un transcrito de 9Kb vy
posteriormente se procesa a través de splicing alternativo en mas de 40
MARN y se dividen en tres clases: 1) mARN sin cortar de 9Kb que codifica
Gag, gag-pol; 2) mARN individual (SS) de un tamafio aproximado a 4Kb que
sintetizan las proteinas Vif, Vpr, Vpu y env; 3) mARN multiple (MS), de
aproximadamente 1.8 Kb que sintetizan Tat, Rev y Nef (Loret, Georgel,
Johnson, & Ho, 1992). Este proceso de transcripcidn es realizado por la
maquinaria de la célula huésped impulsado por la proteina viral Tat. A través
del estimulo de activacion linfocitaria inducida por NF-kB, Sp1 y el factor
TFIID (Vlach et al., 1995), el promotor del VIH-1 localizado en U3 de la regién
5' del LTR produce pequefias cantidades de Tat, iniciando un ciclo de
retroalimentacion positiva estimulando la transcripcién viral. Tat recluta el
promotor del VIH-1 y activa el factor de elongacién positiva de la
transcripcion P-TEFb, que consiste en un complejo entre ciclina T1 y CdKO9.
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Tat se une ala ciclina T1 y a la region que responde a la activacion de trans,
un ARN presente en el extremo 5 de todos los transcritos virales. Esta
induce la formacion de un complejo terciario en los ARN nacientes, que
permite a Cdk9 fosforilar varios componentes de la maquinaria de
transcripcion, incluyendo el dominio terminal C (DTC) de la subunidad de
ARN polimerasa (ARNPII), los factores de elongacién DSif y el factor de
elongacion negativa (FELN), activando de forma potente a ARNPII, de
manera que pueda transcribir todo el genoma viral. La produccion del mARN
mensajero de VIH se regula a nivel de transcripcion, splicing y la
poliadenilacion el VIH-1 en cada de los LTR (Boireau et al., 2007).

5. Traduccidn y sintesis de proteinas

Inmediatamente después de la transcripcion, el mARN sufre un proceso de
maduracion formando una caperuza en el extremo 5’ con la insercién de una
7-metilguanosina (mM7G) y poliadenilando el extremo 3. El m7G es
reconocido por el complejo de union a la caperuza (CBC) compuestas por las
proteinas de union 80 y 20 (CBP 80/20). Luego del splicing, las moléculas
maduras de mARN son cargadas al complejo de union exén-exon (EJC) y las
proteinas SR, con esta union le permiten al heterodimero NXF1/NXT1
exportar el MARN al citoplasma celular a través de los poros nucleares
(Guerrero et al., 2015).

En el citoplasma el mMARNs pierde la caperuza de m7G adquiriendo una
estructura de bucle cerrado y se activan a través de factores de iniciacion
eucariota 4F (compuesto por elF4E, elF4G y elF4A) y EIF4B, que mediante
la union de la proteina de unién a poly A (PABP) forman el complejo de
preiniciacion (CPI) de la traduccion de las proteinas virales (Guerrero et al.,
2015).

Algunas proteinas virales inhiben diferentes factores de traduccion celular, es
el caso de la proteasa viral que escinde el factor IF4G, elF3d y el PABP
degradandolos; Nef que interactia con eEF1A previniendo la apoptosis
inducida por el estrés en los macréfagos primarios y Vif que contrarresta la
accion de APOBEC3G (enzima de edicion de ARNm de poliproteina B, 3G
de tipo polipéptido catalitico o A3G), un factor de restriccion que afecta la
replicacion del VIH-1 inhibiendo la traduccion A3G(Guerrero et al., 2015).

6. Ensamblaje de las nuevas particula virales

Esta etapa comienza con la sintesis de la poliproteina Gag en el citosol y su
traslado a la membrana celular en donde el dominio MA de Gag juega un
papel importante en su orientacion hacia la membrana. Gag induce el
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reclutamiento y coalescencia del colesterol formando balsas lipidicas que
probablemente permiten el ensamblaje y facilitan la incorporacién de las
glicoproteinas virales Env. Durante su traslado, el dominio NC de Gag
interactia con el ARN dimérico viral, el cual es la unidad de reconocimiento
para el ensamblaje mediante la unién de una sefial de empaquetamiento a
menudo denominado el elemento @ y esta situado cerca del extremo 5 'del
ARN genomico (UTR). Después de la llegada a la membrana plasmatica la
proteina Gag, el genoma completo viral y el precursor Gag-Pol forman la
particula viral inmadura, Gag se alinea y empaqueta radialmente con el
dominio MA orientado hacia la membrana viral y el C hacia el centro junto
con el ARN gendmico viral, esto permite acomodar la curvatura necesaria
para formar una particula con un diametro de 120 nm, el tamafio del virion
VIH-1 inmaduro Para la incorporacién de las proteinas Env se han sugerido
interacciones entre el dominio MA de Gag y la cola citoplasmatica de gp4l
(Freed, 2015).

7. Maduracion vy salida de los viriones al medio extracelular

Después del ensamblaje de la red Gag inmadura en la membrana
plasmatica, la particula naciente se libera al espacio extracelular a través de
la maquinaria celular ESCRT involucrada en el brote de vesiculas,
citoquinesis y virus, secuestrada por Gag antes de salir de la célula, la
proteasa viral escinde una serie de sitios tanto Gag como de GagPol, que
tras la liberacion de los dominios individuales de Gag, la region CA se
reestructura para formar el nacleo coénico de la capside(Freed, 2015).

2.2. Tratamiento Antiretroviral

Debido a los enormes avances en el conocimiento de la estructura y el ciclo
de replicaciéon del VIH-1 (Morse, 2015), desde 1996 se ha desarrollado mas
de treinta agentes antiretrovirales para combatir su infeccion, lo que ha
permitido generar esquemas de combinacion efectiva generando
tratamientos antirretrovirales de gran actividad (TARGA) en las personas
infectadas (Aids Study Group of the Spanish Society of Infectious Diseases,
2016; Morse, 2015). EI tratamiento antirretroviral (TARV) suprime la
replicacion del virus y retrasa la progresion de la infeccion con el VIH
particularmente cuando se administra durante la primera etapa de la
infeccion. Los pacientes con TARV presentan bajos niveles de viremia
plasmatica por debajo del limite de deteccion durante 6 meses (Morse,
2015).
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2.2.1. Clases de medicamentos antiretrovirales

La administracion de alimentos y medicamentos de los Estados Unidos
(FDA) reconoce y aprueba seis clases de medicamentos antiretrovirales
contra el VIH: (i) inhibidores nucledsidos de la transcriptasa inversa (NRTI),
(ii) inhibidores no nucledsidos de la transcriptasa inversa (NNRTI), (iii)
inhibidores de la proteasa (IP), (iv) inhibidores de fusion, (v) inhibidores de la
entrada, y (vi) inhibidores de la integrasa (Allen & Rizzo, 2012).

2.2.1.1. Inhibidores de entrada

La molécula CD4 estad formada por cuatro dominios D1, D2, D3 y D4, en
donde D1 se une al dominio V3 de gp120, una region altamente conservada
y cuya composicion de aminoacidos determina el tropismo especifico con
uno de los dos co-receptores CCR5 o CXCR4 (Antell et al., 2016). Estos
correceptores son proteinas con seis bucles en el extremo amino- terminal
extracelular y seis bucles en el extremo C-terminal. Los virus que interactian
con CXCR4 se cargan positivamente en los aminoacidos 11,24 y 25 del
bucle V3, una vez gpl20 se une al correceptor ocurre un cambio
conformacional que le permite llevar a cabo el proceso de fusion a la gp4l
(Kramer V, 2015)

Los farmacos inhibidores de entrada del virus a la célula consisten en una
serie de agentes antivirales que pueden actuar en puntos de la cascada de
entrada tales como, unién a CD4, unién a los co-receptor CXCR4 y CCR5 y
la fusion de membrana, sin embargo la alteracion de la funcion inmunolégica
del receptor CD4 vy el correceptor CXCR4 independiente a la infeccion por el
VIH, no ha permitido su uso como blanco terapéutico. Del co-receptor CCR5
aun no se conoce con profundidad los efectos secundarios graves que puede
generar su bloqueo. Es asi como en la Actualidad el Unico inhibidor de
entrada autorizado desde agosto de 2007 por la FDA (Food and drug
administration USA) es el Maraviroc (MVC) que impide que los virus con
tropismo CCR5 infecten una célula diana siendo el Unico antiretroviral que
ejerce sus propiedades sobre un objetivo celular en lugar de un blanco viral;
se une a una cavidad transmembrana formada por 7 hélices (proteina G)
distinta al sitio de union de gp120, induciendo a un cambio conformacional
del correceptor inhabilitando la entrada del virus a la célula (ver Figura 4)
(Kramer V, 2015).
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Figura 4. Mecanismo de inhibicion de la entrada del VIH-1 a la célula.
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2.2.1.2. Inhibidores de fusion

La fusion del virus a la célula huésped ocurre gracias a la activacion
fusogénica dela glicoproteina gp41l, este proceso avanza a través de cuatro
estadios conformacionales distintos: (i) Nativo, (ii) intermedio pre-horquilla,
(i) activacion de la fusion (fusogénico) y (iv) fusion. En el estado intermedio
pre-horquilla se exponen transitoriamente los dominios de repeticion
heptadina (patron de repeticion de siete aminoacidos) N-terminal (NHR) y C-
terminal (CHR) de gp41, siendo el NHR quien se inserta en la membrana de
la célula huésped. Posteriormente la formacion de un paquete de seis hélices
(6-HB) impulsa a la membrana viral y celular a fusionarse (Allen & Rizzo,
2012; Chong, Wu, Su, & He, 2016).

El Unico farmaco inhibidor de fusién aprobado por la FDA desde el 13 de
marzo del 2003, es el péptido de 36 aminoacidos idéntico en secuencia a los
aminoéacidos de la region 127 a 152 CHR de la gp41 llamado T20 (Fuzeon o
Enfuvirtida). El estado pre-horquilla es de particular interés en la produccién
de farmacos antivirales, ya que la regiéon NHR es altamente conservada y se
encuentra expuesta de manera transitoria durante la fusion. El péptido T20
se une al NHR, bloqueando la formacion del paquete de seis hélices y por lo
tanto inhibe la transicién al estado fusogénico (Ver figura 5) (Allen & Rizzo,
2012).
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Figura 5. Accion de los inhibidores de fusion del VIH-1 a la membrana

celular.
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2.2.1.3. Inhibidores de la transcriptasa

La transcripcion inversa es el proceso mediante el cual el ARN
monocatenario viral que entra al citoplasma celular se convierte en ADN
hibrido (ARN-ADN) de doble cadena(Sonar et al., 2017). Este proceso ocurre
mediante la accion de la enzima multifuncional transcriptasa inversa (RT), un
heterodimero compuesto de subunidades p66 y p51 del gen pol del VIH, con
p66 alberga dos sitios activos funcionales: una ADN polimerasa N-Terminal
dependiente de ADN y ARN y una ADN polimerasa C-terminal ribonucleasa
H (RNasaH) que digiere el componente ARN de hibridos de ARN/ADN
(Engelman & Cherepanov, 2012; Famiglini & Silvestri, 2016). Actualmente
existen dos clases de farmacos antivirales capaces de inhibir la
retrotranscripcion los nucleésidos y no nucledsidos (Engelman &
Cherepanov, 2012).

i) Inhibidores no nucledsidos de la transcriptasa inversa (ITINN)

Los inhibidores no nucleésidos de la transcriptasa inversa inducen cambios
conformacionales importantes en esta enzima, cuya finalidad es permitir el
desplazamiento del sitio de agarre del cebador obstruyendo el sitio de union
de la enzima con los nucledsidos de origen natural (Famiglini & Silvestri,
2016; Morse, 2015), ademas de alterar su funcién catalitica produciendo un
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déficit en la coordinacion de los iones Mg2+ para fijar de los dNTPs
impidiendo la elongacion de la cadena de ADN viral creciente (ver figura 6)

(Engelman & Cherepanov, 2012).

Figura 6. Accion que ejercen los inhibidores de la transcriptasa inversa NO

anélogos a nucleoésidos.
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Tabla 3. Farmacos inhibidores de la transcriptasa inversa NO analogos a los
nucledsidos aprobados por la FDA.

Inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de los nucleésidos

(ITINN)

Nombre genérico (Otros

nombres y siglas)

Marca comercial

Fechade
autorizacion por
parte de la FDA

17 de septiembre

Efavirenz (EFV) Sustiva el 1008
Etravirina (ETR) Intelence %gOdSE enero del
; 21 de junio del
Viramune 1996
Nevirapina (NVP)

Viramune XR (liberacién
lenta)

25 de marzo del
2011

Rilpivirina (clorhidrato de

rilpivirina, RPV)

Edurant

20 de mayo del
2011

Adaptado de (InfoSIDA, 2017)
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https://infosida.nih.gov/drugs/269/efavirenz/0/patient
https://infosida.nih.gov/drugs/398/etravirine/0/patient
https://infosida.nih.gov/drugs/116/nevirapine/0/patient
https://infosida.nih.gov/drugs/426/rilpivirine/0/patient

i) Inhibidores Nucledsidos de la transcriptasa inversa (ITIN)

Los ITIN son moléculas analogas a los dNTPs naturales, sustrato normal de
las enzimas ADN polimerasas y los cuales carecen del grupo 3’-OH actuando
como un terminador de la sintesis de ADN (Engelman & Cherepanov, 2012).
Los ITIN requieren de un proceso de fosforilacion quinasa dependiente para
su activacion, una vez ocurre son capaces de inhibir la sintesis de ADN
proviral compitiendo con los dNTPs de origen natural en el reconocimiento de
la RT como sustrato y reduciendo actividad catalitica de la RT gracias a la
ausencia del grupo 3-OH dando por terminado la sintesis de la cadena de
ADN (ver figura 7) (Engelman & Cherepanov, 2012; Sluis-Cremer, Arion, &
Parniak, 2000).

Figura 7. Accion que ejercen los inhibidores de la transcriptasa inversa
analogos a nucledsidos.
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Tabla 4. Tabla Farmacos Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos a
los nucledsidos aprobados por la FDA.

Inhibidores de la transcriptasa inversa anédlogos de los nucledsidos (ITIN)

Nombre genérico (Otros nombres
y siglas)

Marca comercial

Fechade
autorizacion por
parte de la FDA

17 de diciembre del

didanosina con revestimiento
entérico, ddl, ddl EC)

Videx EC (con
revestimiento

Abacavir (sulfato de abacavir, ABC) |Ziagen 1998
Didanosina (didanosina de
liberacion lenta, dideoxinosina, Videx

9 de octubre del 1991

31 de octubre del
2000

enterico)
Estavudina (d4T) Zerit 24 de junio de 1994
Emtricitabina (FTC) Emitriva 2 de julio del 2003
Lamivudina (3TC) Epivir 17 de noviembre del
P 1995
(tenofovir DF, TDF) Viread ggodle octubre del
zidovudina (azidotimidina, AZT, Retrovir 19 de marzo del 1987

ZDV)

Adaptado de (InfoSIDA, 2017)

2.2.1.4. Inhibidores de la integraciéon

La integrasa (IN) del VIH-1 es una proteina de 32 kDa codificada en el gen
pol junto con la proteasa y la transcriptasa inversa (Dewdney, Wang, Kovari,
Reiter, & Kovari, 2013), esta enzima cataliza dos sistemas de reacciones
guimicas espacial y temporalmente distintas, permitiendo la obtencion de
terminales 3’libres tanto en la cadena de ADN proviral como en el ADN
cromosémico de la célula huésped y la transferencia de la hebra de ADN del
citoplasma al nucleo (Engelman & Cherepanov, 2012; Engelman et al.,
2013). Estas dos reacciones requieren la coordinacion de iones divalentes
(Mg®" 0 Mn?*) por una triada catalitica de aminoAcidos en las posiciones D64,
D116 y E152 (Wainberg, Mesplede, & Quashie, 2012). Esta enzima es de
gran interés para la busqueda de tratamientos antivirales, ya que a diferencia
de otras enzimas virales no tiene analogos celulares lo que evita afectar los
procesos normales de la célula huésped (Agapkina et al., 2014). Los
antivirales inhibidores de la integrasa actualmente aprobados son derivados
de los &cidos aril-2,4-dicetobutanoicos (DKA), cuyo mecanismo de accién es
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https://infosida.nih.gov/drugs/257/abacavir/0/patient
https://infosida.nih.gov/drugs/16/didanosina/0/patient
https://infosida.nih.gov/drugs/43/estavudina/0/patient
https://infosida.nih.gov/drugs/208/emtricitabina/0/patient
https://infosida.nih.gov/drugs/126/lamivudina/0/patient
https://infosida.nih.gov/drugs/4/zidovudine/1/patient

competir con el ADN sustrato de la integrasa viral durante la transferencia de
la hebra de ADN viral (ver figura 8) (Morse, 2015)

Figura 8. El inhibidor de la integrasa Raltegravir

tiene afinidad por la

integrasa viral previniendo la fusion del ADN viral en el ADN cromos6mico.

(] 1 Integrasa

Fuente: elaboracion propia

. ADN Celular

Tabla 5. Farmacos Inhibidores de la integrasa aprobados por la FDA

Inhibidores de la integrasa

Nombre genérico (Otros nombres
y siglas)

Marca comercial

Fechade
autorizacion por
parte de la FDA

13 de agosto del

raltegravir, RAL)

Dolutegravir (DTG) Tivicay 2013
Elvitegravir (EGV) Vitekta 24 de septiembre del
2014
Raltegravir (potasio de 12 de octubre del
Isentress

2007

Adaptado de (InfoSIDA, 2017)
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https://infosida.nih.gov/drugs/509/dolutegravir/0/patient
http://aidsinfo.nih.gov/drugs/421/elvitegravir/0/patient
https://infosida.nih.gov/drugs/420/raltegravir/0/patient

2.2.1.5. Inhibidores de la proteasa

La proteasa de HIV-1 (PR) es una enzima aspartasa dimérica conformado
por dos polipéptidos idénticos asociados por enlaces no covalentes. Cada
monémero estd compuesto de 99 aminoacidos con una secuencia
conservada Asp-Thr-Gly en las posiciones 25-29, que proporciona un grupo
aspartilo, necesario para ejecutar su actividad proteolitica. Esta enzima
posee una hendidura hidréfoba de union al sustrato, reconocida como el sitio
activo enzimético, alli se reconoce y divide nueve secuencias diferentes de
poliproteinas precursoras virales produciendo una estructura virica madura y
proteinas enzimaticas. Los inhibidores de la proteasa (IPs) del VIH-1 tienen
una fuerte afinidad de union a este sitio activo de la enzima proteasa viral,
inhibiendo su actividad de una manera altamente selectiva y bloqueando la
produccion de virus infecciosos al inhibir el clivaje de las poliproteinas
precursoras de particulas virales (Ammaranond & Sanguansittianan, 2012)

Tabla 6. Farmacos Inhibidores de la proteasa aprobados por la FDA.

Inhibidores de la Proteasa (IPs)

Fechade
autorizacion por
parte de la FDA

Reyataz 20 de junio del 2003

Nombre genérico (Otros nombres |Marca
y siglas) comercial

Atazanavir (sulfato de atazanauvir,

ATV)

Bg\l;;awr (etanolato de darunavir, Prezista 23 de junio del 2006
nggmprenavir (fosamprenavir Lexiva 20 de octubre del
célcico, FOS-APV, FPV) 2003

Indinavir (sulfato de indinavir, IDV) | Crixivan 13 de marzo del 1996

Nelfinavir (mesilato de nelfinavir,

NFV) Viracept 14 de marzo del 1997

Ritonavir (RTV)

Norvir 1 de marzo del 1996
Saquinavir (mesilato de saquinavir, Invirase 6 de diciembre del
SQV) 1995
Tipranavir (TPV) Aptivus 22 de junio del 2005

Adaptado de (InfoSIDA, 2017)
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https://infosida.nih.gov/drugs/314/atazanavir/0/patient
https://infosida.nih.gov/drugs/397/darunavir/0/patient
https://infosida.nih.gov/drugs/337/fosamprenavir/0/patient
https://infosida.nih.gov/drugs/233/indinavir/0/patient
https://infosida.nih.gov/drugs/263/nelfinavir/0/patient
https://infosida.nih.gov/drugs/244/ritonavir/0/patient
https://infosida.nih.gov/drugs/164/saquinavir/0/patient
https://infosida.nih.gov/drugs/351/tipranavir/0/patient

2.2.2. Esquema de tratamiento antirretroviral en Colombia

Al afio 2017, la principal indicacion para el inicio de tratamiento antirretroviral
en Colombia es el conteo de linfocitos T CD4+ menor a 500 células/mm?. En
la guia de préctica clinica del ministerio de salud colombiano, la primera linea
de tratamiento antirretroviral se formula en combinacion entre inhibidores de
la transcriptasa y/o inhibidores de la proteasa de la siguiente forma:

e Abacavir/Lamiduvina+ Efavirenz
e Abacavir/Lamiduvina+ Atazanavir y Ritonavir

Sin embargo, en la actualidad solo el 18,3% de las personas tratadas reciben
este esquema como primera linea. Los esquemas de tratamiento aplicados
como primera linea del 81% de personas restantes se ilustra en la tabla 7.

Tabla 7. Esquemas de tratamiento antirretroviral mas usados en Colombia

Terapia antirretroviral actual n %

Abacavir + Lamiduvina + Efavirenz 13.527 18,3
Zidovudina + Lamiduvina + Efavirenz 8.396 11,4
Tenofovir + Emtricitabina+ Efavirenz 9.611 13,0
Zidovudina + Lamiduvina + Lopinavir/ Ritonavir 4.685 6,3
Abacavir + Lamiduvina + Lopinavir/ Ritonavir 5.185 7,0
Zidovudina + Lamiduvina + Neviparina 3.581 4,9
Abacavir + Lamiduvina + Atazanavir/ Ritonavir 3.941 53
Abacavir + Lamiduvina + Neviparina 2.732 3,7
Tenofovir + Emtricitabina+ Atazanavir/ Ritonavir 4.144 5,6
Tenofovir + Emtricitabina + Lopinavir/ Ritonavir 2.430 3,3
Tenofovir + Neviparina + Emtricitabina 1.242 1,7
Zidoduvina + Lamivudina +Atazanavir/ Ritonavir 988 1,3

Tomado de la cuenta de alto costo Colombiana (CAC, 2017).

39




2.3. Variabilidad genética del virus.

Debido a los r4pidos cambios genéticos in vivo VIH-1 ha permitido aislar un
gran numero de cepas diferentes en todo el mundo, evidenciado una alta
tasa de mutacion de 10* a 10° mutaciones de nucleétidos por ciclo de
replicacion junto a una elevada frecuencia de recombinacion y produccion de
particulas virales (10'° por dia) en pacientes no tratados, permitiendo que
incluso en un mismo individuo existan diferentes cuasiespecies (Menendez-
Arias, 2013). Se define como una cuasiespecie a una poblacién de virus
altamente relacionada pero genéticamente distintas dentro de un mismo
individuo, revelando en los analisis de secuencias una variacion sustancial
de la informacion genética durante el curso de la infeccion (Jetzt et al.,
2000).La variacion genética del VIH puede afectar la exactitud de las pruebas
diagnosticas y ensayos utilizados para cuantificar la carga viral, asi como
también son relevantes en desarrollo clinico de la infeccion y el disefio de
vacunas (Blackard et al., 2002).

Esta variabilidad genética del VIH-1 se produce a través de cuatro
mecanismos:

a) Errores introducidos por la_Transcriptasa Inversa (Tl) durante la
polimerizacion del ADN proviral: durante la retrotranscripcion el VIH-1
puede introducir una mutaciéon por ciclo de replicacion (Kijak &
McCutchan, 2005) por deleciones e inserciones de nucleotidos en el
genoma viral, esto se debe a que la enzima transcriptasa inversa
carece de actividad exonucleasa 3’-5’ impidiendo la correccion durante
la insercion de nucleodtidos erréneos en la retrotranscripcion (Jetzt et al.,
2000; Zhuang et al., 2002).

b) Recombinacion durante la transcripcion inversa: la presencia de
dos hebras homologas de RNA viral en el citoplasma permite que la
enzima transcriptasa inversa realice saltos intermoleculares en puntos
calientes a lo largo del genoma durante el proceso de ADN de cadena
negativa. En ensayos in vitro utilizando lineas celulares epiteliales o
linfoides, se ha determinado que la Tl del VIH-1 salta aproximadamente
3 x 10™ nucleétidos o unas tres veces como promedio entre las dos
hebras de ARN gendmico en cada ciclo de replicacién (Blackard et al.,
2002; Jetzt et al., 2000; Najera, Delgado, Perez-Alvarez, & Thomson,
2002) (Figura 9).
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Figura 9. Recombinacion del genoma viral durante la transcripcion inversa
del ARN.

Genoma A —

GenomaB — .

Virion recombinante

Fuente: elaboracion propia

c) El__tamafio _de las poblaciones virales: la infeccion de una misma
célula por dos viriones genéticamente distintos, ya sea simultanea
(coinfeccion) o secuencialmente (superinfeccion) permite que dos ADNs
provirales distintos se integren al ADN cromosomico, generando
viriones heterocigotos por la encapsidacion de dos hebras de ARN
procedentes de viriones diferentes (Blackard et al., 2002; Najera et al.,
2002)

d) Tiempo de replicaciéon corto (turnover viral): para la replicacion viral
se necesita la activacion de los linfocitos T CD4+, sin embargo una vez
ocurre, el proceso de replicacion puede ser muy rapido y agresivo. En
un ensayo basado en transfeccion de un plasmido que contiene el ADN
proviral de VIH-1, se determin6 que tras la activacion linfocitaria, en 2
horas se produce la sintesis de las proteinas virales en la célula,
detectandose 4 a 6 horas después viriones maduros en el medio de
cultivo (Bermejo, Sanchez-Palomino, Usan, & Alcami, 2004; Jetzt et al.,
2000).

2.4. Resistencia a los antiretrovirales

La resistencia de un microorganismo es una respuesta natural a la presién
selectiva de un farmaco y el VIH no es la excepcion frente a la terapia
antiviral, en donde la supresion de la replicacion viral no es completa
permitiendo la aparicion gradual de variables resistentes, causando el
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fracaso viroldgico principalmente atribuido a la adherencia del paciente frente
al tratamiento y/o a la baja potencia del régimen antiretroviral (Vella &
Palmisano, 2005)

La resistencia del virus a los farmacos antirretrovirales depende de diversos
factores tales como la barrera genética y la capacidad de seleccién de las
cepas virales mutadas bajo la presion selectiva del farmaco administrado. La
barrera genética se define como el numero minimo de mutaciones
necesarias para superar la presion selectiva del farmaco y la capacidad de
seleccion de cepas resistentes son factores independientes al virus
inherentes de las condiciones ambientales tales como los de la célula
huésped y biodisponibilidad® del farmaco que contribuyen a una “barrera de
resistencia” mas general (Menendez-Arias, 2013). El primer informe de
resistencia del VIH-1 remonta al afio 1989 en pacientes tratados con
zidoduvina (AZT), desde entonces se ha documentado informacion de
resistencia frente a cada una de las clases de farmacos antirretrovirales(Vella
& Palmisano, 2005).

La resistencia a farmacos puede ser adquirida a través de la presion
selectiva de farmacos o transmitida de persona a persona. La prevalencia de
la resistencia a los medicamentos contra el VIH-1 para cualquier clase de
farmaco antirretroviral se ha estimado en alrededor del 8-20% de la
poblaciébn no tratada (pacientes naive), recientes informes de estudios
realizados en Europa y los EE.UU. Mostré una disminucion durante la ultima
década no obstante, esta disminucion parece ser pequefia, en particular en
la prevalencia de mutaciones de resistencia a los ITIN (Menendez-Arias,
2013).

2.4.1. Medicion de la resistencia a los farmacos antirretrovirales (ARV)

Para realizar la prueba de resistencia del VIH-1 se pueden seguir dos
enfoques diferentes:

I Ensayos genotipicos. En estos ensayos se obtiene la secuencia
de nucledtidos de la region del gen pol que codifica para las
enzimas virales transcriptasa inversa y proteasa del VIH, que
posteriormente se compara con la secuencia del VIH-1 de tipo
salvaje, con el fin de detectar mutaciones asociadas con
resistencia a farmacos ITINs, ITINNs y IPs. Para farmacos
inhibidores de la integrasa y de fusion, se deben analizar otras
regiones del gen Pol y env, que codifican para la integrasa y gp41l
viral respectivamente, sin embargo aln no se encuentran técnicas
comerciales disponibles para tal fin. El resultado de los ensayos de
genotipificacion requieren su interpretacion a través de algoritmos
adecuados e interpretacion experta (Vella & Palmisano, 2005).
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Para la interpretacion de esta técnica, el aminoacido de la cepa
salvaje de VIH-1 siempre estara ubicada a la izquierda del numero
que indica la posicién de dicho aminoacido y el aminoacido que
resulta de la secuencia problema a la derecha del mismo (ej.
N9009 K65R, K es el aminoacido de la cepa salvaje, 65 es su
posicion en la secuencia y R el aminoécido de la cepa problema
(Stanford, 2017).

ii. Ensayos fenotipicos. Estos ensayos miden la susceptibilidad a los
antirretrovirales in vitro del VIH-1 plasmatico de manera individual,
comparando los cambios en la concentracion inhibitoria (IC50) del
farmaco frente a un virus de referencia de tipo salvaje (Vella &
Palmisano, 2005).

A pesar de la diferencia de la informaciéon que proporciona cada uno de
estos métodos, los ensayos genotipicos es el mas utilizado en la practica
clinica, ya que es mas “facil” y menos costoso de ejecutar(Vella & Palmisano,
2005).

2.4.2. Clasificacion e interpretacién de mutaciones de farmaco resistencia

El sistema de puntuacion de la base de datos de Stanford sobre la
resistencia a los medicamentos contra el VIH-1 (HIVdb program) es el mas
utilizado por los clinicos para identificar las principales mutaciones de
resistencia a los ITINs, ITINNs e IPs y caracterizar el nivel de resistencia en
aislamientos clinicos. HIVDB tiene un programa de interpretacion de
resistencia genotipica en linea que acepta las secuencias de RT, PRy /o IN
sometidas y como resultado se obtiene una lista de mutaciones de farmaco
resistencia (DRM) obtenidos en la secuencia con puntuaciones que estiman
el nivel de reduccion de susceptibilidad frente cada farmaco antiretroviral
(ARV). Los puntajes se basan en la sensibilidad y especificidad de una
mutacion con respecto a la presion y el efecto de la mutacion sobre la
susceptibilidad in vitro y la respuesta virolégica a la terapia. Estos puntajes
de los DRM son determinados por consenso de expertos en el tema como lo
es el de IAS-USA a partir de la estimacion de su importancia clinica. Un
puntaje en HIVdb program de 15 a 29 predice una resistencia de bajo nivel;
una puntuacién de 30 a 59 predice resistencia intermedia y una puntuacion
de 60 o mas predice una resistencia de alto nivel. Se denominan DRM
principales a aquellos con puntaje de 30 o mas para el caso de los ITINs e
IPs porque generalmente la resistencia de alto nivel para estos farmacos
resulta de la acumulacién de multiples DMR asociada a resistencia baja e
intermedia, en cambio para los ITINNs son aquellas que tienen un puntaje de
60 o mas (Rhee et al., 2015).
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Las mutaciones reportadas para cada los ARV inhibidores de las enzimas
virales (RT, PR e IN) que codifica el gen pol se resumen en la tabla 7. En
HIVdb program de Stanford la sustitucion de aminoacidos que confieren
resistencia de alto nivel estan representadas con letras rojas con resalto en
negrilla, el de nivel intermedio con letras color negro con resalto en negrilla 'y
las de bajo nivel con letras negras sin resalto (Stanford, 2017).

Tabla 8. Mecanismos de resistencia y principales mutaciones reportadas en
el gen pol del VIH-1 que transcribe para las enzimas transcriptasa inversa,
proteasa e integrasa.

Clase de

Mecanismo de resistencia

Principales mutaciones

Antiretroviral reportadas
Zidovudine | M41L,
(AZT) D67N,
K70R,
La baja fidelidad de a enzima RT y L210wW,
la alta tasa de replicacion viral T215Y/F,
permiten mutaciones de K219Q/E
resistencia a los ITINs tras la
exposicion a farmacos. Didanosine | K65R,
Existen dos mecanismos (DDI) L74VI,
bioquimicos de resistencia: el M184V,
primero es la capacidad de la K70E
Inhibidores enzima RT de o!iscriminar los ITIN M41L,
nucledsidos du_rante la §|n'F§S|s de ADN . L210wW,
de Ia ewtqndo su adiccion y_eI segundo | Estavudina(d | T215FY
. mediado por mutaciones que 4T)
transcriptasa Y
inversa (ITIN) aumentgn la tasa de eliminacion K65R,
fosforolitica de la cadena de ADN K70E,V75
naciente que termina con el ITIN T, M41L,
en el extremo 3’, permitiendo la D67N,
continuacion de la sintesis de | Lamivudina K70R,
ADN. Estas mutaciones se | (3TC) w210T
encuentran cerca de la union con T215Y/F
los dNTP (sitio D67N y K70R) o
proximo al sitio de union con el Abacavir K65R,
cebador (T215Y/F y K219E). (ABC) M184V
M41L,
Emtricitabine | K65R,
(FTC) L74V,
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Y115F,

M184V
Tenofovir
(TDF) K65R,
M184V
K65R,
K70E,
Y115F,M4
1L,K70R,
T210W,
T215FY
L10o0l,
K101EP,
Una sola mutacion puede causar K103NS,
alta resistencia y pueden conferir V106AM,
resistencia cruzada entre todos los | Neviparina | Y181ClV,
ITINN, estas mutaciones se (NVP) Y188LCH,
encuentran cerca del bolsillo G190ASE,
hidréfobo de union al sustrato de la M230L
RT en las posiciones 98, 103, 106,
108, 181, 188, 190 y 236. L100l,
K103N es la mutacion de Efavirenz K101EP,K
resistencia mas comun y confiere (EFV) 103NS,
Inhibidores no altos niveles de resistencia V106AM,
nucleosidos cruzada a los ITINN actualmente Y181ClV,
de Ia disponibles. Las mutaciones Y188LCH,
. V106A, Y181C, y GI190A se 230L
transcriptasa
inversa e.ncu,er_ltran durante el fracqso B
(ITINN) V|rolog|co temprano. En estadios Etravirina L100l,
posteriores de la infeccion tratada (ETR) K101EP,
se evidencian resistencia mediada E138AGK
por mutaciones  mudltiples Q,
(especialmente la combinaciéon de Y188ClIV,
Y181C y G190A). La mutaciéon Y188L,
V179D confiere bajo nivel de G190ASE,
resistencia a cada uno de los M230L
ITINNs, mientras que la mutacion Rilvipirina
Y18lcausa un alto nivel de (RPV) L100l,
resistencia a la nevirapina pero no K101EP,
al efavirenz. E138AGK
Q,
Y181ClV,
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Y188L,

G190ASE,
M230L
Saquinavir | L10I,

La resistencia asociada con (SQV) I%jf/\//L
mutaciones en la proteasa esta A71V/'i'
mediada por  sustitucion de V77l ’
aminoacidos en el sitio de union al V82/;\
sustrato. Las mutaciones primarias . , '
como D30N, V82A y L90M ocurren thlg_lrlevw :_8948{\}'
en o cerca del sitio activo de la ( )
enzima, reduciendo de dos a cinco L10l
veces la susceptibilidad del virus a KZOI’Q
uno o mas IPs. La mutacion en el M36| !
coddén 82, V82A / T/ F /| S, ocurre M46|’
en pacientes que reciben |54V’
tratamiento con indinavir y ritonavir A71\’//T
y se ha encontrado en L ’

! Indinavir V771,
aproximadamente el 1% de los (IDV) VB2A/E/T/
individuos no tratados con subtipo S 184V
B y en aproximadamente 5 - 10% LéOM '

Inhibidores de | de los individuos no tratado con
la proteasa | subtipos no-B. En aislamientos con L10l
mutaciones N88D y L90M se K20I’?
encontrd asociacion de resistencia M36I ’
a siete IPs in vitro confiriendo . ’

) . Nelfinavir M46l,
resistencia cruzada. Los (NFV) 154V
polimorfismos en los codones 10, A71\,//T
20, 36, 63, 71, 77 y 93 se han V77l '
descrito como secundarios que V82A’\/F/T/
usualmente compensan la pérdida S 184V
de la funcion enzimatica y los LéOM '
efectos deletéreos inducidos por ,

. ; . Amprenavir

las mutaciones de resistencia (APV) L10]

primaria. La acumulacion de D30f\|

mutaciones primarias y M36I ’

secundarias puede conducir a la M46I’

reduccion  significativa en la A71\;/T

susceptibilidad a los farmacos IPs. Atazanavir | V77l

(ATV) V82A/F/T/

S, L9OM
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L10l, V32I,

M46l,
150V, 154V,
184V,
L9OM
V32l,
M46l, 150L,
154L,
A71VIT,
V771,
V82A/FITI
S, 184V,
N88S,
L90OM
T66AIK
Raltegravir | E92Q,
Se cree que las mutaciones que (RAL) E138KAT,
confieren  resistencia a los G140SAC,
inhibidores de la integrasa Y143RCH,
desencadenan cambios Q148HRK,
conformacionales dentro de la N155H
bolsa catalitica que resulta en un
aumento de la energia vinculante T66AIK
de los inhibidores de la integrasa. Elvitegravir | E92Q,
Inhibidores de | La resistencia al raltegravir se (EVG) E138KAT,
la integrasa | asocié sin ambigledad con dos G140SAC,
vias genéticas independientes S147G,
que implican mutaciones primarias Q148HRK,
en N155(N155H) y Q148 (Q148K / N155H
R / H) llevados por el 68% de los
sujetos. Posteriormente  se T66K
describio una tercera via asociada | Dolutegravir | E92Q,
con el Y143R / C/ H que ocurren (DTG) E138KAT,
con menos frecuencia. G140SAC,
Q148HRK,
N155H
Adaptado de: (Ammaranond & Sanguansittianan, 2012; Mouscadet, Delelis,

Marcelin, & Tchertanov, 2010; Stanford, 2017; Wainberg et al., 2012)
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2.5. Evaluacion del desempeiio de un método para genotipificar VIH

El sistema comercial disponible para genotipificar HIV-1 esta disefiado y
aprobado para las cepas del subtipo B del grupo M del VIH-1 generando una
desventaja para aquellas areas geogréficas en donde predominan otros
subtipos y CRFs del VIH-1 (Acharya et al., 2014). El tipo de muestra mayor
empleado para desarrollar este método es el plasma, el cual requiere
condiciones estrictas en cuanto cadena de frio durante su recoleccion,
almacenamiento y transporte, ademas de un buen entrenamiento en la
recoleccion de sangre venosa (Inzaule et al., 2013). En los paises de bajos
recursos y que tienen zonas de dificil acceso han implementado el uso de
gotas de sangre seca en el papel filtro whatman 903 ®, siendo este tipo de
papel el Gold estandar en los estudios de genoatipificacion de VIH, ya que
otros tipos de papel filtro tal como el M-TFN y A-226, no han demostrado
tener la misma eficiencia para su uso previsto (E. Rottinghaus et al., 2013).
La recoleccion de sangre seca en papel filtro no requiere volimenes grandes
de sangre, se puede recolectar por puncion capilar y no requiere separacion
cuando se realiza por puncion venosa (E. K. Rottinghaus et al., 2012),
ademas de no necesita ultra congelacion durante su transporte y
almacenamiento disminuyendo el costo del envio (Youngpairoj et al., 2008;
Zhou et al., 2011), sin embargo, algunas limitaciones tales como el limite de
deteccion, la inestabilidad de los &cidos nucleicos a largo plazo,
almacenamiento y la interferencia del ADN proviral dificultan su
implementacion (Rodriguez j., 2015). Por lo anterior, la OMS recomienda la
sangre seca en papel filtro se use en individuos sin previa exposicion a
farmacos ARV, ya que se espera que estos tengan cargas virales mas altas,
gue en pacientes que necesitan monitoreo post-tratamiento (S. Bertagnolio,
Parkin, Jordan, Brooks, & Garcia-Lerma, 2010).

Las técnicas de genotipificacion para VIH in-house son métodos de ensayo
normalizados tipo I, es decir que ha sido publicado como un sistema de
medida completo con una aplicacion especifica sufriendo algunas
modificaciones. Todo método de diagndstico adoptado por un laboratorio
debe establecer sus caracteristicas de desempefio y sus limitaciones,
confirmando que cuenta con capacidades consistentes con las aplicaciones
requeridas para su uso previsto, a este proceso se le denomina “validacion
de un método de ensayo” (Eurolab Espafia, 2016).

Las caracteristicas de desempefio de un método analitico a evaluar con una
validacion son: Recuperacion, Sensibilidad, Selectividad / Especificidad,
Robustez, Limite de deteccion, Limite de cuantificacién, Intervalo lineal y de
trabajo, Reproducibilidad y Repetibilidad (Eurolab Espafia, 2016; INECC-
CCA, 2010), sin embargo su determinacién depende de la naturaleza del
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ensayo que se quiere evaluar, como por ejemplo si es de tipo cualitativo y
cuantitativo (Eurolab Espafia, 2016).

Para la evaluacion de meétodos cualitativos como lo es la genotipificacion
para VIH como estrategia mundial para la prevencion y evaluacion de
farmacorresistencia, la OMS establece los requisitos minimos que debe
cumplir un laboratorio para la produccion de datos de genotipos de manera
exacto y reproducible para aquellos paises interesados en realizar vigilancia
en farmacorresistencia para el VIH (Parkin et al., 2012). Durante los ensayos
de genotipificacion se tiene diferentes pasos y a su vez puntos criticos que
permiten evaluar el desempefio de la técnica, como lo son: La extraccion del
genoma viral, la amplificacion del fragmento de interés y la obtencion de una
secuencia de nucleétidos y/o aminoacidos especifica con el menor nimero
de errores sistematicos permitiendo la maxima similitud entre las réplicas de
una misma muestra y por consiguiente la concordancia entre los patrones de
mutacion identificados . La OMS sugiere la metodologia de verificacion de la
precision, sensibilidad analitica y linealidad de la técnica de genotipificacion
gque se puede aplicar especificando el nimero de muestras y replicas
minimas de forma significativa (Inzaule et al., 2013; Parkin et al., 2012).

e Precision o veracidad: es una medida de cuan cerca estan los
resultados entre si y se expresa a través de parametros estadisticos
gue describen la expansion de los resultados, expresada como la
desviacion estandar (o desviacion estandar relativa), calculada a partir
de los resultados obtenidos mediante la realizacion de mediciones
repetidas en materiales y condiciones adecuadas y especificas. Para
los métodos cualitativos, la precision no se puede expresar como una
desviacidon estandar, pero puede expresarse como tasas de
verdaderos falsos positivos y negativos. La evaluacion de la precision
requiere la realizacion de mediciones repetidas en materiales
adecuados. Los materiales deben ser representativos de las muestras
de ensayo en términos de la matriz y la concentracién de analito, la
homogeneidad y la estabilidad. Las réplicas también deben ser
independientes, es decir que durante todo el proceso de medicion,
incluyendo los pasos de preparacion de muestras, debe repetirse. El
namero minimo de repeticiones varia con segun la complejidad y
costo de la técnica(Eurolab Espafia, 2016).

Para la técnica de genotipificacion de VIH-1 la verasidad debe ser
evaluada comparando la similitud de secuencias (Nucleétidos,
aminoacidos y mutaciones de farmacorresistencia incluyendo los
cambios de aminoacidos mixtos), por medio de réplicas de la misma
muestra en la misma corrida. Se recomienda como minimo realizar 5
réplicas de 3 muestras que tengan diferentes subtipos de los VIH-1y
diferentes patrones de mutaciones de resistencia. Las secuencias de
las réplicas de la misma muestra deben ser comparadas y sus
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discrepancias cuantificadas.(S. Bertagnolio et al., 2010; Parkin et al.,
2012; WHO, 2012)

La Reproducibilidad o precision intermedia es una medida que
supone dar la mayor variacion en los resultados, ofreciendo una
estimacién de la variacion cuando las mediciones se realizan en un
solo laboratorio, pero en condiciones que son mas variables que las
condiciones de repetibilidad. Las condiciones exactas utilizadas deben
establecerse en cada caso. El objetivo es obtener una estimacion de
la precision que refleje todas las fuentes de variacion que se
producirdn en un solo laboratorio en condiciones de rutina (diferentes
analistas, periodos de tiempo prolongado, diferentes piezas de
equipos etc.) (Eurolab Espafia, 2016).

La reproducibilidad para la técnica de genotipificacion de VIH-1 se
evalla a través de la similitud de secuencia (Nucleotidos,
aminoacidos y mutaciones de farmacorresistencia) incluyendo
diferentes fuentes de variabilidad tales como el operador, cambio de
lote de reactivos, piezas clave de equipos y tiempo dos semanas o
mas. Se recomienda como minimo realizar 5 réplicas de 3 muestras
gue tengan diferentes subtipos de los VIH-1 y diferentes patrones de
mutaciones de resistencia. Ademas se recomienda analizar de 10 a 20
muestras por duplicado. Las secuencias de las réplicas de la misma
muestra deben ser comparadas y sus discrepancias cuantificadas (S.
Bertagnolio et al., 2010; Parkin et al., 2012; WHO, 2012).

Limite de deteccion y sensibilidad analitica: limite de deteccion es
la concentracion mas baja del analito que puede ser detectada por el
método a un nivel de confianza especifico. La sensibilidad analitica es
la variacion de la respuesta del instrumento que corresponde a una
variacion de la magnitud medida (por ejemplo, una concentracion de
analito), es decir, el gradiente de la curva de respuesta. Para los
métodos que cubren dentro de su alcance matrices muy diversas,
puede ser necesario determinar el limite de deteccion y sensibilidad
analitica para cada matriz por separado (Eurolab Espafia, 2016).

La sensibilidad analitica es la variacion de la respuesta del
instrumento que corresponde a una variacion de la magnitud medida
(por ejemplo, una concentraciéon de analito), es decir, el gradiente de
la curva de respuesta. Se recomienda utilizar el adjetivo ‘analitica’
para evitar confusion con el término ‘sensibilidad de diagndstico’
utilizado en laboratorios de diagndstico clinico. Se utiliza también el
término ‘sensibilidad’ para referirse al limite de deteccion, pero se no
se aconseja este uso en el VIM (Vocabulario Internacional de
metrologia — conceptos basicos y generales y términos relacionados)
(Eurolab Espana, 2016).
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La genotipificacion en VIH evaltia el limite de deteccién: minimo de
copias de ARN requerido (usualmente referido como numero de
copias de RNA por ml) en plasma o sangre seca la amplificacion del
genoma viral en la reaccion de cadena polimerasa (PCR) y la
sensibilidad analitica como la reproducibilidad de dicho limite de
deteccion, incluyendo controles negativos intercalados con muestras
positivas. Se puede realizar con dos enfoques de disefio (S.
Bertagnolio et al., 2010; Parkin et al., 2012; WHO, 2012):

I.  Dilucion seriada de una muestra con carga viral alta con un
diluyente apropiado (Para la gota de sangre seca, se usa
sangre total de un donante negativo). Para lograr un rango de
nuimero de copias virales se realiza la corrida de réplicas de
cada una de las diluciones. La sensibilidad de la amplificacion
estd definida como el numero de copias con el cual una
mayoria de las amplificaciones son exitosas(Chew et al., 2012;
WHO, 2012)

[I.  Correr un gran nimero de muestras (>50) que tengan diferente
namero de copias definiendo rangos para el limite de
deteccion. La sensibilidad de la amplificaciéon esta definida
como el porcentaje de muestras que pueden ser amplificadas
dentro de un rango definido, (ejemplo: 95% de la muestras son
amplificadas dentro de un rango de 1000 a 4000 copias/ml) (S.
Bertagnolio, Parkin, NT,. Jordan, M., Brooks, J.,Garcia-
Lerma,JG., 2010; Parkin et al., 2012; WHO, 2012).

e Linealidad: es la capacidad de un método analitico de obtener
resultados proporcionales a la concentracion de analito en la muestra
dentro de un intervalo determinado (Eurolab Espafa, 2016).

Para el caso de la genotipificacion de VIH-1 la linealidad se realiza
evaluando la capacidad del método para obtener una secuencia de
nucleodtidos a partir de muestras diferente nimero de copias dentro un
rango establecido incluyendo el limite de deteccion (S. Bertagnolio et
al., 2010; Parkin et al., 2012; WHO, 2012)

3 PREGUNTA DE INVESITGACION

¢Latécnica in-house para identificar el perfil genético del VIH-1 asociados a
la farmacorresistencia aplicada, cumple con criterios de calidad establecidas
por la OMS?
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4 OBJETIVOS

4.10bjetivo general

Evaluar el desempefio de una técnica in-house para identificar el perfil
genético del VHI-1 asociado a farmacorresistencia

Obijetivos especificos

a)

b)

c)

d)

Estandarizar técnica in-house que permita tipificar e identificar el
perfil genético del VHI-1 asociados a la farmacorresistencia en
plasma y gotas de sangre seca (GSS).

Determinar el desempefio de la técnica in-house estandarizada frente
a los requisitos de calidad establecidos por la OMS para la deteccion
de mutaciones asociadas a resistencia del VIH-1.

Evaluar la concordancia de las mutaciones de farmaco resistencia
obtenidos por la técnica in-house vs resultados previos de las
muestras analizadas en el Centro para la Excelencia en VIH / SIDA
(CFE) en Vancouver-Canada.

Evaluar la concordancia de las mutaciones de farmaco resistencia
obtenida por la técnica in-house vs resultados de muestras
analizadas con la técnica comercial ViroSeq.

5 METODOLOGIA

5.1Tipo de estudio:
Descriptivo trasversal.

5.2Tipo de muestra:
El tamafio y seleccion de la muestra se realizd a conveniencia.

5.2.1 Material Quality control (MQC)

Plasma MQC positivo: se empled (n=32) plasmas positivos para VIH-
1 de pacientes de diferentes regiones de Colombia sin previa
exposicién a los ARV caracterizadas en la secuencia de nucledtidos
que codifica para la RT y PR viral y patrones de resistencia a los
antirretrovirales por el Centro para la Excelencia en VIH / SIDA (CFE)
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en Vancouver-Canada. Estos plasmas hacen parte de la seroteca del
grupo de virologia del Instituto Nacional de Salud y fueron
seleccionados teniendo en cuenta los siguientes criterios: diferentes
subtipos (subtipos B y No B) de VIH-1 (figura 10a y 10b), presencia de
mutaciones con respecto a la secuencia VIH-1 salvaje que pueden o
no conferir resistencia a los ARV y la carga viral (tabla 8). Este
material se identificO como MQC-CFE- seguido por el nimero de
identificacion del plasma.

II.  Plasma MQC Negativo: plasma negativo para deteccion de p24 y
anticuerpos contra VIH-1y 2.

lll. Sangre seca en papel filtro (GSS) el material de sangre seca en
papel filtro se identificd con las iniciales GSS-MQC seguido por el
namero correspondiente al plasma utilizado para fortificarlo.

e Sangre seca en papel filtro MQC positivo: se fortificé en partes
iguales sangre total anticoagulada con EDTA negativa para VIH 1y
2 con 12 de los treinta y dos plasmas MQC previamente descritos
(ver tabla 9) (S. Bertagnolio et al., 2010), Luego, se dispenso 50 uL
por campo en tarjetas de papel filtro whatman 903 con cuatro
campos por tarjeta y secando por 4 horas (ver figura 11). Se realizo
a 4°C y temperatura ambiente verificando la temperatura optima de
conservacion al primero, tercero y décimo quinto dia. Cada uno de
los remanentes de la dilucion (plasma positivo y sangre total
negativa) fueron incubados a 4°C y temperatura ambiente por 24
horas antes de dispensarse en el papel filtro y una vez dispensadas
se incubaron a la misma temperatura por tres dias, esto con el fin
de determinar si la deteccion del ARN se afecta cuando la muestra
no puede dispensarse de inmediato en el papel filtro.

e Sangre seca en papel filtro (GSS) MQC Negativo: g gotas de
sangre seca total anticoagula con EDTA en papel filtro, negativa
para deteccion de p24 y anticuerpos contra VIH-1y 2.

5.2.2 Muestras de Plasma positivo para VIH-1:

Se empled (n=11) plasmas de pacientes con previa exposicion a TAR
caracterizada en la secuencia de nucleétidos que codifica para la RT y PR
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viral por la técnica comercial ViroSeq por el laboratorio de molecular de la
clinica Colombia.

5.2.3 Plasma anticoagulado con EDTA negativo

Plasma negativo para VIH- 1y 2 por pruebas de Inmunoensayos.

Figura 10. Arbol filogenético construido con 32 secuencias de la regién que
codifica para la RT y PR viral emitidas por el Centro para la Excelencia en
VIH / SIDA (CFE) en Vancouver-Canada comparadas con los subtipos de
referencia del grupo M de la base de datos ALAMOS HIV. a) En todas las
muestras seleccionadas se identificaron Subtipos By No B de VIH-1. b)
Dentro de los subtipos NO B se identificoO una cepa recombinante CRF
02_AG Yy subtipo F.
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CFE-172

Ref.02_AG. NG.x.IBNG.L3Z0E

HIV-1{HXE2)

CFE-026

Fuente: elaboracion propia

Tabla 9. Material quality control (MQC).

Ref 02_AG LR x POC44951 AB485636

Ref 02_AG.CM.99.pBD6_15.AY 271690
Ref G KE 93 HHET93_12_1 AFDG1641

Ref F2.CM.02.02CM_00168BY AY3T1158
Ref F1.BE 93 V850 AFOTT336

Ref A1.AL.03 PS1044_Day0.DQ6T68T2
Ref A2 CD 97 97CDKTB48 AF286238

IEERES EE Mutaciones gen que codifica para la Resistencia S
Cadigo Subtipo | que codifica para gen qu p viral
Transcriptasa a ARV
la Proteasa
K20R, V35IV, V60I, D86N, A98S, V118I,
K122P, D177E, 1195IL, G196E, T200IT, Lo
MQC- B N3A77Dlpl\_\ééEP35I?éE E203DE, R211KR, F214L, V245AEKT, R'('g"‘p’{;')r_‘e 0 800
CFE-001 V’77I IQéL " | K249KR, 1293V, P294T, E297EK, 1329V, Resisten.cia ’
’ G333EG, Q334FLPS, A360T, K390R,
T397AT
113V. E35D K49R, 150V, V60I, V118I, K122E,
MQC- B R41K’ DGOE’ D123N, P133S, T165V, D177E, R211K, susceptible 2139
CFE-002 L63P’ I64V’ F214L, K275KQ, K277KR, P294T, para todos
! E297K, 1329L, M357T, T369A
T215AT, V35N, T39A, V60I, T69AT,
V118I, D121H, K122E, 1135T, 1142T, .
MQC- B E35AE7)1|\22'$3'L“2'3P T1651, E169D, D177E, R211Q, F214L, ngﬁ‘m; 94070
CFE-003 ! I93L’ ! A272P, A288S, 1293V, Q334N, respuesta
M357MT, A376S, T377Q, K390R, P
A400S
A71V. K14R V211, V35M, T39E, E40EK, V60I, D86E,
MQC- B N37S LéSP I7’2E 1135T, 1142V, R211K, A272P, T286A, susceptible 24476
CFE-006 ! N ! E297A, V314l, D324E, F346H, M357T, para todos
V771, 193IL
A376T
A62V, V35L, 150V, T69A, K122EK,
2007 B R57K’ DGOE’ 1293V, P294T, E297K, 1329L, E344D, ara tzdos 24041
162V Lé3P IGéIV R356K, M357L, A360V, K366R, P
! ’ T369AT, Q373HQ, 13751V, T377M
115V, G16E,
MQC- E35D, R57K, susceptible
CFE-008 B Y59F. D6OE, D123E, 1135T, D177E, V179l para todos 107460
Q61D, L63T, 172T
MQC- V60I, 1135V, L210F, A272P, K277KR, susceptible
B 113V, R41H, L63P T286AT, 1293V, E297A, Y319H, F346G, P 157541
CFE-010 para todos

R356K, M357T, 1375V, K390R
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S48T, K103KR, S162C, 1178IL, R211K,

MQC- 115V, YS9F, DBOE, | A272P, K277R, K281R, 12931V, E297A, | susceptible | oo«
CFE-014 Q61E, L63P 1326V, E344D, A360AITV, T377IT para todos
K103R
Q58E, A71V,
G16E, N37S, A98S, K122E, I1135T, G196E, Q207N,
MQC- P39K, K43KR, R211K, V245D, A272P, Q278H, 1293V, | susceptible | -0
CFE-015 D6ODE, 162V, P294A, E297EG, 1329, A376S, K390R, | para todos
L63A, I72E, V77, A400S
193L
MQC- ,\'|13% ER351DK' K20R, V60I, D123N, 1135M, S162D, susceptible | 505
CFE-018 L63P, 193L Q197P, R211K para todos
V75AV, K20R, K49R, 150V, V60I,
’,\*A7316Y’ ,55?3 D123E, 1135T, S162N, R172KR, Reducida
MQC- P39L, R41KR D177DN, 1178M, G196E, E248D, respuestaa | 10597
CFE-019 Loap Ty o | K2TTR, T286A, E297R, A304E, S322T, | SPUSte
"ot ™| 13291, R356K, M357T, T377M, K390R,
P392LP
T215L, K32T, V35R, V118, [135T, Bajo nivel de
T12N, 1131V, S162C, T200A, R211K, F214L, Y271FY, | resistencia a
MQC- G16E, N37ST, A272P, V276l, K281KR, E291D, zidovudine | oo
CFE-021 P39S, L63ST, V2921V, E297AE, K311KR, Q334L, (AZT);
1641V, 172V, V771 M357IM, R358K, K390R, K395KR, stavudine
E399D (DAT)
K20M, K14Q,
115V, G16E,
MQC- E35D, M36I, D86E, D123E, 1135V, S162C, E169D, | susceptible | ,oon,
CFE-026 R41K, R57K, K173A, Q174K, Q207E, R211K para todos
QB1N, L63A,
E65Q, L89l, 193L
L101, V111V, 113V,
MQC- Mool Baor 1eov V351, S48T, V60I, K122E, 1135T, susceptible | oo,
CFE-030 L63Q, V821V, D177E, Q207H, R211K para todos
L8OM
E138A, V179D, 1142V, S162C, P176Q,
. Nfgg'sﬁ‘éi\K/R' T200A, 1202V, Q207H, R21IK, F2LAL, | oo
CFE 033 E6RDE. 172V A272P, T286A, 1203V, E207A, G333EG, | T 00 00 | 10490
UL Q334EGKR, F346C, G359N, Q394L,
V771, 193L
E399D
G16E, N37S,
MQC- P39K. DGOE. 162v, | KLOIKR, IL42IT, I78M, G106E, R2LIK, | (oo
CFE 036 Leap. 14y 17oy. | | V245Q, V2761, 1293V, P294T, K311R, e tados | 11592
Ryatnhiing Q334E, A376S, K390R, A400S
K20KR, D123E, 1135T, S162HY, D177E,
MQC- L63T, 172V, V771, | V1791, R211K, A272S, A288S, 1293V, | susceptible 2863
CFE-097 P79PQ K311KR, G333E, Q334H, G359S, para todos
T369A, A371V, S379G, K390R, E396DE
T12P, K14R, 115V, K103N,K20KR, K32N, V35I, A9SS, ':g':\t/?r’;ﬂ?
MQC- G16EG, R41K, K102Q, K122E, 1135K, S162C, R211K, EV) y 455341
CFE-103 D60E, L63A, V77I, |  A272P, T286A, 1293V, P294S, E207K, | | ol
193L A304E, P345Q, F346Y, K347R, T377V D)
|1;\1/0|}|Eiﬁpzlﬁg'v T69N, T215ST,V35M, T39AT, V6Ol
MQC- 1160, E35D, S68G, V118I, K122E, 1135T, T139A, susceptible
CFE 112 NSTDN. Oo1rg, | 1202V, R2LLK, F214L, A272AP, T286A, | D200 8 | 304490
L63P. 164, Ho00, | 1293V, VB17A, 1320V, Q334E, M35TR,
oy ' | R358K, K366R, A371V, T377L, K390R
MQC- 'ng(l)h '\:SZR/ K32KR, A98S, K122E, E169D, 1178IM, | susceptible | e cc
CFE-116 ' ' G196E, T200AT, Q207E para todos

L63P, C67S, 193L
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K103N,V35L, V60I, A98S, 1142LR,

Resistencia:

MQC- B LesL;,ZE' gg;éiz R211K, S251N, A272P, T286A, V292l Efé"l_lrve)”z 50221
CFE-117 R | KBLIKR, I320L, P345Q, F346Y, M357T, | | (orih
R358K, K366R, A376S, T386IT, K390R NVE)
K32Q, V35M, T39AT, E40D, D121H,
E35D, M36I, K122E, 1135R, S162CW, D177E, 12021V, .
C'I‘:"S(lzis B R41K, L63C, 172V, Q207E, R211K, F214L, A272P, Spfr‘;et’;tc'i%'s 96954
V82l K277KR, T286P, A288S, 1293V, E297R,
1326V, F346Y, K366R
MQC- susceptible
CFE 193 B Q58EQ 113V, 115V, L19Q, R41KR, L63A e todes | 48579
V90I, V179E, D86E, K102Q, K104T,
K14%K 115V K166R, Q197K, T200A, 1202V, R211KR, _
MQC- B RAIN. DEOE. V245E, E248DE, D250DE, A272P, susceptible | ;000,47
CFE-141 LE3A. KIOR 172 K277R, L283l, 1293V, E297R, para todos
: : P345KPQT, R356K, S379GS, K385R,
T3861, K390R
G17DE, Q18EQ, | I1178M, T200S, 12021V, Q207E, H208HY,
MQC- B N37S, R41K, V245E, A272P, 1293V, P294T, 1329L, | susceptible | 1,00
CFE-146 162V, L63P, V77, | G333D, R356K, A360T, V365, A376S, | paratodos
193L K390KR, A400S
E;gslb;?g D123E, 1135T, Q174K, D177E, 1195L, _
MQC- B RAIK 162V, L6350, | GLOBE R211K,V245A, A272P, 1203V, | susceptible | g
CFE-148 o2V, ' | K311R, D320E, S322T, D324E, R356K, | para todos
164V, E65D, V82,
M357T, A400S
193L
T69N, S68G, K102KR, K122EK,
MQC- T12S, N37A, 162V, DI123DN, 1135/T, S162C, Q207E, susceptible
CFE 155 B Loap 77l 1991 V245E, A272P, T286AT, E297EK, ova tados | 300000
VO E312T, D324P, Q334LQ, M357T,
R358K, G359S, S379G, V381l, K390R
L101, K20M, 113V,
K14R, 115V, V35M, V1181V, D121HY, K122D,
MQC- G16E, M36l, D123E, 142V, S162A, K166KR, D177, | (oo
CFE 159 B L38LV, P3OLPS, | T200A, R211Q, F214L, V245M, A272pP, | DB 0% | 14703
R41K, R57KR, K277R, V292I, 1293V, P321PS, S322T,
162V, L63H, 164V, Q334L, M357T, A376AS, T377
172V, 193L
Bajo nivel de
T12N, L19l, M36l, resistencia a
MQC- B P39S, R41K, T215DE, K20R, V35T, S48T, V60!, zidovudine 5998
CFE-163 R57KR, D60DE, 1135V, S162A, D177E, L210FL (AZT),
1621V, L63PS Stavudine
(DAT)
T12A RA4LK T215AT, V179E, K11KR, D123DE, '
MQC- B L63P. 1641 V771 | 1142V, S162C, D177N, T200E, V245E, | susceptible | 0o
CFE-167 el A272P, V2921, 1293V, 1329L, G333E, para todos
Q334H, T377LV, K390KR
K201 113V POA, V35K, T39A, S48T, V60I, K122E,
K1aKR. GieEG. | 1135V, S162A, K173A, Q174DN, D177E,
voc. | CRFO E350, 36, | | T200A Q207K, R211K, V245K, D250, | (oo
CRE 172 Bk HBOK S251N, A272G, T286A, V292I, 1293V, e e | 262792
2 _AG TR VT P294T, S322T, 1326V, G335D, R356K, | P
Caom M357K, G359S, A371L, 1375V, A376S,
T377M, K390R
113V, G16E. E138A, K238T, K20R, DS6E, D123E,
MQC- Ko0R. W31 1135V, S162C, K173Q, 1202V, A272P, | (oo
CFE-175 B P39S, 162V, L63S K275KR, K277KR, Q278HQ, T286A, paratodos | 14180
v E6sD | 1293V, P294T, E297K, G335D, M3STT,

S379G, T3861, A400S
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Tabla 10. Material quality control GSS

Carga viral Carga viral
Cddigo Subtipo Plasma-MQC Codigo GSS Sangroen::;;nntgzativo

MQC-CFE-001 B 72.800 GSS(;('\)/'lQC' 36.400
MQC-CFE-002 B 2139 GSS(;(';/;QC' 1.070

MQC-CFE-003 B 94070 GSS(;(';/_:',’QC' 47.035
MQC-CFE-006 B 24476 GSS(;(';/(')_QC' 12.238
MQC-CFE-007 B 24041 GSS(;(';/;QC' 12.021
MQC-CFE-008 B 107460 GSS(;(';/;QC' 53.730
MQC-CFE-018 B 10015 Gss(;nqc- 5.008

MQC-CFE-0112 B 394490 Gssl'lMZQC' 197.245
MQC-CFE-0141 B 1493047 Gssl-z/llczc- 746.524
MQC-CFE-0148 B 82663 Gssl-xgczc- 41.332
MQC-CFE-0155 B 300000 Gssl'SMSQC' 150.000
MQC-CFE-0159 B 14703 Gssl'Sngc' 7.352

Nota: El valor de la carga viral en sangre seca es teorico teniendo en cuenta
la dilucion inicial de sangre total y plasma positivo para VIH-1 y la carga de
hematocrito propia de esta matriz (Parkin et al., 2012).

5.3 Estandarizacion de la técnica de genotipificacion in house

5.3.1 Extraccién de acidos nucleicos

5.3.1.1 Extracciéon de ARN viral en plasma MQC-CFE

Se realizd el proceso de extraccion a partir de un volumen de 140 ul de
plasma, empleando el kit QIAamp viral RNA minikit (Qiagen), siguiendo las
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instrucciones del fabricante con un volumen de elucion final de 60 ul
(Monleau et al., 2009).

5.3.1.2 Extraccion de ARN viral en plasma proveniente de pacientes con
previa exposicion a los ARV.

Antes del proceso de extraccion se procedid a un proceso de concentracion
de las muestras por ultracentrifugacion. Las muestras fueron sometidas a dos
ciclos de centrifugacion: una alicuota inicial de 1ml de plasma a 13000 rpm
por 1 hora, se descarta el sobrenadante y se agrega 1 ml de plasma al pellet
y se repite la centrifugacion (Parra, 2009). El proceso de extraccion se realizé
a partir de un volumen de 140 ul de plasma, empleando el kit QlAamp viral
RNA minikit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante con un
volumen de elucion final de 60 pl (Monleau et al., 2009).

5.3.1.3. Extraccion del ARN viral de sangre seca en papel filtro.

Se uso el GSS-MQC-112 y se determiné el numero de perforaciones, tipo de
eluyente (buffer de lisis AVL o0 solucion salina) y tiempo de elucién,
aplicando el siguiente esquema:

Figura 11. Sangre seca en papel filtro

GSS-MQC112

7 7 a
& @
—== CcN
: S\ N N
\ \
\ ; ]

Fuente: Laboratorio de virologia.lnstituto Nacional de Salud.
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Tabla 11. Estandarizacion de la extraccion de RNA viral de GSS.

. Tiempo de incubacion
No. Perforaciones

(botones) de la GSS en Muestra GSS-MQC-112

papel filtro eluida con buffer delisis M}Jestra GSS_M?‘C_M_Z
eluida en solucidn salina
AVL
2 2h 3h 2h 3h
3 2h 3h 2h 3h
4 - 3h 2h 3h

El proceso de extraccion se realizo a partir de un volumen de 140 pul de
eluido empleando el kit QIAamp viral RNA minikit (Qiagen), siguiendo las
instrucciones del fabricante con un volumen final de 60 pL.

5.3.2 Amplificacion region que codifica para la proteasa (PR) y
transcriptasa inversa (TI) del gen pol del VIH-1

Luego del proceso de extraccion de ARN, se realiza la amplificacion de la
region que codifica para la proteasa y transcriptasa del gen pol del VIH-1, a
través de una PCR anidada con dos rondas de amplificacion. La primera
ronda se realiza a través de una RT-PCR (reaccidn en cadena de
polimerasa-transcripcion inversa), utilizando una enzima One Step Il super-
script (Invitrogen) que actia como transcriptasa inversa y como ADN
polimerasa simultaneamente. Los cebadores utilizados son: K1Forward 5-3
y RT20 Reverse 5-CTGCCAGTTCTAGCTCTGCTTC-3" (LVM-UFRJ, 2014;
Maueia et al., 2011), los cuales amplifican el segmento que corresponde a
los nucledtidos (nt) que se encuentran desde la posicion 2147 al 3462 del
genoma de HXB2 (virus salvaje VIH-1). La reaccion de PCR se obtuvo
mezclando: 12.5 ul de Buffer TP2x, 0.25 de cada cebador (25pMoles), 1 pl de
enzima One Step Ill super-script y 11 ul del producto de la extraccion. El
perfil térmico se para la RT-PCR fue: 30 minutos a 55°C para la
retrotranscripcion, seguido de 1 ciclo de desnaturalizacién a 94°C durante 2
minutos; 40 ciclos de: a) desnaturalizacién a 94°C durante 15 segundos, b) la
hibridacién se realiz6 con una rampa de 55, 57 y 59°C, confirmando la
temperatura 6ptima de anillamiento de los primers a 57°C durante 30
segundos, c) extensidon a 68°C durante 80 segundos, y por ultimo, un ciclo de
extension final a 68°C durante 5 minutos.

En seguida se realiza una PCR anidada al producto de PCR obtenido
anteriormente que comprende la proteasa 297 nt (PR) y la transcriptasa
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inversa 660 nt (TI), usando una enzima Taq polimerasa (Invitrogen). Las
secuencias de los cebadores utlizados fueron: DP10 Forward 5'-
CAACTCCCTCTCAGAAGCAGGAGCCG-3° 'y RT12 Reverse 5'-
CAGGATGGAGTTCATAACCCATCCA-3" (LVM-UFRJ, 2014; Maueia et al.,
2011). La reaccion de PCR se obtuvo mezclando: 5 ul Buffer 10X, 1 pl
dNTPs (10 mM), 2 uyl MgCl, (50mM), 0.5 pl de cada uno de los cebadores
(25pmles/ pl), 0.3 pl Taq polimerasa, 3 ul del producto de la primera PCR y
completar 50 pl con agua libre de RNasa. El perfil térmico empleado fue: un
ciclo de desnaturalizacion a 94°C durante 5 minutos; 5 ciclos de: a)
desnaturalizacién a 94°C durante 30 segundos, b) hibridacion a 56°C durante
1 minuto, c) extensiéon a 72°C durante 1 minuto; 25 ciclos de: a)
desnaturalizacién a 94°C durante 30 segundos, b) hibridacién a 58°C durante
45 segundos, c¢) extensién a 72°C durante 90 segundos y por ultimo, un ciclo
de extension final a 72°C durante 10 minutos (LVM-UFRJ, 2014).

Los productos amplificados fueron visualizados mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1.0% en tampén TAE 1x, y tefiidos con 2.0 uL de SYBR
safe DNA gel stain (Invitrogen). El tamafo del producto esperado es de
aproximadamente a 1000 bp.

5.3.3 Purificacion de productos de PCR
El producto de la PCR fue purificado utilizando el kit ExoSAP (affymetrix)
mezclando 5 ul del producto de PCR con 2 ul de reactivo EXoSAP-IT, se
incubo a 37°C por 15 minutos (degrada primers y nucleotidos) y luego a 80
°C por 15 minutos (Laiton, 2015).

5.3.4 Reaccion de secuencia

La reaccion de secuencia se compone de: 2 ul de BigDye, 2 ul Buffer 1x, 4.0
de cebador (0.8 pM), 2 pl del producto de PCR purificado a una
concentracion aproximada de 25 ng/ul. Los cebadores utilizados para la

secuenciacion son: DP10 Forward
5 CAACTCCCTCTCAGAAGCAGGAGCCG-3', DP11 Reverse 5-
CATTCCTGGCTTTAATTTTACTGGTA-3, RT12 Reverse 5-

CAGGATGGAGTTCATAACCCATCCA-3" (Prellwitz, 2014).

El perfil térmico de la secuenciacion fue: un ciclo de desnaturalizacion a 96°C
durante 1 minuto; 25 ciclos de: a) desnaturalizacion a 96°C durante 10
segundos, b) hibridacion a 50° C durante 5 segundos, y c) extension a 60°C
durante 4 minutos (Laiton, 2015).
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5.3.5 Purificacion de la reaccion de secuencia

La reaccion de secuencia fue purificada con el estuche BigDye® XTerminator
Purification Kit, cada reaccion de purificacibn se compone de: 45 pL de
XTerminator, 10 pL de solucibn SAM a cada muestra. Luego de agitar en
Vortex durante 30 minutos y Centrifugar a 1000g durante 2 minutos, se
transfiriendo el sobrenadante a la placa del analizador. Los productos de la
reaccion fueron analizados mediante electroforesis en un secuenciador
capilar automético ABI 3130 XL(Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU
(Laiton, 2015).

Los fragmentos de secuencias obtenidas fueron ensamblados con el
programa Lasergene segMan pro.

5.3.6 Analisis de las secuencias

Las secuencias de nucledtidos fueron ensambladas con el programa
SegMan pro y alineadas con el programa bioEdit Sequence Alignment Editor
Version 6.0. La similitud entre las secuencias de nucledtidos fue comparada
con el método de neighbor-joining modelo de No. de differences en el
programa MEGAG con un Bootstrap de 950 repeticiones.

La presencia de mutaciones de resistencia a medicamentos antiretrovirales
fue analizada con el “HIV DB Program” de la base de datos de la Universidad
de Stanford (Stanford, 2017).

5.4Evaluacién del desempefio de la técnica in-house

5.4.1 Analisis del limite de deteccion y sensibilidad analitica de la
PCR en plasma y GSS.

Para el analisis en plasma se realiza la dilucion seriada del MQC-CFE-021
con carga viral de 759.817 copias/ml en NaCl isotonica estéril como se ilustra
en la figura 12.
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Figura 12. Proceso de dilucién de muestras de plasma positivo para VIH en
solucién de NacCl al 0.9%.

plasma
VIH + :

300 ul

Solucion NaCl
al 0.9%

Para el analisis en sangre seca en papel filtro se realiz6 diluciones seriadas
del MQC-CFE-021 con carga viral de 759.817 copias/ml, en sangre total
anticoagulada con EDTA negativa para VIH-1 y 2 (WHO, 2012) como se
ilustra en la figura 13. De cada una de las diluciones preparadas se dispenso
50 pl por campo en el papel filtro whatman 903, secando por 4 horas a
temperatura ambiente y almacenando a 4 °C y a temperatura ambiente.

Figura 13. Proceso de dilucion de muestras de plasma positivo para VIH en
sangre total negativa para VIH anti coagulada con EDTA (WHO, 2012).

300 ul 300 ul 300 ul 300 ul 300 ul 300 ul

SN N N TN T ™

UL

300 ul

Sangre total
Megativa para VIH
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Para hallar el limite de deteccidon y sensibilidad analitica de la PCR tanto en
plasma como en GSS se amplific las diluciones seriadas, desde 1:2 hasta
1:2048 por triplicado, tanto para el plasma como para la GSS.

Andlisis de los resultados

Se determino el limite de deteccion o sensibilidad analitica para cada una de
las matrices identificando la dilucion en donde se obtuvo un amplicén en las
tres replicas analizadas de un tamafo similar al control positivo.

5.4.2 Precision (Repetibilidad y precision intermedia o
reproducibilidad)

La precision del método se determind con el porcentaje de similitud entre las
secuencias entre nucledtidos y aminoacidos de las réplicas intracorrida de 15
MQC seleccionadas (ver tabla 8) (S. Bertagnolio et al., 2010).

Para determinar la precision intermedia se aplicé una prueba de t para dos
muestras, planteando las siguientes hipotesis:

Ho: Las secuencias de nucleoétidos intercorrida son iquales.

Hi: Las secuencias de nucleoétidos intercorrida son diferentes.

5.4.3 Linealidad

Se determin6 con la amplificacion del genoma viral en muestras de plasma
con diferentes cargas virales incluyendo el limite de deteccion o sensibilidad
analitica de la PCR.

5.5Andlisis de concordancia entre las técnicas para detectar
mutaciones asociadas a farmacorresistencia.

Se realiz6 la comparacion de las mutaciones de farmaco resistencia
obtenidos por la técnica in-house vs resultados previos de las muestras
analizadas en el Centro para la Excelencia en VIH / SIDA (CFE) en
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Vancouver-Canada y las obtenidas con la técnica in-house vs ViroSeq en la
clinica Colombia.

Para el andlisis estadistico se utilizO una tabla de contingencia para
determinar sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor
predictivo negativo. Para determinar la concordancia entre las técnicas para
detectar mutaciones de farmacorresistencia (DRMs) se obtuvo el indice
kappa interpretado de la siguiente manera:

Nivel de concordancia indice Kappa
Baja 02 a 04
Moderada 04 a 0.6
Bueno 06 a 0.8
Alto 08 a 1.0
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6 RESULTADOS
6.1Objetivo especifico 1

6.1.1 Estandarizacién de la PCR en plasma

Se confirmé que la temperatura Optima de anillamiento de los cebadores
57°C.

Figura 14. Determinacion temperatura optima de anillamiento. Muestras CFE-
116, CFE-117, CFE-118, CN: plasma negativo para VIH por ELISA de cuarta
generacion.

T loekdecidn S5C T* hibridacién 57°C T* de hibridacion 59°C

MPM
100bp 116 117 113 CN 116 117 118 CN 116 117 118 N

(S y
— —-— \——
- - o
— ——
o0 Sy - e = e o
o - - 4
. .
600 pb : ......-I —
o — —

Fuente: Laboratorio de virologia.Instituto Nacional de Salud.

Con la técnica in-house INS se obtuvo por electroforesis un fragmento de un
tamafio aproximado de aproximadamente 1000 pb y una secuencia de 937
nucledtidos para las muestras MQC-117 y MQC-118, cuyo tamafio de
secuencia es mas corto que el tamafio promedio reportado con la técnica in-
house CFE de 1503 nucledtidos aproximadamente. Para la muestra MQC-
116 (CFE-116), el CFE reporta una secuencia de tamafo inferior a 1503 pb
de 1 016 pb (fragmento desde la posicién 2 253 al 3 269), en el INS se
obtuvo una secuencia aun mas corta con 732 pb (fragmento desde la
posicion 2528 al 3260), en donde no se obtuvo la secuencia de la regién PR.

Alineando las secuencias y comparando las secuencias reportadas en el INS

y el CFE se determind 100% de similitud de la secuencia de nucleotidos
como se puede observar en la figura 15.
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Figura 15. Similitud entre las secuencias obtenidas en el INS Vs la técnica
in-house del CFE. Dendrograma obtenido con el método Neihborg Joining,
modelo Kimura-2- parametros (0.5).

100 CFE-117

| LiNS-117
HIV-1({HXB2)
— CFE-116
100 L INS-115
—— CFE-118
1000 INS-118
—

Fuente: elaboracion propia

Del andlisis de las secuencias obtenidas con el HIVdb program, se obtuvo
de 1 a 99 codones de PR y 213 codones de la RT obtenidos por la técnica in
house INS y comparables a la mismos fragmentos reportados por el CFE
(no se tuvo en cuenta la regién no secuenciada de las muestras), se obtuvo
26 mutaciones de aminoacidos reportadas por el CFE solo una no es
concordante (12021V) como se observa en la tabla 11, por lo tanto se deduce
gue el porcentaje de concordancia es del 96.1%

Tabla 12. Reporte de mutaciones obtenidas analizando las secuencias del
INS y CFE en el HIVdb program

. . . Resistencia
Cod. Muestra Mutaciones gen Proteasa Mutaciones gen Transcriptasa ARV
MQC-CFE-116 L101 N37D R41H 1621V L63P C67S193L  K32KR A98S  K122E E169D I178IM G196E T200AT Q207E s
4+ 4+ o+ 4+ + + + + + + + +
MQC-INS-116 - - - - - - - + + + + + + + S
L19E N37AL63AP E65DE I72R K103N V35L V60l A98S I142LR R211K S25IN  A272P T286A V292IK311KR
MQC-CFE-117 + o+ 4 + o+ + + + + + + + + + + + R EFVy NVP
1329L P345Q F346Y M357T R358K 66R, A: A376 T386TI K390R A400T
+ + + + + + + + + +
K103N V35L V60l A98S I142LR R211K S25IN  A272P T286A V292IK311KR
MQC-INS-117 + + + + + + + + + + + D D D D D R: EFVy NVP
1329L P345Q  F346Y M357T R358K K366R A376 T386TI K390R A400T
SD SD SD D D sD D D SD D
E35D M36I R41K L63C 172V V82l K32Q V35M T39AT E40D DI121H K122E 1135R S162CW D177E 12021V Q207E R211K
MQC-CFE-118 o+ o+ o+ o+ 4 + + + + + + + + + + + + s
F214L A272P K277KR T286P A288S 1293V E297R 1326V F346Y K366R A400T
+ + + + + + + + + + +
K32Q V35M T39AT E40D DI121H K122E 1135R S162CW D177E 12021V Q207E R211K
MQC-INS-118 + + + + 0+ 4+ + + + + + + + + + - + + s
F214L A272P K277KR T286P A288S 1293V E297R 1326V F346Y K366R A400T
+ SD SD D D D D SD SD SD SD
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6.1.2 Estandarizacion de la PCR en papel filtro

Se obtuvo producto de PCR para las GSS-MQC-112 en todas las
condiciones sometidas como lo fueron eluyente, nimero de perforaciones y
tiempo de incubacion como se observa en la tabla 12, por lo que se definid
gue para los 11 GSS-MQC restantes se utilizaran dos (2) perforaciones
eluidas en solucion salina con dos horas de incubacion.

Tabla 13. Resultado de la amplificacion del fragmento del gen pol que
codifica para PR y RT usando buffer de lisis y solucion salina estéril para eluir
las gotas de sangre seca en papel filtro.

Amplificacionenla PCR

No. Perforaciones
GSS

Tiempo de elucion

2h 3h

Muestra GSS-MQC-112 eluida con 2 + +

buffer de lisis AVL 3 + +
+

Muestra GSS-MQC-112 eluida en ) N N

solucion salina 3 N N
4 +

*No se realiza

El porcentaje de amplificacién de la PCR fue del 54,4% correspondiendo a
en seis (6) GSS-MQC, en donde de cinco de ellas (01, 08, 141, 148 y 159)
fueron almacenadas a 4°C, incluyendo los remanentes incubados a esta
temperatura. De las muestras incubadas a temperatura ambiente el
porcentaje de amplificacion fue del 36,4% correspondiendo a cuatro (4) GSS-
MQC (01, 141,148 y 155) de los cuales el GSS-MQC-155 amplifica
Unicamente en el remanente incubado por tres dias como se evidencia en la
tabla 14.
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Tabla 14 Resultado de la amplificacidén del fragmento del gen pol que codifica
para PRy RT comparando el tiempo y temperatura del almacenamiento de la
muestra de GSS.

. Refrigeracion (4°C) Temperatura ambiente
Cod. Muestra Carga viral
: i1 . . , remanentes , ) remanentes
Dil 1:2 1dia 3dias 15 dias , 1dia 15dias ,
24 h*3 dias 24 h*3 dias
GSS-MQC-141  746.524 + + + + + + +
GSS-MQC-155  150.000 - - - - - - +
GSS-MQC-08 53.730 + + + + - - R
GSS-MQC-03  47.035 - - - - - - .
GSS-MQC-148  41.332 + + + + + + -
GSS-MQC-01 36.400 + + + + + - +

GSS-MQC-06  12.238 - - - - - - -

GSS-MQC-07 12.021 - - - - - - -
GSS-MQC-159 7.352 + + + + - - -
GSS-MQC-18 5.008 - - - - - - -

GSS-MQC-02 1.070 - - - - - - -

6.20bjetivo especifico 2

6.2.1 Sensibilidad analitica o limite de deteccion de la PCR

Para la matriz plasma se obtuvo producto de PCR del tamafio esperado
hasta la dilucion 1/1024 de la muestra MQC-021 como se observa en la
figura 16, lo cual corresponde a una carga viral tedrica de 742 copias/ml
como se evidencia en la tabla 15.
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Figura 16. Determinacion del limite de deteccion de la PCR o sensibilidad
analitica usando plasma como matriz.

Tabla 15. Resultado de la prueba de limite de deteccion o sensibilidad
analitica de la PCR en plasma

Dilucion seriada de la muestra

i Y2 y4 Y8 Yy YR e Y18 Ym6 1512 1104 1/2048

carga viral
inicial Carga viral teorica copias/ml
Copias/ml

Muestra | 750817 |379900| 189954 | 94977 | 47489 | 23784 | 11872 | 5936 | 2968 | et | 742 371
MQC-021

Replica 1 + + + + + + + + + + +
Replica 2 + + + + + + + + + + +
Replica 3 + + + + + + + + + + +

Para la matriz de sangre seca (GSS) en papel filtro se obtuvo un producto del
tamafio esperado en las tres réplicas de la dilucién 1/128 de la muestra
MQC-GSS- 021 como se observa en la figura 17, lo cual corresponde a una
carga viral teérica de 5 936 copias/ml como se evidencia en la tabla 16.
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Figura 17. Determinacion del limite de deteccion de la PCR o sensibilidad
analitica usando Gota de sangre seca como matriz.

112 cN 114 &N (b e P, R ) =

1000bp i e e — — ——— —— — ——

1/64  oN 14128 oy 1/286 N _1/512

1000bp G S e v e -

Tabla 16 Resultado de la prueba de limite de deteccion o sensibilidad
analitica de la PCR en papel filtro

Dilucién seriada de la muestra
1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512  1/1024 1/2048
Muestra carga viral
GSS-MQc- inicial Carga viral teorica copias/ml
021 Copias/ml
759817 | 379909 | 189954 | 94977 | 47489 | 23744 | 11872 5936 2968 1484 742 371
Replical + + + + + + + +
Replica 2 + + + + + + + +
Replica3 + + + + + + + +

6.2.2 Andlisis de Precision

En el andlisis de precision, se determiné el porcentaje de similitud de
nucledtidos de 32 réplicas intracorrida (véase tabla 17), obteniendo una
media entre las secuencias de nucleétidos del 99,94% (IC 95% entre 99,88 y
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100%). Se evidencié 14 sustituciones de nucleétidos de las cuales 13 son
ambiguas y una sustitucion es no sinénima (A por G en el nucle6tido 819 del
MQC-112) (véase tabla 18)

Tabla 17. Namero de nucleétidos similares obtenidos entre replicas
intracorrida.

No. Nucleodtidos obtenidos en la

Cadigo secuencia %
Muestra Replical | Replica2 | Replica3
MQC-117 937 937 937

MQC-8 942 942 942 942
MQC-163 854 854 854
MQC-175 846 846 846
MQC-103 937 937 937
MQC-01 938 935 936,5
MQC-02 935 935 935
MQC-15 928 927 927,5
MQC-36 890 890 890
MQC-112 902 903 895 900
MQC-07 939 939 939
MQC-30 791 791 791
MQC-18 935 935 935
MQC-146 935 935 935
MQC-155 940 939 939,5
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Tabla 18. Precision en la secuencia de nucle6tidos, aminoécidos y
mutaciones de farmacorresistencia.

No.

Nucledtidos X Posicién Tlpo decantiolcel i No/aa X Posicién e, MITEERI356 No.
odi nucledtido i 9 farmacorresistencia )
Codog obtenidos %deacuerdo  %de  cambiode Rl e %de cambio  Sustitucion Mutaciones
Muesta s Iy Gl Rt e o — —— discordantes
secuencia Sustitucion Delecign S€CUEN¢a Reghca Reghca Repsllca

MQC-117 937 100 +0,00% 311 100 +0,00% 11 1 0

MQC-8 942 100 +0,00% 312 100 +0,00% 13 13 13 0

MQC-163 854 100 +0,00% 283 100 +0,00% 15 15 0

MQC-175 846 100+000% 280 100+0,00% 7o 0

MQc-03 938 100+000% 311 100£0,00% 18 18 0
99,03 +

MQC-01 938  99,68+212% 212 T Y 311 212 71 \ ? 18 18 0

276 A R 92 Q ? 0

672 G R 224 R ? 0

MQC-02 935 100 +0,00% 310 100 +0,00% 16 16 0
99,67 £

MQC-15 928 99,89+0,70% 621 A M 308 070 207 \ ? 17 17 0

0/ 0/

Mgc3s 890 100£000% oo 295 100£000% oo 13 13 0
+

Moeilz %02 9967:435% 9988100 51 A R 200 BE 9066100 197 A 2 2 2 2 3

(IC 95%) 404 C 95%

601 A M 201 K ? 0

642 C Y 214 Y ? 0

666 C Y 222 Y ? 0

780 A R 260 Q ? 0

819 G A 268 vV E 0

861 T y 287 Y ? 0

888 A R 296 Q ? 0

918 A R 306 Q ? 0

MQC-07 939 100 311 100 +0,00% 18 18 0

mocso 7o 100 261 100+ 0,00% 15 15 0

MQC-18 935 100 311 100 +0,00% 14 14 0

MQc-146 935 100 310 100£0,00% 12 12 0

MQC455 940 9989070 690 311 100£0,00% 13 1 0

En la precision de las secuencias de aminoacidos se obtuvo de las 32
réplicas de las 15 MQC (véase tabla 19) una media en el porcentaje de
acuerdo en similitud del 99,85% (IC 95% entre 99,66 y 100%), evidenciando
12 sustituciones de aminoacidos ambiguas y la sustitucion de una valina (V)

por un acido glutdmico (E) (aminoécido 268 del MQC-112) (véase tabla 17).
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Tabla 19. Namero de aminoacidos similares obtenidos entre replicas
intracorrida.

No. Aminoacidos obtenidos en la

Cadigo secuencia X

Muestra Replical | Replica2 | Replica 3
MQC-117 311 311 311

MQC-8 310 310 310 310
MQC-163 283 283 283
MQC-175 280 280 280
MQC-103 311 311 311
MQC-01 311 308 309,5
MQC-02 310 310 310
MQC-15 308 307 307,5
MQC-36 295 295 295
MQC-112 298 298 291 298
MQC-07 311 311 311
MQC-30 261 261 261
MQC-18 311 311 311
MQC-146 310 310 310
MQC-155 311 311 311
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Tabla 20. Porcentaje de similitud en secuencias de nucledétidos de réplicas
intercorrida.

No. Nucledtidos B
No. X obtenidos en la . . X
Cédigo | Nucledtidos | % de % de secuencia _ |/° ,dt‘?d /|° de ;
Muestra | obtenidos en acuerdo nucleg’;tidos Replica Replica X hEEERes | | e 20“ ©
la secuencia Corrida 1 1 > Corrida 2
MQC-1 o937 100 £ 937 | 937 | 937 | 100+
117 0.0
0.0
MQC-1 g4 100+ 042 | 942 | 942 | 1002
8 0.0 0.0
MQC-1 935 100+ 938 | 938 | 938 | 1002
103 0,0
0.0
MQC-1 g3 | 996% 938 | 935 |9365]| 99,68 +
01 22
21
MQC- 100 + 100 +
oA 935 00 935 | 935 | 935 | 100
MQC- 99,8 +
15 0.70 928 927 927,5 99,89
+0,7 99,93
99,92 99.87 -
MQC- 100 + | 99,88 -100 100
oA 890 00 |G omyy| 80 | 890 | 890 | 100 -
00 | (95%)
MQC- 99,6 +
35 902 e 839 | 837 | 838 | gg76s
1.4
MQC- 100 +
s 939 o 939 | 939 | 939 | 100+
0.0
MQC- 100 +
2 935 00 935 | 935 | 935 | 1004
0.0
MQC- 100 +
o 935 o0 935 | 935 | 935 | 100+
0.0
MQC-1 g4 |998% 940 | 939 19395 99.89+
155 0,70 -




En la precision intermedia de nucleotidos, se determind un 99,93% con un
intervalo de confianza de 99,87 a 100% (véase tabla 20) de similitud entre
réplicas de 12 MQC, el cual difiere en 0,01% a la media del porcentaje de
similitud de nucled6tidos obtenidos en la corrida 1 (99,92%). En la prueba de t
student para dos muestras se determin6 que no existe diferencia significativa

entre las secuencias de nucleétidos intercorrida (Véase tabla 21,22 y23)

Tabla 21. Media y desviacion estandar entre las secuencias de nucle6tidos
intra e intercorrida.

Corrida 1 Corrida 2
No. Nucleétidos No. Nucleétidos
S obtenidos en la obtenidos en la
odigo secuencia Z secuencia <
Muestra . . . X Y X Y
Replica | Replica | Replica Replica 1 | Replica 2
1 2 3
MQC-117 | 937 937 937 0 937 937 937 0
MQC-8 942 942 942 942 0 942 942 942 0
MQC-103 | 937 937 937 0 938 938 938 0
MQC-01 938 935 936,5 | 2,12 938 935 936,5 2,12
MQC-02 935 935 935 0 935 935 935 0
MQC-15 928 927 927,5 | 0,707 928 927 927,5 0,70
MQC-36 890 890 890 0 890 890 890 0
MQC-112 | 902 903 895 900 (4,359 839 837 838 1,41
MQC-07 939 939 939 0 939 939 939 0
MQC-18 935 935 935 0 935 935 935 0
MQC-146 | 935 935 935 0 935 935 935 0
MQC-155| 940 939 939,5 | 0,707 940 939 939,5 0,70
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Tabla 22. Prueba de F para varianzas de dos muestras

Corrida 1 Corrida 2
Media 929,4 924,3
Varianza 275,7 930,5
Observaciones 12 12
Grados de libertad 11 11
F 0,29
P(F<=f) una cola 0,027
l/(e)alg))r critico para F (una 035

Ho= No hay diferencia entre las varianzas de las dos corridas realizadas.

Ha= Existe diferencia entre las varianzas de las dos corridas

F = 0,29 < valor critico para F o F tabulado = 0,35.

Asume no existe diferencia estadisticamente significativa entre las varianzas

de las dos corridas.

Tabla 23. Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

Corrida 1 Corrida 2
Media 929,4 924,3
Varianza 275,7 930,5
Observaciones 12 12
Varianza agrupada 603,1
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 22
Estadistico t 0,50
P(T<=t) una cola 0,30
Valor critico de t (una cola) 1,71
P(T<=t) dos colas 0,61
Valor critico de t (dos colas) 2,07
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Ho= No hay diferencia entre las medias de las dos corridas.
Ha= Existe diferencia entre las medias de las dos corridas.
T (12)=1.96; p= 0,6> 0,05

No existe diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las
secuencias de nucledtidos intercorrida.

En la precision intermedia de aminoéacidos, se determiné un 99,83% con un
intervalo de confianza de 99,64 a 100% (véase tabla 24) de similitud entre
réplicas de 12 MQC, el cual difiere en 0,04% a la media del porcentaje de
similitud de nucledétidos obtenidos en la corrida 1 (99,79%). En la prueba de t
student para dos muestras se determiné que no existe diferencia significativa
entre las secuencias de aminoacidos intercorrida (Véase tabla 25,26 y27).

En la precision intermedia de aminoacidos, se determind una similitud entre
réplicas de 12 MQC de 99,83% con un intervalo de confianza de 99,64 a
100% (véase tabla 24) de, el cual difiere en 0,04% a la media del porcentaje
de similitud de nucleétidos obtenidos en la corrida 1 (99,79%). En la prueba
de t student para dos muestras se determiné que no existe diferencia
significativa entre las secuencias de aminoacidos intercorrida (Véase tabla
25,26 y27).

Tabla 24. Porcentaje de similitud en secuencias de aminoacidos de réplicas
intercorrida.

No X No. aminoécidos %
Cadigo aminoacidos % de .% d,e.d obtseeryggiceisg la % % de % de
Muestra obtenidos en | acuerdo | @Minoactdo . - aminoacidos | amino&cidos
la secuencia c s.d Replica | Replica Corrida 2
orridal 1 2
MOS 1 an 10 311 | 311 | 311 | 100+ 0,0
MQC-8 | 312 1800’-' 312 | 312 | 312 | 100+0,0
MQC- 311 100+ 1 9979 | 311 | 311 |311| 100:00 | 998
103 0,0 99,60- '
voco1] a1 | 990% | Coswy | 311 | s0s | 309 9903% (C 95%)
2,12 5 2,12
100 +
MQC-02 310 0.0 310 310 | 310 | 100+0,0
99,67 + 307, | 99,67 +
MQC-15 308 0.70 308 307 5 0.70
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MQC36| 295 18%*
FHERE:
MQC-07| 311 é%%;)
MQC-18| 311 é%%;o
T | %0 | o000
Mo | | o000

205 | 295 | 295 | 100+ 0,0
279 | 277 | 278 9%5181 +
311 | 311 | 311 01,%%;)
310 | 310 | 310 01,%%;0
310 | 310 | 310 01,%%;;;
312 | 312 | 312 01,%%;;;

Tabla 25. Media y desviacion estandar entre las secuencias de aminoacidos
intra e intercorrida.

No. Aminoacidos obtenidos No. An?moaados
3 R obtenidos enla
Cod. en la secuencia _ cv CV% secuencia _ V% CV%
Muestra X v % Max X © ? Max
Replica | Replica | Replica Replica | Replica
1 2 3 1 2
Nlltll;: 311 311 311 0,0 0,0 311 311 311 0 0,0
MQC-8 310 310 310 310 0,0 0,0 312 312 312 0 0,0
Nllgg 311 311 311 0,0 0,0 311 311 311 0 0,0
MQC-01 311 308 309,5 2,1 0,7 | 1,4% 311 308 309,5 || 2,1 0,7 0,7%
MQC-02 310 310 310 0,0 0,0 310 310 310 0 0,0
MQC-15 308 307 307,5 0,7 0,2 308 307 307,5 | 0,7 0,2
MQC-36 295 295 295 0,0 0,0 295 295 295 0 0,0
IV1I?2C- 298 298 291 298 4,0 1,4 279 277 278 1,4 0,5
MQC-07 311 311 311 0,0 0,0 311 311 311 0 0,0
MQC-18 311 311 311 0,0 0,0 310 310 310 0 0,0
Mlillg- 310 310 310 0,0 0,0 310 310 310 0 0,0
M1(515C 311 311 311 00 | 00 312 312 312 0 0,0
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Tabla 26. Prueba de F para varianzas de dos muestras

Corrida 1 Corrida 2
Media 307,9 306,4
Varianza 29,8 101,1
Observaciones 12 12
Grados de libertad 11 11
F 0,29
P(F<=f) una cola 0,027
Valor critico para F (una cola) 0,35

Dado que el estadistico F = 0,29 es menor que el valor critico = 0,35y que la
probabilidad de estadistico p=0,027 es superior a 0,025, podemos asumir
gue las varianzas no presentan diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 27. Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales.

Corrida 1 Corrida 2
Media 307,9 306,4
Varianza 29,8 101,1
Observaciones 12 12
Varianza agrupada 65,49
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 22
Estadistico t 0,45
P(T<=t) una cola 0,32
Valor critico de t (una cola) 1,71
P(T<=t) dos colas 0,65
Valor critico de t (dos colas) 2,07

El estadistico t= 0,45 se encuentra dentro de la zona de aceptacion de la
hipétesis nula (valor del estadistico p (dos colas) 0,65, concluyendo que no
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existe diferencia estadisticamente significativa entre las secuencias de

aminoacidos intercorrida.

6.2.3 Linealidad

Con respecto a la linealidad se determind que se puede obtener una
secuencia de nucleétidos de buena calidad, que se concreta en el andlisis de
concordancia entre las secuencias CFE e INS desde la carga viral 1084
copias/ml hasta 1493047 copias/ml (representacion grafica tabla 28 y figura

18).

Tabla 28. Linealidad de la técnica in house.

Caddigo Copias de | Log10 copias Cadigo Copias de | Logl0 copias

Muestra ARN/mI ARN/mlI Muestra ARN/mI ARN/mI
MOCSPE02L | 1084 303  |MQC-CFE-030 | 55740 4,74
MQC-CFE-002 2139 3,33 MQC-CFE-001 72.800 4,86
MQC-CFE-163 6998 3,84 MQC-CFE-148 82663 4,91
MQC-CFE-036 11592 4,06 MQC-CFE-118 96954 4,98
MQC-CFE-146 13450 4,12 MQC-CFE-008 107460 5,03
MQC-CFE-175 14180 4,15 MQC-CFE-026 278832 5,44
MQC-CFE-159 14703 4,16 MQC-CFE-155 300000 5,47
MQCCFE-007 24041 4,38 MQC-CFE-015 307803 5,48
MQC-CFE-006 24476 4,38 MQC-CFE-112 394490 5,59
MQC-CFE-018 33826 4,52 MQC-CFE-103 455341 5,65
MQC-CFE-116 45756 4,66 MQC-CFE-021 759817 5,88
MQC-CFE-123 48579 4,68 MQC-CFE-141 1493047 6,17
MQC-CFE-117 50221 4,70
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Figura 18. Linealidad en la secuenciacion Vs carga viral de la muestra

4 % Seriesl

- ——Lineal (Series1)

Log 10 copias ARN/ml




6.3 Objetivo especifico 3

Todas las secuencias obtenidas con la técnica in-house en desafio se

alinean al 100% con las obtenidas en el CFE como se observa en la figura
19.

Figura 19. Similitud entre las secuencias obtenidas en el INS Vs la técnica

in-house del CFE. Dendrograma obtenido con el método Neihborg Joining,
modelo No. of differences (0.5).

100 | MQC-INS-06
Imac-cFe-os
| MQC-INS-159
100 | MQC-CFE-159
100 | MQC-INS-112
Imac-cFE-112
| MQC-INS-155
100l mac-cFE-1558
100 — MQC-INS-02
L mac-cFe-oz

| MQC-INS-07
100 |l mac-crFeE-o7
| MQC-INS-141
100 | MQC-CFE-141
100 | MQC-INS-08
I mac-cFe-os

HINV-1 (HXB2)
100 | MQC-INS-01
I mac-cFe-o1
MQGC-INS-116
MQC-CFE-116
100 | MQC-INS-30

I mac-cFe-30
| MQG-INS-175
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ImMac-cFeE-103
| MQCHINS-117

100l mMac-cFE-117

100 | MQC-INS-15
Imac-cre-1s
| MQC-INS-36
100 | mMQC-cFE-36
100 | MQC-INS-18
lrmac-cFe-18

| MQC-INS-163
100 |l Mac-CFE-163
100 | MQC-INS-97

4|
%
M Imac cre a7
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| MQC-INS-148
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ﬂ{ I mac-cFe-21

r MQC-IMS-26
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Las mutaciones de aminoacidos asociadas a farmacorresistencia (DRMs)
obtenidas con los dos métodos (in-house Vs CFE) se evidencian en la tabla
30, demostrando un alto nivel de concordancia con un indice kappa de 0,96.
La sensibilidad de la técnica corresponde al 92,7% y su especificidad al
99,97%. El valor predictivo positivo corresponde al 99,42% vy el valor
predictivo negativo al 99,6% como se evidencia en la tabla 29.

Tabla 29 .Tabla de contingencia para determinar concordancia entre los
DMRs detectados por la técnica in-house vs la técnica de CFE.

Técnica in-House CFE

Positivo Negativo | Total

)

P

(]

)]

3 | Positivo 345 2 347

I

£

©

(&]

=

\O

2 | Negativo 27 6805 6832
Total 372 6807 7179

Sensibilidad: 92,7%
Especificidad: 99,97%

Valor predictivo positivo: 99,42%
Valor predictivo negativo: 99,6%

indice Kappa: 0,96
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Tabla 30. Mutaciones de aminoacidos asociados a farmacorresistencia
obtenidas con los dos métodos in-house vs CFE.

Mutaciones gen que codifica

Mutaciones gen que codifica para la

Resistencia

Codigo para la Proteasa Transcriptasa ARV
K20R, V35IV, V60I, DS6N, A9SS, V118I,
K122P, D177E, 1195IL, G196E, T200IT,
MQg'lCFE' C;;f‘\lléiw’ N37D, L63P, I72E, E203DE, R211KR, F214L, V245AEKT, S
’ K249KR, 1293V, P294T, E297EK, 1329V,
G333EG, Q334FLPS, A360T, K390R, T397AT
MQC-INS- | E35D, N37D, L63P, A71AV, 172E, | K20R, V35, V60I, DS6N, A9SS, V1181, K122 s
01 V77, 193L P, D177E, G196E, R211RK, F214L
K49R, 150V, V60I, V118I, K122E, D123N,
MQC-CFE- | 113V, E35D, R41K, D60E, L63P, | P133S, T165V, D177E, R211K, F214L, s
02 164V K275KQ, K277KR, P294T, E297K, 1329L,
M357T, T369A
MQC-INS- | 113V, E35D, R41K, D60E, L63P, 16 | K49R, 150V, V60I, V118I, K122E, D123N, S13 s
02 VY, 4N, T165V, D177E, R211K, F214L
V21l, V35M, T39E, E40EK, V60I, DS6E,
MQS;SCFE' C;;V’BK;:_R’ N375, L63P, 1728, 1135T, 1142V, R211K, A272P, T286A, E297A, S
’ V314l, D324E, F346H, M357T, A376T
MQC-INS- | K14R, N37S, L63P, A71T, I72E, V7 | V21I, V35M, T39E, V60I, D86E, 1135T, 1142V s
06 71, 193L , R211K
A62V, V35L, 150V, T69A, K122EK, D123E,
MQC-CFE- | QSSE, 113V, L18V, E35D, N37S, L205LV, D250E, K277KR, 1293V, P294T,
07 RE7K. DEOE. 162V, LE3P. 1661V E297K, 1329L, E344D, R356K, M357L, S
’ rRet ’ A360V, K366R, T369AT, Q373HQ, 13751V,
T377M
MQC-INS- | Q58E,I13V, L19V, E35D, N37S,
A62V V35L, I50V, T69A, K122KE, D123E S
07 R57K, D60E, 162V, L63P
MQC-CFE- | 115V, G16E, E35D, R57K, Y59F,
08 D6OE, Q61D, L63T, 172T D123E, 1135T, D177E, V179l S
MQC-INS- |I15V, G16E, E35D, R57K, Y59F
' ' ! ' " | D123E, I1135T, D177E, V1791 S
08 D60E, Q61D, L63T, 172T
MOC-CFE- Q58E, A71V, G16E, N37S, P39K, | A98S, K122E, 1135T, G196E, Q207N, R211K,
1 K43KR, D60DE, 162V, L63A, 172E, | V245D, A272P, Q278H, 1293V, P294A, S
V771, 193L E297EG, 1329L, A376S, K390R, A400S
MQC-INS Q58E,G16E, N37S, P39K, K43R,
15 162V, L63A, A71V, I72E, V77], A98S, K122E, 1135T, G196E, Q207N, R211K S
I93L
MQC-CFE- | 113V, E35D, N37Q, R41K, L63P, | K20R, V60I, D123N, 1135M, S162D, Q197P, S
18 193L R211K
MQC-INS- | I13V, E35D, N37Q, R41K, L63P, | V179D,K20R, V60I, D123N, I135M, S
18 193L S162D, Q197P, R211K
MQC-CFE- | T12N, 1131V, G16E, N37ST, P39S, gégk KR3221T1KV ?:52221\(135'7’1'}:135;’2%2&’ S
21 L63ST, 1641V, 172V, V77! ’ ’ ’ ’ ’

V276l, K281KR, E291D, V2921V, E297AE,
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K311KR, Q334L, M357IM, R358K, K390R,
K395KR, E399D
MQC-INS- | T12N, G16E, N37S, P39S, L63T, | K32T, V35R, V1181, 1135T, S162C, T200A, .
21 172V, V771 R211K, F214L
Mac-cre- | K14Q 115V, GI6EK20M, 35D, | o 11556 1135y s162C, E169D, K173A,
26 |M36l,RA1K, RS7K, QBIN, L63A, | 10 "o S S
E65Q, L89I, 193L g g
MacIns. | KIAQ L5V, GLOE, K2OM, E35D | o e\ /11 0v1 D123E, 1135V, S162C, E16
26 | M36L R4LK, RS7K, Q6IN, L63 | o " "o Q174K S
A, E65Q, L89I, 193L ’ ’
Mac-cre- | 10k VALV, 113V, 115V, G16E, -\ oc) ‘s par 6ol K122E, 1135T, D177E,
20 |L191,M36, P30T, 162V, L63Q, | ov T S
V821V, L8IM /
MQC-INS- | L10I, 13V, 115V, G16E, L19], M
30 |361 P39T. 162V, 630, LEOM V351, S48T, V601, K122E, 1135T S
MIQCCFE- | G16¢, N37s, P39k, DECE, 62y, | KLOLKR, 114217, [178M, GL96E, R211K,
a6 |Lsap 162y 17av 77 V245Q, V2761, 1293V, P294T, K311R, S
2 DT AT Q334E, A3765, K390R, A400S
MQC-INS- | N37S, P39K, D60E, 162V, L63P,
36 |I6av, 72V, VITI K101R, 1142T, 1178M, G196E, R211K S
K20KR, D123E, 1135T, S162HY, D177E,
MQC-CFE- V1791, R211K, A272S, A288S, 1293V,
g7 | 63T 172V, V771, P79PQ K311KR, G333E, Q334H, G3595, T369A, S
A371V, $379G, K390R, E396DE
MQC-INS-
g7 |L63T, 172V, V77I D123E, I135T, S162H, D177E, V1791 S
K103N,K20KR, K32N, V351, A98S, K102Q,
MQC-CFE- | T12P, K14R, 115V, G16EG, R41K, |K122E, 1135K, S162C, R211K, A272P, R:EFVy
103 | D60E, L63A, V77I, 193L T286A, 1293V, P294S, E297K, A304E, NVP
P345Q, F346Y, K347R, T377V
MQC-INS- | T12P, K14R, 115V, R41K, D60E, L6 | K103N, K20R, K32N, V351, A98S, K102Q, REFVy
103 |3A,V771,193L K122E, 135K, $162C, R211K NVP
V35M, T39AT, V60I, S68G, T69N, V118,
L10IL, A71AT, 113V, K14R, 115V, | K122E, 1135T, T139A, 1202V, R211K, F214L,
""Qlcl'gFE' L19Q, E35D, N37DN, Q61HQ, T215ST, A272AP, T286A, 1293V, V317A, S
L63P, 164V, H69Q, 1721V 1329V, Q334E, M357R, R358K, K366R,
A371V, T377L, K390R
A71AT,
M |113V,K14R, 115V, L19Q, E35D, N3 :i’ST'\%\Q/iO:'ZggiGéiglﬁ' |\E/2111ﬂ K122E, 113 S
7D, L63P, 164V, H69Q, 172V ’ ’ ' ’
MQaC.CFE- | L101, N37D, R41H, 1621V, L63P, | K32KR, A98S, K122E, E169D, [178IM, s
116 | C67S, 193L G196E, T200AT, Q207E
MQCINS- | A98S, K122E, E169D, 1178M, G196E, T200A, S
116 Q207E
K103N,V35L, V60I, A98S, 1142LR, R211K,
MQC-CFE- 251N, A272P, T286A, V2921, K311KR, R:EFV Y
117 | L19 N37A L63AP, E6SDE, I72R | 2o 0 "p345q, F346Y, M357T, R358K, NVP
K366R, A376S, T386IT, K390R
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MO N | L19E, N37A, L63P, E65D, I72R | K103N, V35L, V601, A98S, 1142R, R211K R'I\EI\F/\F/,Y
K32Q, V35M, T39AT, E40D, D121H, K122,
mac-Cre- | E35D, M361, R41K, L63C, 172V, | 1135R, S162CW, D177E, 12021V, Q207E, S
18 |vgl R211K, F214L, A272P, K277KR, T286P,
A288S, 1293V, E297R, 1326V, F346Y, K366R
MaCINs- | E35D, M36I, RA1K, L63C, 172V, V | K32Q, V35M, T39TA, E40D, D121H, K122E, | S
18 |82 135R, 5162C, D177E, Q207E, R211K, F214L
Mac_cFe. | 113V, 115V, L19Q, R41KR, Q58EQ, | K122E, 1135T, K173E, A272P, K277R, 1293V, S
123 |L63A Q373T, T377Q, K390R
M | as8E, 113v, 115, 1190, L63A | K122E, 1135T, K173E S
V90I, V179E, D86E, K102Q, K104T, K166R,
Q197K, T200A, 1202V, R211KR, V245E,
MQf‘;fFE' E;gg' :;3\6 RAIN, D6OE, L63A, | 48D, D250DE, A272P, K277R, 1283, s
’ 1293V, E297R, P345KPQT, R356K, S379GS,
K385R, T3861, K390R
macins. | 115V, R4IN, D6OE, L63A, K70R, | V179E, D86E, VI0I, K102Q, K104T, S
141 72V K166R, Q197K, T200A, 1202V, R211RK
1178M, T200S, 12021V, Q207E, H208HY, DBR: EFV
mac-cre- | G17DE, Q18EQ, N375, R41K, V245E, A272P, 1293V, P294T, 13291, G333D, | [ 0/
146|162V, L63P, V77I, 193L R356K, A360T, V3651, A376S, K390KR, ) Y
RPV
A400S
G17E, Q18EQ, PBR: EFV,
MA= NS | N375, RA1K, 162V, L63P, V771, 193 | 1178M, T2005, 1202V, Q207E ETR, NVP,
L RPV
T69N, 568G, K102KR, K122EK, D123DN,
1135IT, $162C, Q207E, V245E, A272P,
M |T9132LS' N37A, 162V, L63P, V771, | 1o86AT. E297EK, E312T, D324P, Q334LQ, S
M357T, R358K, G3595, $379G, V381l
K390R
MQOCNs- | T12S, N37A, 162V, L63P, V771, 193 | S68G, T69N, K122KE, 1132X, 1135IT, 5162C, S
155 L Q207E
101, 113V, K14R 15V, Glee, | V3SM» VLIBIV, DI2IHY, K122D, D123E,
1142V, S162A, K166KR, D177E, T200A,
M Eig'x’gﬂé L|3682L\\// ' LP 6339|_%P|5(;_' 4y |R211Q, F214L, V245M, A272P, K277R, S
v oar TR V2921, 1293V, P321Ps, $322T, Q334L,
' M357T, A376AS, T377
vacins. | T1O1 113V, K14R, 115V, G16E, K201 0\, /1161 D121H, K122D, D123E, 1142V
159 | M M36I,L38LYV, P3IL, RALK, RS7 | "o} 0o n, D177E, T200A, R211Q, F214L S
K, 162V, L63H, 164V, 172V, 193L | ' ' '
Mac-Cre- | T12N, L191, M361, P39S, R41K, | K20R, V35T, S48T, V60!, 1135V, S162A, BNR: AZT
163 | RS7KR, DEODE, 1621V, L63PS D177E, L210FL, T215DE
mac-s | T12N, L19I, M361, P39S, R41K, RS | K20R, V35T, S4ST, V60, 1135V, S162A, D17 | oo o
163 | 7RK, 162V, L63P 7E, L210F, T215D '
E138A, K238T, K20R, D86E, D123E, 1135V, N
mac.cre. | 113V, G16E, K20R, M361, P39S, | $162C, K173Q, 1202V, A272P, K275KR, CEV PBR:
175|162V, L63S, 164V, E65D K277KR, Q278HQ, T286A, 1293V, P294T, ETR RPV

E297K, G335D, M357T, S379G, T386l,
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A400S

mac-INs- | 113V, G16E, K20R, M36l, P39S, 16 | E138A, K20R, D86E, D123E, 1135V, S162C, PBR:
175 2V, L63S, 164V, E65D K173Q, 1202V ETR,RPV

S: susceptible; R: resistentes; RI: resistencia intermedia; BNR: bajo nivel de
resistencia; PBR: potencial baja resistencia.

6.40bjetivo especifico 4

Todas las secuencias obtenidas con la técnica in-house en desafio alinean
al 100% con las obtenidas por la técnica ViroSeq como se observa en la

figura 20.

Figura 20. Similitud entre las secuencias obtenidas en el INS Vs la técnica
ViroSeq. Dendrograma obtenido con el método Neihborg Joining, modelo
No. of differences (0.5).

100 Cols_2_VIROSEQ
4‘— cols_2 IH
cols_1_IH
Cols_1_VIROSEQ
| cols_8 Viroseq
1001 Cols_8_IH
f Cols_7_VIROSEQ
10— Cols_7_IH
100 | Cols_10_VIROSEQ
lCols_10_IH
100 | Cels_3_VIROSEQ
lcols_3 H
| Cols_9_VIROSEQ
100l Cols_9 1H
100, Cols_4_VIROSEQ
lcols 4 H

|Cols_11_VIROSEQ
1001 Cols_11_IH
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Las mutaciones de aminoacidos asociadas a farmacorresistencia (DRMSs)
obtenidas con los dos métodos (in-house Vs CFE) se evidencian en la tabla
32, demostrando un alto nivel de concordancia con un indice kappa de 0,96.
La sensibilidad de la técnica corresponde al 92,7% y su especificidad al
100%. El valor predictivo positivo corresponde al 100% vy el valor predictivo
negativo al 99,5% como se evidencia en la tabla 31.

Tabla 31.Tabla de contingencia para determinar concordancia entre los
DMRs detectados por la técnica in-house vs ViroSeq.

Técnica ViroSeq

Positivo|Negativo Total
)
P

§ Positivo | 166 0 166
o
I
<
©
ks

S | Negativo | 13 | 2566 2579
l_

Total | 179 | 2566 2745

Sensibilidad: 92,7%
Especificidad: 100,0%

Valor predictivo positivo: 100%
Valor predictivo negativo: 99,5%

indice Kappa: 0,96
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Tabla 32. Mutaciones de aminoacidos asociados a farmacorresistencia
obtenidas con los dos métodos in-house vs CFE.

172V, Q92K

K277R, T286TA, E291ED,
12931V, E297Q, S322ST, 13291V

Cédigo Mutaciones gen que Mutaciones gen que codifica | Resistencia
codifica para la Proteasa parala Transcriptasa ARV
1131V, 115V, L19l, M36l, M184v, V118Vl, D123E, I135T, BNR: ABC;

Cols-1- N37D. R41K. 162V. L63P S162C, Q174E, T200A, R211G, ANR: FTC
Viroseq ’ ’ ’ " | T286A, A288S, E297A, E328Q, . ’
193IL 3TC
Q334L
ols-1- IH L191,M361,N37D,R41K,I62 | M184V, V118I, D123E, 1135T, E“S ﬁ?g
V,L63P S162C, Q174E, T200A, R211G 3'.I'C ’
M184V, L74V, K103N, Y181C
! ’ ’ ' | ANR: ABC,
L10I, T12P, L19l, E35D, | 221HY, V35l KIOIR, D123DE, | rre ayc
Cpls-2- M36l N37D. D60E 1135T, E169D, L210F, V245Q, EEV. NVP
Viroseq 162V ,L63P (5678 ’ D250E, S251N, A272P, K277R, R,PV '
’ ’ 1293V, E297A, K311KR, S322T, RI' ETR
G335S )
ANR: ABC,
Cols-2- L10l, T12P, L19I, E35D, K65R, M184V, L74V, FTC, 3TC,
H M361, N37D, D60E, K103N, Y181C, V35l, K101R, EFV, NVP.
162V,L63P,C67S 1135T, E169D, L210F RI: ETR,
RPV
K65R, K70K, M184V,T215L, .
L100I, K103N, K20R, E28EK, | AR A5G
Cols-3- T12P, K14R, G16E, M36l, | S68G, K102R, K122E, D123DA, TbF ’
Viroseq P39S, 162V, L63P, I721V, |I1135T, 1142IT, D177G, V189VI, EEV N\’/P
V77l G196E, T200A, R211K, R{/P '
F214L,A272P, 1293V, V317A, RI: ETR
1326L )
ANR: ABC,
T12P, K14R, G16E, M36l, K65R, M184V, T215L, L100I, FTC, 3TC,
Cols-3-IH | P39S, 62V, L63P, 721y, | K1O3N, K20R, S68G, K102R, | EFV.NVP,
V77l ’ ’ ’ ’ K122E, 1135T, D177G, V189, RVP
G196E, T200A, R211K, F214L RI: TDF,
ETR
ANR: ABC,
L74V, M184V, L100I, K103N, FTC, 3TC,
\(;ﬁlc;ssgq :-1653\8 Elgi\[;’ \'\/|$77| Noa  |K122E, 1142V, 1178M, T200A, | EFV,NVP,
’ ’ ’ R211K RPV
RI: ETR
ANR: ABC,
L74V, M184V, L100I, K103N, FTC, 3TC,
Cols-4-IH :-1653\8 Elgi\[i \'\)%7' ng:l,f K122E, 1142V, 1178M, T200A, EFV, NVP,
’ ’ ’ R211K RPV
RI: ETR
V351, 1135T, K173KQ, P176PL,
Cols-7- T12TP, 1131V, L19LI, R41l, | V179VI, T200T, Q207ADNT,
Viroseq D60S, 162V, L63P, 164V, R211K, V245VEKM, A272AP, S
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T12TP, L19LI, R41l,

Cols-7-1H | D60S, 162V, L63P, 164V, |V35l, 1135T, P176PL, V179VI s
172V, Q92K
M184V, V179D, AN;ETC’
Cols-8- |K14S, 115V, L19Q, M36l, |D123DE, 11357, S162C, QL74K, | gyp. Apc
Viroseq | D6OE, 162V, 164V D177E, T200A, R211K, A288S, | PBNR:
’ ’ 293V, P294A, 1326V, 1329V, Q33
N EFV, NVP,
ETR, RVP
ANR: FTC,
3TC
M184V, V179D, o
Cols-g-1H | K145, 115V, L19Q, M38l, 11351 5160¢ 174K, D177E, T | BNR: ABC
D60E, 162V, 164V 200A. R211K PBNR:
: EFV, NVP,
ETR, RVP
M184V, T215Y, K103N, E28K,
V35M, K101Q, K102R, BNR: ABC
Cols-9- | T12P, K14R, L63P, I72E, |[1135T, 1178M, T200E, Q207E, ANR: FTC,
Viroseq | V77l, 193L R211K, V245E, T286A, P294Q, | 3EFV, NVP
K311R, D320DE, S322AE, RI: AZT
D324E, L325LI
M184V, T215Y, K103N, E28K, BNR: ABC
Cols-o-1 | T12P. K14R, L63P, I72E, | V35M, K101Q, K102R, ANR: FTC,
V771, 193L 1135T, 1178M, T200E, Q207E, 3EFV, NVP
R211K RI: AZT
L74V, V75VA, M184V, K101P,
V179IL, G190S, V35T, V60l, ANR: ABC,
Cols-10- |y C105 KM, E79ED, K122E, I135T, 1142V, | FTC, 3TC,
Viroseq | ooy 63T E65D. K7OR | S162A, P170S, T200A, Q207E, | EFV, ETR,
: : : F214L, K275KR, Q278H, T286A, | NVP, RPV
E297K, K311,5S322T, D324E
L74V, M184V, K101P, V179IL, ANR: ABC,
Cols-10- | oY G105, K2OM, G190S, V35T, V60I, E79ED, FTC, 3TC,
IH 162V L63T E65D. Kyor | K122E, 1135T, 1142V, S162A, EFV, ETR,
’ ’ ’ P170S, T200A, Q207E, F214L NVP, RPV
V170D, G190A, E28EG, V35T ﬁg E;\(’:
Cols-11- |K20R, N37S, R41K, L63P, : ' ’ ' NVP
Viroseq | H69Y, [72E T39TK, V60I, K102Q, K103R, D1 | o "oo
: 23E, 1135L, K173N, G196R, T20 | o 0. h o
0A, A272P, K311R, 1326V, 1329V ETR
Cols-11- |N37S, R41K, L63P, Heoy, | Vol V35T, V60I, K102Q, K103R,
I 172E D123E, 1135L, s
K173N, G196R, T200A
S: susceptible; R: resistentes; RI: resistencia intermedia; BNR: bajo nivel de

resistencia; PBR: potencial resistencia.
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7 DISCUSION

La genotipificacion de mutaciones en la regidon que codifica la proteasa y
transcriptasa inversa del VIH-1 es el método de referencia mundial para la
vigilancia de resistencia trasmitida y adquirida del virus a farmacos
antirretrovirales. Los laboratorios que implementan métodos de
genotipificacion in-house al igual que otros métodos de diagnostico requieren
de evaluacién que confirmen su desempefio con respecto al uso previsto
asegurando la calidad de los resultados, los cuales podrian verse afectados
por cambios no sinénimos en la secuencia de nucleétidos obtenida,
generando falsos positivos o0 negativos en la deteccibn de mutaciones
asociadas a farmacorresistencia. El modelo de validacion recomendado por
la OMS se basa en la determinacion de la precision (repetibilidad y precision
intermedia), limite de deteccion (sensibilidad analitica de la PCR) y linealidad
asociada a la capacidad de amplificar el fragmento del gen esperado en
muestras con diferentes cargas virales. La precision es una medida de
dispersion se determina hallando la desviacion estandar o coeficiente de
variacion de réplicas en condiciones de repetibilidad o reproducibilidad para
evaluar ensayos de tipo cuantitativo. La técnica genotipificacion para VIH-1
es de tipo cualitativo por lo cual requiere que los datos obtenidos, es decir
secuencias de nucleotidos, aminoacidos y mutaciones asociadas a
farmacorresistencia sean transformados a datos cuantitativos teniendo en
cuenta el numero de discrepancias observada s en réplicas de muestras
analizadas intra e intercorrida. El nUmero de muestras estipulado por OMS es
de tres (3) a cinco (5) cada una con cinco (5) réplicas, en este estudio se
obtuvo la precision a partir de dos y tres réplicas de 15y 12 MQC intra e
intercorrida respectivamente, robusteciendo su analisis con el aumento en
el nimero de MQC analizados, considerando que el volumen de la muestra,
el costo y tiempo empleado para realizar este ensayo hace que un namero
de cinco replicas este sobredimencionado con la realidad del uso rutinario en
el laboratorio. Segun el Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI) una
secuencia de buena calidad es aquella que tiene un nimero minimo de
bases ambiguas (CLSI, 2018), con los resultados obtenidos se pudo
demostrar que la técnica in house empleada tiene excelente precision en
condicion de repetibilidad y reproducibilidad teniendo en cuenta la variable
tiempo con un porcentaje de acuerdo en réplicas intracorrida del 99,94% (IC
95% entre 99,88 y 100%) y del 99,85% (IC 95% entre 99,66 y 100%) para
nucledtidos y aminoacidos respectivamente e intercorrida de 99,93% (IC
99,87 a 100%) y 99,83% (IC 99,64 a 100%) de similitud para la secuencias
de nucledtidos y aminoacidos, cuyos resultados son analogos a los
reportados en estudios anteriores de 99,68 + 0,16 (Acharya et al., 2014) y
99.4% (Inzaule et al., 2013) de similitud entre nucleétidos de réplicas
intracorrida y de 99.1%+0.59% (Inzaule et al., 2013) y 99.76+ 0.18%
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(Acharya et al.,, 2014) para la secuencia de nucledtidos de réplicas
intercorrida.

Se han reportado métodos de genotipificacion in-house para VIH-1 con
sensibilidad analitica de 1000 copias de ARN/mI (Acharya et al., 2014) en
plasma y un porcentaje de amplificacion >95% en muestras con cargas
virales entre 253 y 3 264 850 copias de ARN (Inzaule et al., 2013). Para
muestras de sangre seca en papel filtro (GSS) el porcentaje de amplificacion
en la PCR es de hasta el 90% en pacientes que tienen una carga viral
superior a 100000 copias de ARN/ml en plasma, asumiendo que en gotas de
sangre seca en papel filtro este valor corresponde a 500 copias/ml (Parkin et
al., 2012) controlando las condiciones de temperatura y humedad durante su
almacenamiento y transporte. Las muestras almacenadas a temperatura
ambiente (8 a 30°C) han demostrado una estabilidad por dos semanas (S.
Bertagnolio et al., 2007) y a 4°C hasta por 12 meses (Youngpairoj et al.,
2008). En este ejercicio el limite deteccion es de 740 y 5936 copias de
ARN/mI para plasma y GSS respectivamente, segun el producto de PCR
observado con electroforesis, sin embargo en plasma se obtuvo secuencias
de buena calidad desde 1084 copias de ARN/ml, el cual debe ser tomado
como un valor aproximado ya que estos datos son obtenidos a partir de la
dilucion de una muestra sugiriendo que la carga viral es un dato teérico. El
porcentaje de amplificacion observado en muestras de GSS cuando la
muestra se conserva a 4°C fue del 60%, no obstante se esperaba que fuera
aun mayor, ya que solo dos de las 11 MQC-GSS fortificados, tenian cargas
virales por debajo o muy cercano al limite de deteccion establecido en este
estudio. Lo anterior puede puede estar relacionado a que no se realiz6 algun
ejercicio de estandarizacion con el volumen de eluido a utilizar para la
extraccion de ARN o a la degradacién parcial del ARN viral ((S. Bertagnolio
et al., 2007).

Con respecto a la sensibilidad de la PCR asociada al genotipo de VIH-1 se
observo un resultado satisfactorio, ya que se obtuvo producto de PCR para
los tres genotipos B, F y CRF-02AG, sin embargo para esta Ultima cepa
recombinante no se logré obtener una secuencia de alta calidad, debido a la
baja concentracién de ADN la cual se evidencio por electroforesis. En cuanto
las muestras de plasma en pacientes con tratamiento se obtuvo un
porcentaje de amplificacion del 90.9%.

El ensayo de genoatipificacion comercial ViroSeq al igual que el ensayo in-
house empleado por el CFE amplifican toda la region que codifica para toda
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la proteasa (1-99 codones) y un fragmento de la transcriptasa inversa (RT)
de 335 y 400 codones respectivamente. El analisis de concordancia de las
DRMs (mutaciones de farmacorresistencia) en este estudio se limit6 al
resultado obtenido con el algoritmo del programa HIV db program y a la
regién secuenciada por el ensayo in house en desafio con la cual se obtuvo
toda la region de la proteasa y de 1-215+25 codones que codifican para la
retrotranscriptasa inversa. Se observo un alto nivel de concordancia (indice
kappa 0,96) de las DMRs entre las secuencias obtenidas con la técnica
aplicada en este estudio Vs CFE y Viroseq, sin embargo la pérdida de
algunos aminoacidos en los extremos de la secuencias afect6 la puntuacion
de resistencia especifica para algunos farmacos y no el cambio no sin6nimo
de nucleétidos, generé la omision de alto nivel de resistencia
especificamente para emtricitabine (FTC), lamiduvina (3TC) en la muestra
Cols-11-IH y resistencia intermedia para efavirenz (EFZ) en la MQC-CFE-17,
ademas de la disminucion del nivel de resistencia de alto a intermedio para
rilviparina (RPV) y tenofovir (TDF) en las muestras Cols-2- IH y Cols-3- IH,
resistencia intermedia RPV y bajo nivel de resistencia de etravirine (ETR) a
potencial bajo nivel de resistencia de la muestra Cols-11-1H.

8 CONCLUSIONES

Se puede concluir que el método de genotipificacion en desafio:

e Cumple con el uso previsto identificando mutaciones en la region que
codifica para la proteasa y parte de transcriptasa inversa asociadas a
la resistencia de farmacos antirretrovirales dirigidos a inhibir estas
enzimas virales.

e Permite amplificar el genoma viral en muestras de plasma con cargas
virales de1084 copias hasta 1493047 en plasma demostrando la
linealidad de la técnica.

e Tiene un alto nivel de precision disminuyendo la posibilidad de
encontrar mutaciones inducidas por errores no sinébnimos durante la
amplificacion.

e Permite la obtencion de secuencias en VIH-1 del subtipo F, diferente
al subtipo B.

e Es (til en muestras de pacientes con y sin previa exposicion a
farmacos antirretrovirales.
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e Es altamente concordante con la técnica in-house implementada en el
Centro para la Excelencia en VIH / SIDA (CFE) en Vancouver-Canada,
laboratorio acreditado por la OMS para la vigilancia de
farmacorresistencia en VIH-1.

e Los resultados son equiparables a los obtenidos con la técnica
comercial ViroSeq aun cuando el fragmento que codifica para la
transcriptasa inversa obtenido tenga un menor nimero de codones.

Por lo anterior, la validacién esta técnica in-house representa un avance
significativo para el Instituto Nacional de salud de Colombia permitiendo la
introduccion de la genotipificacion del VIH-1 como estrategia de monitoreo de
farmacorresistencia a nivel nacional.
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