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RESUMEN

La resistencia del VIH a los antirretrovirales es uno de los principales problemas
en la lucha contra el VIH/SIDA en la actualidad. Existen sistemas cerrados de
diagnodstico de resistencia, pero soélo dan informacion sobre mutaciones
encontradas en aquellas poblaciones virales mayores al 20% de la poblacién viral
total. El objetivo de esta tesis fue el de implementar la técnica de
pirosecuenciacion 454 (Roche), para detectar mutaciones asociadas a resistencia
en poblaciones minoritarias (1 - 20%).

La cantidad de mutaciones asociadas a resistencia fue relativamente extensa,
siendo la M184V/|l la mas frecuente para la region de la transcriptasa inversa y
L63A/I/P/Q/HIT para la region de la proteasa. Se encontraron las siguientes
mutaciones con menor frecuencia: M41L, D67N, K70R, L210W y T215F/Y, las
cual cuales confieren resistencia a AZT y D4T, y resistencia cruzada a ABC, ddl

y TDF. No concordaron la cantidad de personas que tomaron los medicamentos



con la cantidad de personas que presentaron resistencia, debido a que las
mutaciones minoritarias no representan la resistencia actual sino la posibilidad de
resistencia a corto o mediano plazo, ademas de existir mutaciones que revierten
resistencia a ciertos medicamentos (3TC, ABCy FTC) como la M184V. También
se determind el subtipo siendo el subtipo B el mas comun de la poblacion en
estudio, seguido por el CRF28 BF. Se recomienda realizar el estudio con
pacientes en diferentes etapas, pacientes virgenes al tratamiento (Naive),

paciente con tratamiento y pacientes en etapa SIDA.
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INTRODUCCION

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) pertenece a la familia Retroviridae,
geénero Lentivirus. Es un virus envuelto con una capside proteica, con genoma de
ARN de cadena simple y polaridad positiva; es mas complejo que otros retrovirus
(1). Una de las caracteristicas de este género, es causar enfermedades con
periodos de incubacion relativamente extensos. A este virus se le atribuye el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA).

Para el 2013 se estimd que 35 millones de personas vivian con VIH en el mundo
(2), con una incidencia por afio desde el 2005 al 2013 de 1.6% (3, 4). Habiendo
aproximadamente 39 millones de decesos a causa de enfermedades

relacionadas con VIH desde el inicio de la pandemia (4).



A partir de 1987 se inicio la monoterapia utilizando sélo un analogo de nucledsido,
pero es en 1996 donde se empieza con la terapia antirretroviral altamente efectiva
(TARVAE) reduciendo la frecuencia de muerte y de SIDA de 38% a 22%. Este
tipo de terapia es muy costosa pero gracias a los esfuerzos a nivel mundial,
alrededor de 10 millones de personas con VIH tuvieron acceso a ella para finales

del 2012 (5).

La causa principal del fallo de la TARVAE fue la seleccién de variantes resistentes
de VIH-1 a los medicamentos empleados en la terapia (6). Dichas mutaciones son
la causa de las resistencias inferidas. La resistencia puede determinarse de dos
formas, con pruebas genotipicas o con pruebas fenotipicas. Al realizar pruebas
genotipicas de resistencia nos permite, entre tantas cosas, conocer las variantes
del virus que circulan y elegir de manera adecuada la TARVAE. Se han realizado
estudios sobre el costo — efectividad de realizar este tipo de pruebas en pacientes
sin TARVAE previa, los resultados de estos estudios nos indican que al realizar
la prueba antes de iniciar la TARVAE las expectativas de vida de las personas

con VIH aumentan y los costos del tratamiento disminuyen (7).

En Ecuador, hasta el afio 2010 se contabilizaron alrededor de 18739 pacientes
viviendo con VIH (8). En la actualidad existen 15 drogas antirretrovirales (ARV)

en Ecuador. Las drogas de primera linea, recomendadas por el programa de



VIH/sida del Ecuador son NRTIs y NNRTI, particularmente el esquema es
Tenofovir (TDF)/Emtricitabina (FTC)/ efavirenz (EFV) (8). Existen alrededor de
6765 pacientes bajo tratamiento antirretroviral y se estima que cada afo,

alrededor de 300 pacientes necesitaran un cambio en la terapia (13).

Las guias internacionales actuales de tratamiento ARV incluyen el empleo de las
pruebas de resistencia, con el fin de ayudar a los clinicos en la toma adecuada de
decisiones respecto a los regimenes de tratamiento en cada caso (9).
Desafortunadamente, estas pruebas no estan disponibles en estos momentos de

forma estable en Ecuador.

Por ello nos trazamos los siguientes objetivos:
- Implementar la plataforma de pirosecuenciaciéon 454 de ROCHE para el
gen de la Transcriptasa Inversa localizada en la region Gag/Pol del VIH-1.
- Determinar las mutaciones asociadas a farmacorresistencia, presentes en
la poblacién viral minoritaria, del gen de la Transcriptasa Inversa del VIH-1

presente en las muestras analizadas.



CAPITULO 1

MARCO TEORICO

1.1 Caracteristicas estructurales del VIH-1
El VIH es un virus envuelto con una capside proteica, su genoma consiste
en una cadena simple de ARN de polaridad positiva y es mas complejo que otros

retrovirus.

El virion maduro tiene un diametro de 100 nm, tiene una envoltura proteica en la
que se encuentran las glicoproteinas de superficie (gp120) y la proteina
transmembranal (gp41). Presenta una matriz (p17) y una capside (p24), dentro de
la capside se encuentra una compleja estructura formada por la nucleocapside
(p7) y el ARN gendmico; ademas de tres enzimas necesarias para la replicacion

(PR, Tl e Integrasa) y proteinas no estructurales (10).



Tabla I. Proteinas estructurales del VIH-1.
Se encuentra el nombre de cada proteina estructural, con su respectiva

abreviatura y nombre alternativo. Modificado de Acheson, 2011 (11)

Nombre Abreviatura Nombre

alternativo
Matriz MA p17
Capside CA p24
Nucleocapside NC p7
Proteasa PR p14
Transcriptasa inversa RT p66/51
Integrasa IN p32
Proteina de superficie SU gp120
Proteina ™ gp41
transmembranal

Proteina R del virion  Vpr p15



Tabla Il. Proteinas no estructurales del VIH-1.

Se encuentra el nombre de cada proteina no estructural, con su respectiva

abreviatura y nombre alternativo. Modificado de Acheson, 2011 (11)

Nombre

Factor de Infectividad viral

Proteina unica del VIH-1
Transactivador de la
Transcripcion

Proteina reguladora de Ila
proteinas virales

Efector negativo

1.2 Genoma

expresion de

Abreviatura Nombre

Vif

Vpu

Tat

Rev

Nef

alternativo

p23

p16

p15

p19

p27

El genoma del VIH tiene una longitud de 9.8 kilobases (kb). Posee tres regiones

codificantes para las proteinas estructurales, gag, pol y env, posee también

regiones codificantes de proteinas no estructurales que se encuentran en los



genes Vif, vpr, vpu, nef, tat y rev. En los extremos 5" y 3" existen secuencias no
codificantes llamadas secuencias terminales largas repetidas (LTR). En el
extremo 5" de los LTR se localizan las secuencias promotoras para la
transcripcion, mientras que en el 3" se halla la sefal necesaria para la

poliadenilacion (12).

rev.
tat
o 1 [v] [1bd l]j (oot oy
=0 [ pol | AN env |
LTR X LTR
Gag/Pol Precursor Vpu
Pr160Gog-pol 10
—Env Precursor
Gag Precursor Vit api
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Pr556ag ﬁRb' Nef
\ﬂ 27kD
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Y
Tat
PR 14kD
% PTG Rev
o X e
P R —
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p7 120
= IN ap ™
p32
gp4a1

Figura 1. Organizacién Genémica del VIH-1.
Se describe cada gen del virus y las proteinas que sintetizan. Modificado de

Fields, 2007(1)

1.3 Ciclo de vida del VIH-1
Las células blanco son los macrofagos y las células T. El ciclo de vida se inicia

con la adsorcién de particulas virales a la molécula CD4 de las células blanco a



infectar aqui ocurre una interaccién con sus respectivos correceptores, CCR5
para los macréfagos y CXCR4 para las células T. Producto de esta interaccion
ocurren cambios conformacionales en la gp120, lo que a su vez induce un cambio
conformacional en la gp41, resultando en el ingreso del virus al citoplasma de la
célula, mediante la fusién de las membranas tanto del virus como de la célula

huésped (1, 11, 13).

Después de la entrada a la célula, las particulas subvirales que estan
parcialmente descubiertas inician la retrotranscripcion del ARN viral para generar
el ADN complementario (ADNc), mediante la enzima transcriptasa inversa. El
ADNc es usado por esta misma enzima para formar ADN proviral de doble
cadena, el cual es transportado del citoplasma al nucleo, integrandose en el
genoma de la célula huésped y expresandose junto con él. EI ARNm producido
es transportado al citoplasma dénde es traducido en proteinas virales. Las
poliproteinas gag y gag-pol son llevadas por vias independientes a la membrana
plasmatica, donde las particulas de virus progenie son liberadas como particulas
inmaduras. La maduracién se produce cuando la proteasa es activada por
autocatalisis y escinde las poliproteinas para formar proteinas funcionales (1, 11).
1.4 Variabilidad Genética del VIH-1

La transcriptasa inversa no tiene un mecanismo eficiente para corregir los errores

durante la formacion del ADN proviral. La retrotranscripcion resulta de 1 a 10



mutaciones por moléculas de ADN proviral sintetizada. Esto le permite al VIH

producir descendientes con una alta variabilidad genética.

La variacion genética de los virus de ARN no solo puede ocurrir por mutaciones
puntuales sino también por inserciones, supresiones, recombinacion homaologa o
no homologa y por reordenamiento de segmentos en virus de genoma

segmentado (14).

Los analisis filogenéticos del VIH-1, han revelado la existencia de 4 grandes
grupos. M, N, O y P, siendo estos 2 ultimos los mas cercanos al virus de
inmunodeficiencia del simio (15). El grupo M es el causante de la actual pandemia
y presenta subtipos que van del A-D, F-H, J y K. Dentro de los subtipos Ay F

existen sub-subtipos denominados como A1- A4y F1, F2 (16).

Ademas existe la presencia de virus recombinantes, para la generacién de virus
recombinantes se requiere que 2 virus infecten a la misma célula, esto puede ser
en una misma transmisiobn o en varios episodios de transmision. Esta
recombinacién se puede dar entre diferentes cepas del mismo subtipo (intra-
subtipo), entre cepas de diferentes subtipos (inter-subtipos) o entre cepas de
diferentes grupos (inter-grupos) (16, 17).

La recombinacién en los retrovirus requiere que los genomas virales

genéticamente distintos sean co-encapsidados en cada viridn, estos viriones
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deben infectar productivamente una célula, permitiendo la generacion de
particulas heterocigéticas. En un ciclo infectivo posterior, puede generarse un
genoma recombinante mediante saltos alternativos de la transcriptasa reversa

entre ambos genomas co-encapsidados (18).

La facil recombinacion del VIH-1 ha llevado al surgimiento de formas
recombinantes circulantes (CRF por sus siglas en inglés). Antes de designar a
una nueva forma como CRF, deben caracterizarse 3 virus sin relacion
epidemiologica entre ellos, con los mismos patrones de recombinacion y
agrupacion permanente en arboles filogenéticos. Las CRF se designan con
numeros consecutivos a medida que se van describiendo, seguido por los

subtipos de donde proviene, o cpx cuando derivan de mas de 2 subtipos(18).

Hasta el momento se han identificado 72 CRF distribuidas en todos los
continentes (19). La recombinacién tanto in vitro como in vivo puede ligar
mutaciones en el VIH-1 y aumentar la resistencia a un determinado farmaco

antirretroviral (20) o generar virus multirresistentes (21).

1.5 Epidemiologia
Para el 2013 se estimé que existian 35 millones de personas en el mundo viviendo

con VIH y 2.1 millones de nuevos infectados, siendo Africa el continente con
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mayor cantidad de casos, concentrandose su mayoria en Africa Subsahariana

(Figura 2) (2).

Eastern Europe &
Central Asia
North America and Western and Central Europe 1.1 million
2.3 million [980 000—1.3 million]
[2.0 million — 3.0 million]

Middle East & North Africa
230 00

Pty =
[160 000 - 330 000 i i
[230 000 - 230 000] M'afﬂdmtﬁ?igﬁmﬁc
_ : | . [4.1 million - 5.5 million]
Latin America 24.7 million
1.6 million [23.5 million — 261 million]

[1.4 million — 2.1 million]

Figura 2. Numero estimado de casos de personas viviendo con VIH para el
2013 segun la distribucion geografica. Tomada de Core epidemiological slides

HIV/AIDS stimates. 2014 (2).

En el Ecuador hasta el 2010 habian 18524 personas viviendo con VIH, de las
cuales 6765 recibian ARV (22). En el 2009 se diagnosticaron 4041 nuevos casos,
presentando una tasa de incidencia de 22,5 x 100000 habitantes (22)

La tasa de incidencia de VIH y SIDA para el 2010 fue de 27,72 y 9,09 x 100000
habitantes respectivamente. El sector poblacional mas afectado era el grupo de

personas con edades que comprendian entre los 20 y 44 afos. La mayor tasa de
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incidencia se present6 en la Costa, principalmente en la provincia del Guayas

(22).

1.6 Distribucion geografica de los subtipos del VIH-1

Las formas genéticas con mayor prevalencia en todo el mundo son los subtipos
A, B, C, D, y G. El subtipo A se localiza principalmente en Africa del este, oeste y
central. El subtipo B esta expandido globalmente, con predominio en América,
China, Europa y Africa del Norte. El subtipo C es el responsable de mas del 40%
de todas las infecciones a nivel mundial y se concentra en el sur y este de Africa,
India y Brasil. Los subtipos D y G tienen la mayor prevalencia en Africa y Europa
(23, 24).

1.7 Terapia Antirretroviral

1.7.1 Agentes antirretrovirales y resistencia viral

En sus inicios el tratamiento fue administrado en forma de monoterapia, siendo la
zidovudina el primer farmaco en administrarse (25). Su evolucién incluyé la
administracion de una combinacion de 3 farmacos antirretrovirales, lo cual dio
lugar a la llamada terapia antirretroviral de alta eficacia. Esta introduccion fue
decisiva en la reduccion de la morbilidad y la mortalidad asociada con la infeccion
por VIH-1 y el SIDA (26). Entre los objetivos de TARVAE se encuentra la

reduccion de la carga viral en plasma por debajo de los limites de deteccion de
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los ensayos mas sensibles (<50 copias de ARN/mL) y por el maximo tiempo
posible, ademas de la restauracion de la funcidon inmune mediada por los

linfocitos CD4 (27).

Existen aproximadamente 30 drogas que han sido aprobadas por la FDA (Food

and Drug Administration) para el tratamiento de pacientes infectados con VIH-1

(28). Estan divididas en 5 grupos distintos (29):
a. Inhibidores de la transcriptasa inversa por analogos de nucleésidos (NRTI
por sus siglas en inglés)
b. Inhibidores de la transcriptasa inversa por nucledsidos no analogos
(NNRTI por sus siglas en inglés)
c. Inhibidores de la Integrasa
d. Inhibidores de la Proteasa

e. Inhibidores de la fusion

Una buena adherencia al tratamiento puede suprimir la replicacion viral por varios
afos; sin embargo la terapia no elimina la infeccion. Se sugiere que algunos de
los problemas relacionados con la terapia pueden deberse a mala adherencia,
pobre tolerabilidad de la droga e interacciones entre las drogas ARV y otros
medicamentos (30).

En el pais se da inicio de la TARV cuando el conteo de células CD4 en pacientes

asintomaticos es menor a 500 células/mL (31).
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1.7.2 Inhibidores de Ila transcriptasa inversa por analogos de
nucledésidos/nucleétidos (NRTI)

Los NRTI inhiben la transcriptasa inversa mediante un mecanismo competitivo y

se dividen en analogos de purinas (didanosina y guanosina) y analogos de

pirimidinas (timidina y citidina) (32).

Los NRTI se incorporan a la cadena de ADN provirico naciente, interrumpiendo la
elongacion de la misma y a la vez la replicacién viral. Esto ocurre porque los NRTI
no poseen el grupo OH en la terminacion 3’ para la formaciéon de puentes

fosfodiéster, actuando como terminadores de la cadena (32).

Estos compuestos pueden actuar indistintamente durante la sintesis de la cadena
de ADN-ARN dependiente, como durante la sintesis de la cadena de ADN-ADN

dependiente (30).

1.7.3 Resistencia a los farmacos de la familia NRTI

Como en el resto de las terapias antirretrovirales, los tratamientos con cualquiera
de estos compuestos a menudo inducen la aparicion de cepas de VIH-1 que
tienen disminuidas la susceptibilidad a la droga. Se plantea que la resistencia a
los analogos se debe a dos mecanismos. El primero relacionado con la

pirofosfolisis dependiente de ATP, la que provoca la eliminacion del analogo
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incorporado en la posicién 3’ terminal de la cadena que se esta formando y que
por ende revierte la accion del antirretroviral. En el segundo mecanismo se reduce
la afinidad por el analogo, pero se mantiene la afinidad al desoxinucleétido natural

(33).

Las mutaciones que ocurren en la transcriptasa reversa viral responsable de la
pérdida de la sensibilidad a los analogos se clasifican como: mutaciones
asociadas a nucleodsidos/nucleétidos (NAM) o mutaciones relacionadas con
analogos de timidina (TAM) (32). Las TAM son las responsables de accionar el

mecanismo de pirofosfolisis y por tanto de la eliminacién del AZT y el d4T (30).

Existen otras mutaciones con diferentes mecanismos a las otras clases de drogas

pero que no son resumidos aqui por no constituir uno de los objetivos trazados.

1.8 Ensayos para determinar resistencia a los antirretrovirales
La caracterizacion, prevencion y manejo clinico de la resistencia viral a los
farmacos determinaron el rapido desarrollo de nuevas tecnologias para su
estudio.

Actualmente se utilizan 2 metodologias para detectar la resistencia: ensayos

genotipicos y ensayos fenotipicos.
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1.8.1 Ensayos genotipicos

Esta técnica consta de dos etapas: la amplificacion de la region especifica (genes
gag y pol) y la deteccion de mutaciones. La amplificacién se realiza mediante
técnicas de PCR y la deteccion de mutaciones puede realizarse por 3 técnicas
diferentes: secuenciacién de ADN, hibridacién y ensayos de sondas en linea. La
secuenciacion de ADN es el método de referencia, en ella se determina la
secuencia de nucledtidos de las regiones del genoma anteriormente amplificadas
y se comparan con secuencias de referencia del VIH-1, para determinar la

presencia de las diferentes mutaciones (34).

La secuenciacion puede ser por método quimico conocido como el Método de
Maxam y Gilbert, y el método enzimatico conocido como el Método de Sanger
(35), este ultimo presenta varias modificaciones, siendo una de ellas la

pirosecuenciacion.

1.8.1.1 Secuenciacion de Sanger

Este método fue descrito por Sanger et al en 1977 y se lo conoce como el método
de Sanger o el método con inhibidores de terminacién de cadena (36).

Se utilizan cuatro reacciones de secuenciacién en paralelo para secuenciar una
sola muestra. Cada reacciéon implica un molde de cadena sencilla, un cebador

especifico para iniciar la reaccion, los cuatro desoxinucleotidos estandar (dATP,
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dGTP, dCTP y dTTP), y ADN polimerasa. La polimerasa afiade bases a una
cadena de ADN que es complementario a la plantilla de cadena sencilla de la
muestra. Uno de los cuatro didesoxinucleétidos (ddATP, ddCTP, dUTP o dTTP)
se afade entonces a cada reaccion, respectivamente, a una concentracion menor
que los desoxinucleétidos. La ADN polimerasa va incorporando ddNTP’s a la
cadena de ADN creciente haciendo que esta termine, esto se produce debido a
que los ddNTP’s carecen del grupo OH en el extremo 3'. Cuatro ddNTP’s
diferentes se utilizan de tal manera que la cadena no siempre terminan en el
mismo nucledtido (A, G, C, o T). Esto produce una variedad de fragmentos de
diferentes longitudes, para separar estos fragmentos se utiliza electroforesis en

gel (36, 37) (Figura 3).
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Figura 3. Separacion de fragmentos y analisis en la secuenciaciéon por el
método de Sanger. Detalla brevemente la secuenciacion de Sanger desde
la separacion de la hebra (punto 1), pasando por las cuatro reacciones para
separar cada nucleétido mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
(paso 2y 3), hasta llegar al analisis del patrén de banda (paso 4). Tomada de

Luque y Herraez 2006 (35).

El inicio de la automatizacién de este método fue en 1986 gracias a Smith et al
(38). La secuenciacion se realiza en tiempo real (38), esto puede ser posible
gracias a que se agrega un fluorocromo distinto en cada una de las 4 reacciones
para la sintesis (35), convirtiéndose en el precursor del sistema de genotipificacion

ViroSeq HIV-1.

Actualmente existen dos sistemas cerrados para la genotipificacion de VIH que
amplifican la region de la proteasa y parte de la transcriptasa reversa, utilizando
formas automatizadas de secuenciacion, estos sistemas son: ViroSeq HIV-1 de

Applied Biosystems y Trugene HIV-1 de Siemens.

1.8.1.2 Pirosecuenciacion
Esta técnica fue desarrollada por Ronaghi et al en 1996 y uno de sus principales

usos ha sido el de genotipificacion (39). Eriksson et al en el 2008, utilizd la
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pirosecuenciacion para estimar efectivamente la poblacion viral en pacientes con
VIH, comparando 165 secuencias de 4 poblaciones virales diferentes (40).

En el 2009, Le et al indicé que las mutaciones asociadas a resistencia de baja
abundancia, puede aumentar la resistencia en el momento de fallo virologico, pero
estas mutaciones suelen pasar desapercibidas en los métodos convencionales
de genotipificacion, demostrando asi que la pirosecuenciacion puede
proporcionar informacién importante para los médicos sobre la planificacion de
terapias posteriores (41).

Ji et al en el 2010 demostré6 que la vigilancia epidemiolégica de la
farmacorresistencia del VIH-1 basada en pirosecuenciacion agrupada es costo-
competitiva para la detecciébn de mutaciones asociadas a la resistencia en la
region de la proteasa, y que al realizar modificaciones a la pirosecuenciacion
agrupada puede ser utilizada para determinar la tasa poblacional de mutaciones
que confieren resistencia tanto en la regién de la proteasa como de la
transcriptasa inversa (42).

Dudley et al en el 2012 demostré que utilizando pirosecuenciacion se pudo
realizar secuenciacién simultanea de muestras de hasta 48 pacientes, 4 veces
mas de otros métodos. Ademas este método fue 4 veces mas sensible a costos

3 — 5 veces menores que en la secuenciacion por el método de Sanger (43).
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El sistema de pirosecuenciacién esta basado en un sistema enzimatico y ha sido
utilizado para genotipificar algunos tipos de virus (44).

La pirosecuenciacion presenta varios pasos detallados a continuacion (Figura 4):

Muestra inicial y procesamiento:

Extraccion de

muestra ADN Gendmico, BACs, amplicones, cDNA

Nebulizacion.

1 frapmento

Generacién de pequefios fragmentos.

Preparacién de

libreria
Ligamiento de adaptadores Y.

Flanguean fragmentos de ADN de doble cadena.

1 esfera

Formacion de microreactores de emulsion:

‘ PCR en emulsién A Ecferas, fragmentos & reactivos de PCR en agua//aceite.

1 lectura
Amplificacién clonal.

(x1,000,000)

A Toma lugar en las esferas en los microreactores.
Rompimiento de

emulsién

. Secuenciacion.
Secuencion

Figura 4. Pasos del proceso de pirosecuenciacion.
Breve descripcion del procedimiento y lo que conlleva cada uno de los pasos

en la pirosecuenciacion. Tomada de Hernandez, 2013 (45).

El principio del proceso de secuenciacion es el siguiente, la polimerasa incorpora
los nucledtidos (ANTP) correspondientes, inmediatamente después se libera una

molécula de pirofosfato y la sulfurilasa genera ATP a partir de la molécula
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liberada. La luciferasa hidroliza el ATP y utiliza el sustrato (luciferina) para la
formacion de luz. La luz generada es la utilizada para la elaboracion del

pirograma, el cual nos servira para realizar la lectura de secuencia (40).



CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio observacional, descriptivo de corte transversal. El
universo de estudio estuvo constituido por todas las muestras de plasma de los
pacientes con VIH-1, con fallo al tratamiento antirretroviral recibidas junto a su
respectiva ficha (Anexo A) en el laboratorio de Virologia del INSPI, Guayaquil,
como parte del diagnéstico del Programa Nacional de Control y Prevencion del
VIH/sida. El periodo de estudio comprendié aquellas muestras que entraron de
mayo 2013 a febrero del 2014. La muestra de estudio quedd constituida por el

plasma de 33 pacientes que cumplieron los criterios de inclusion en el estudio.
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Los criterios de inclusion fueron: muestras de plasma que tuvieran 1mL y que
hubieran estado conservadas a -80 °C. Se tomaron en cuenta muestras de

pacientes cuya carga viral previa sea mayor a 20000 cp/ml.

Los criterios de exclusion fueron aquellas muestras con menor volumen, que no
se hubieran conservado de forma adecuada y que tuviera una carga viral menor

a 20000 cp/ml.

Las muestras de plasma procesadas en este estudio provenian de las clinicas del
SIDA de diferentes hospitales de las provincias de Pichincha, Guayas,
Esmeraldas, Los Rios y El Oro, y pertenecen al proyecto INSPI — ESPOL

“Epidemiologia Molecular del VIH-1 en el Ecuador”, auspiciado por SENESCYT.

2.1. Experimentos realizados

Para determinar la presencia de mutaciones asociadas o no a resistencia a drogas

ARV, se realizé estudios de PCR y secuencia del gen pol y gag.
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Flujo de trabajo

Extraccion de ARN

Sintesis de ADNc y
Generacion de
amplicones

Purificacién de
amplicones
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Figura 5. Flujo de trabajo. Detalla los pasos que deben realizarse en la

técnica de genotipificacion por pirosecuenciacion.
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2.2. Extraccion de ARN

Se uso High Pure Viral Nucleic Acid Large Volume Kit (Roche) para la extracciéon

de ARN, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se agregé 2 pl de MS2
RNA al final de la extraccion, para evitar la degradacién del ARN extraido.
Equipos y materiales

- Tubos falcon de 50 ml

- Tubos falcon de 15 ml

- Microtubos de 1.5 ml

- Micropipetas

- Centrifuga de tubos

- Pipetas seroldgicas

- Bafo maria

- Microcentrifuga

Reactivos

- High Pure Viral Nucleic Acid Large Volume Kit (Roche)

- MS2 RNA (Roche)

- Etanol
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Metodologia

a. En un tubo de 15 ml se agregd 1ml de plasma mas 1 ml de binding buffer

suplementado con 15 pl de poly Ay 250 ul de proteinasa K.

b. Se mezclé inmediatamente y se incub6é en bafo maria a 70°C por 15
minutos.

C. Se sacé del bafio maria y se mezclé con 400 pl de binding buffer.

d. Se transfiri6 toda la mezcla a los tubos falcon de 50 ml ensamblados con

columna interna con filtro y luego se procedié a centrifugar por 5 minutos a 4000
g.
e. Se removié la columna interna y se colocé dentro de un tubo colector y

posteriormente se agregd 500 pl de inhibitor buffer.

f. Se centrifugé por 1 minuto a 8000 g.

g. Se descart6 el sobrenadante y el tubo colector.

h. Posteriormente se colocd la columna dentro de un nuevo tubo colector y
se agrego6 450 ul de wash buffer.

i. Se centrifugé por 1 minuto a 80009 y se descarté el sobrenadante.

j. Se repitieron los pasos h — i una vez mas.

K. Luego se centrifugd por 30 segundos a maxima velocidad (13000 g) y se

descarto el tubo colector.
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l. Se procedid a colocar la columna en tubo de 1.5 ml, afiadiendosele 50 pl
de elution buffer y centrifugando por 1 min a 8000 g.
m. Se descarto la columna y se agregé 2 ul de MS2 RNA a cada producto de

extraccion.

2.3. Sintesis de ADNc y generacion de amplicones

Se uso HIV Primer Set YELLOW (Roche) para la sintesis de ADNc y la generacion

de amplicones, siguiendo el protocolo del manual GS Junior Training (Roche)

(43). Luego de obtener los amplicones se realizé un control migrando los
amplicones en un gel de agarosa al 2%, se valoré la migracion de las bandas al
visualizar el gel en un foto-documentador donde debia observarse una banda de
400 bp aproximadamente.

Equipos y materiales

- Cabina de flujo laminar

- Centrifuga de placas

- Micropipetas

- Microtubos de 1.5 ml

- Cooler

- Vortex

- Mini spin

- Termociclador
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- Lamina selladora de placas
Reactivos

- HIV Primer Set YELLOW (Roche)

- Agua ultrapura

- Protector RNase Inhibitor (Roche)

- Transcriptor Reverse transcriptase (Roche)

- RNase H (Roche)
- 10 mM dNTP mix (Roche)

- FastStart High Fidelity Polymerase (Roche)

- FastStart High Fidelity 10X buffer #2 (Roche)

Metodologia

a. Se procedié a centrifugar el HIV_cDNA Primer Plate y el HIV RTP PCR

Primer Plate por 30 segundos a 900 g.

b. Se abrio el HIV cDNA Primer Plate dentro de la cabina de extraccion y se

le agregaron 13 ul del ARN extraido de la muestra a cada pocillo de las filas Ay

C.
C. Se sell6 la placa y se centrifugé por 30 segundos a 900 g.
d. Se llevo la placa al termociclador a 65°C por 10 minutos, al terminar

inmediatamente se llevo la placa a un cooler por 2 minutos.

e. Posteriormente se centrifugd la placa por 30 segundos a 900 g.
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f. La placa se llevo a la cabina, se retir6 el adhesivo de la placa y se colocaron

7 pl del RT master mix en los mismos pocillos donde se habian colocado las

muestras. La preparacion del mix se realizé en el Area Blanca (Anexo B).

g. Se sell6 la placa y se centrifugd por 30 segundos a 900 g.

h. Se coloco la placa en el termociclador. El perfil de temperatura se muestra
en el Anexo B.

i. Se saco la placa del termociclador y se centrifugd por 30 segundos a 900
g.

j. Se llevo a la cabina, se le retir6 el adhesivo a la placa y se coloco 1 ul de

RNAse Inhibitor en los mismos pocillos anteriores.

K. Se sello la placa y se centrifugé por 30 segundos a 900 g.

l. Posteriormente se coloco la placa en el termociclador a 37°C por 20

minutos.
m. Luego se centrifugd la placa por 30 segundos a 900 g.
n. En la cabina de Area Blanca, se dispensaron 22 ul del PCR de master mix

en los pocillos de la fila A hasta la fila D de HIV RTP PCR Primer Plate, la

preparacion del mix se realizé en el Area Blanca (Anexo B).
0. Se llevd la placa a la cabina de extraccion y se agregaron 3 pl de ADNCc,
de lafila A alas filas Ay B, y de la fila C a las filas C y D.

p. Se sell6 la placa y se centrifugé por 30 segundos a 900 g.
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qg. Se coloco la placa en el termociclador, el perfil de temperatura se muestra
en el Anexo B.

r. La placa se mantuvo en frio hasta el siguiente paso.

2.4. Purificacion de Amplicones

Se usé AxyPrep™ Mag PCR Clean-Up (Axygen) para la purificaciéon de

amplicones siguiendo el protocolo del manual GS Junior Training (Roche) (43).

Equipos y materiales

- Centrifuga de placas

- Placa de fondo redondo

- Pipeta multicanal

- Placa magnética

- Termociclador

- Lamina selladora de placas
Reactivos

- Buffer TE 1X

- AxyPrep™ Mag PCR Clean-Up (Axygen)

- Etanol
Metodologia

a. Se centrifugo la HIV RTP Primer Plate durante 30 segundos a 900 g.
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b. Se colocaron 22.5 ul de agua ultra pura en los pocillos de la fila A hasta la
D y de la columna 1 a la 11 de una placa de fondo redondo.

C. Se transfirieron 22.5 ul de los amplicones a cada pocillo, dejando vacia la
columna 12. Se mantuvo refrigerado hasta el siguiente paso.

d. Se le dio vortex a las perlas, y con una pipeta multicanal se agregaron 45
Ml de perlas a cada uno de los pocillos, exceptuando la columna 12 y esto se
realizo pipeteando 12 veces en cada pocillo.

e. Se incubd 10 minutos a temperatura ambiente.

f. Posteriormente se colocd la placa sobre el magneto por 5 minutos a
temperatura ambiente

g. Se retird con la pipeta multicanal el sobrenadante, direccionando siempre
las puntas de la pipeta al centro del pocillo para evitar coger las perlas.

h. Se realizé el lavado que consistié en retirar la placa del magneto para
dispensarle 100 ul de etanol 70%, se agit6 la placa manualmente dando pequefios
golpes a los lados.

i. Se colocd la placa sobre el magneto por 1 minuto y se retird
cuidadosamente el sobrenadante.

J- Se repitieron los pasos h e i 2 veces, en el ultimo lavado se extrajo todo el

remanente de alcohol.
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K. Posteriormente se incubd la placa en el termociclador a 40°C por 4 minutos,
con el objetivo de que se evaporara todo el etanol.

l. Se coloco la placa sobre el magneto, agregando 10 pl de buffer TE 1Xy se
incubd por 2 minutos a temperatura ambiente.

m. Luego se recupero el sobrenadante sin perlas y se coloco en otra placa,

posteriormente se sellé esta placa y se refrigero.

2.5. Cuantificacién por fluorescencia (PicoGreen)

Se uso Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay Kit para la cuantificacion siguiendo

el protocolo del manual GS Junior Training (Roche) (43).

Equipos y materiales

- Fluorometro

- Vortex

- Placa de color negro
Reactivos

- Buffer TE 1X

- Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay Kit

Metodologia
a. Se rotularon 8 tubos de 1.5 ml
b. Se dispensaron 441 yl de TE 1X al tubo 1

C. Se dispensaron 225 uyl de TE 1X del tubo 2 al 8
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d. Luego al tubo 1 se le agregaron 9 pl de DNAstandar, para obtener una
dilucién 1:50.
e. De la dilucion anterior se pasaron 225 ul al tubo 2, se le dio vortex por 10

segundos y asi sucesivamente se hicieron las diluciones hasta llegar al tubo 7,
pues el tubo 8 fue el blanco.

f. Una vez lista las diluciones, se transfirieron 100 pl a los pocillos de la placa
de color negro, como se indica en el Anexo C.

g. Se colocaron 99 ul de TE 1X en los pocillos de la fila A ala D y de la
columna 1 ala 11 en la placa negra.

h. Se transfirieron 1 ul de los amplicones, exceptuando el del control negativo.
i. Luego se transfirieron 5970 pl de TE 1X a un tubo falcon de 50 ml y se
agregaron 30 ul de solucion stock de PicoGreen.

j. Se colocaron 100 ul de la solucién anterior en los pocillos y se homogenizo
cuatro veces.

K. Se llevo la placa al fluorémetro y se realizé la lectura tres veces.

l. Posteriormente se realizé6 un promedio de la fluorescencia y con esos
valores se realiz6 la curva. Todos los datos fueron ingresados en una tabla de
Excel donde estaban aplicadas las férmulas para los respectivos calculos.

m. El valor de correlacion de la curva estandar debia ser mayor o igual a 0.98

(R? = 0.98), en caso contrario se repiti6 la dilucion.
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n. Si los valores estaban por encima de la curva estandar entonces se diluy6
la muestra y se tom6 en cuenta el factor de dilucion para el calculo de la
concentracion final. Si los valores estaban por debajo de la curva estandar se
repitio la operacion de la muestra.

0. Con todos los calculos obtenidos previamente se procedié a preparar el

pool primario, intermedio y final.

2.6. Formacion de la Libreria
La formacién de la libreria se realizé utilizando las especificaciones detalladas en

el manual GS Junior Training (Roche) (43).

Equipos y materiales

Placa fondo redondo

- Termociclador

- Vortex

- Microtubos de 1.5 ml

- Tubos para PCR de 0.2 mi
- Micropipetas

Reactivos

- AxyPrep™ Mag PCR Clean-Up (Axygen)

- Buffer TE 1x

- Etanol
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Metodologia

a. Se temperaron las particulas magnéticas y se rotuld un tubo 0,2 ml para
cada amplicon (A1-D10)

b. Luego se calculé la dilucién de cada amplicén purificado de forma tal que
quedara 1x10° moléculas/ul (amplicon C 3x10° moléculas/ul, menor eficiencia).
C. Se transfirié la cantidad calculada de TE 1x y de amplicon a cada tubo de

0,2 ml rotulado previamente (A1-D10)

d. Luego se rotuld un tubo de 0,2 ml para cada muestra (1-10) (pool primario).
e. Se homogenizo cada tubo con los amplicones purificados diluidos a 1x10°
moléculas/ul.

f. Se prepar6 el mix de amplicones (pool primario 1x10° moléculas/ul) en

cada tubo de 0,2 ml. Esto se preparé mezclando 6 ul de cada amplicon (1A, 1B,
1C y 1D para el primer tubo, asi sucesivamente para los tubos siguientes).

g. Se transfirieron 22,5 ul de cada pool primario a la placa fondo redondo
(columnas 1-10) y se agregaron 22,5 ul de agua ultra pura a cada pocillo.

h. Se le dio vortex 20 segundos a las particulas magnéticas y se agregaron
45 ul de particulas a cada pocillo de la placa de fondo redondo (aplicando vortex
frecuente).

i. Se mezcld por pipeteo con multicanal cada pocillo unas 12 veces y se

incubd la placa de fondo redondo a temperatura ambiente por 10 minutos.
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- Se incubd la placa de fondo redondo a temperatura ambiente por 5 min
sobre concentrador magnético y se descarto el sobrenadante.

K. Se removié la placa de fondo redondo del concentrador magnético y se
agregaron 100 ul de etanol al 70% a cada pocillo.

l. Se le dieron pequefos golpes (10 veces) para homogenizar.

m. Se incubd la placa de fondo redondo a temperatura ambiente por 1 min

sobre concentrador magnético y se descarto el sobrenadante.

n. Posteriormente se repitio el lavado con etanol al 70% descartando todo el
sobrenadante.
0. Se colocé la placa de fondo redondo en el termociclador abierto a 40 °C,

hasta que los pellets estén completamente secos.

p. Se agregaron 22,5 ul de TE 1x a cada pocillo con la placa sobre el
concentrador magnético.

qg. Se dieron pequefios golpes sobre el magneto para favorecer la elucion.

r. Posteriormente se incub6 la placa de fondo redondo a temperatura

ambiente por 2 min sobre la placa magnética

S. Se rotularon unos tubos de 0,2 ml para cada pool primario purificado (1-
10).
t. Se transfirio el sobrenadante (22,5 ul) a cada uno de los tubos de 0,2 mi

rotulados (pool primario purificado).
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u. Se transfirieron 10 ul de cada pool primario purificado a un tubo sarstedt
(pool final a una concentracién madre 1x10° moléculas/ul) (100 ul).

V. Se guardaron los tubos de 0,2 ml con los pool primarios purificados (12,5
ul) en falcon y se conservaron a -20 °C.

w. Se transfirieron 5 ul del pool final concentracion madre (1x10° moléculas/ul)
a un tubo 1,5ml con 495 ul TE 1x (pool final concentracion intermedia 1x107
moléculas/ul) (500 ul).

X. Se conservo el pool final a una concentracion madre (1x10° moléculas/ul)
(95 ul) a -20°C (en alicuotas).

y. Posteriormente se transfirieron 10 ul del pool final a una concentracion
intermedia (1x107 moléculas/ul) a un tubo de 1,5ml con 90 ul de TE 1x (pool final
con una concentracion de trabajo de 1x108 moléculas/ul) (libreria) (100 ul).

2.7. PCR en emulsién

Se usé GS Junior emPCR Reagents (Lib-A), GS Junior Titanium emPCR Kit Oil

and Breaking Kit y GS Junior Titanium emPCR Kit Bead Recovery Reagents, para

la realizacion del PCR en emulsion, la recuperacién de las perlas y el
enriquecimiento de perlas, utilizando las especificaciones detalladas en el manual

GS Junior Training (Roche) (46). La preparacion de los reactivos se detalla en

Anexos.
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Equipos y materiales

- Vortex

- Termociclador

- IKA Turrax

- Placa de 96 pocillos

- Lamina selladora de placas
- Microcentrifuga

- Combitip

- Termociclador

Reactivos

- GS Junior emPCR Reagents (Lib-A)

- GS Junior Titanium emPCR Kit Oil and Breaking Kit

2.7.1.Preparacion de la pre-emulsion

a. Se agitd en el vortex el tubo de aceite de emulsion por 10 segundos a la

maxima velocidad y se coloco el contenido completo (4 ml) en el tubo Turrax.
b. Se agregaron 2 ml del mix Mock 1X en el tubo Turrax.

C. Se programo el Ultra Turrax Tube Dispenser (UTTD) a 4000 rpm durante 5

minutos, se colocé el tubo en el UTTD vy se inicié para el mix de emulsion.
d. Se removio el tubo del UTTD cuando finalizé el programa.

2.7.2.Preparacion de las perlas de captura
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a. Se agregé 1 ml de wash buffer 1X a los tubos de perlas de captura A y B.
b. Se centrifugd a la maxima velocidad (13000 rpm) por 10 segundos, luego
se roto el tubo 180° y se volvié a centrifugar por 10 segundos, a esto se le llama

spin-rotate-spin y se lo realiza para nivelar el pellet.

C. Se descarto el sobrenadante sin remover las perlas.
d. Se realizaron los pasos a — ¢ dos veces mas.
e. Luego se adicionaron 5 pl de la libreria a los tubos de perlas de captura A

y B, y se le dio vortex por 5 segundos.
2.7.3.Emulsificacién
a. Se agregaron 600 pl del mix B a las perlas de captura B, se le dio vortex y

se transfirié todo el contenido al tubo Turrax, por las paredes de este.

b. Se coloco el tubo en el UTTD, y se programé a 2000 rpm por 5 minutos.
C. Luego se realizaron los pasos a y b con las perlas de captura A.
d. Una vez finalizado estos pasos se removio el tubo del UTTD.

2.7.3.1. Amplificacién

Dispensar la emulsion

a. Se empled la combitip y se colocaron 100 pl de la emulsién en los pocillos
de la placa, hasta agotar todo el volumen del tubo.

b. Luego se limpié cuidadosamente la placa para que no quedara ningun

residuo de la emulsion en los espacios entre los pocillos.
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C. Se procedié a sellar la placa y llevarla al termociclador, el perfil de
temperatura se muestra en el Anexo B.

2.7.4.Recuperacion de perlas

Equipos y materiales

- Bomba al vacio

- Centrifuga

- Tubos de 50 ml

- Microcentrifuga

- Vortex

- MPC (Maagnetic Particle Concentrator)

- Bead counter
Reactivos

- Isopropanol

- Etanol

- GS Junior Titanium emPCR Kit Qil and Breaking Kit

- GS Junior Titanium emPCR Kit Bead Recovery Reagents

2.7.4.1. Recoleccion de la emulsién y lavados iniciales

a. Con la bomba al vacio se aspir6 isopropanol para limpiar el equipo.
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b. Luego se colocaron 80 a 100 pl de isopropanol en cada pocillo de la placa,
con una pipeta multicanal y se aspir6 este contenido, esto se recolecto en el tubo
de 50 ml que se encontraba en el sistema anteriormente ensamblado.

C. El paso anterior se repitido dos veces con 100 pl de isopropanol por pocillo.
d. Lentamente se aspiré un volumen adicional de 5 ml de isopropanol para

quitar cualquier remanente de perlas de la peineta.

e. Luego se removio6 el tubo del sistema.

2.7.4.2. Recuperacién de las perlas

a. Se puso a temperar el enhancing buffer.

b. Se le dio vortex al tubo que contenia la emulsion.

C. Se agrego isopropanol hasta llegar a un volumen final de 35 ml, se le dio

vortex hasta que el pellet quedara suspendido.
d. Se centrifugd el tubo a 930 g por 5 minutos y luego se procedié a eliminar

el sobrenadante cuidadosamente.

e. Se agregaron 10 ml de enhancing buffer y se le aplicé vortex en maxima
velocidad.

f. Se centrifug6 el tubo a 930 g por 5 minutos y se elimind el sobrenadante.
g. Se le agregaron 40 ml de isopropanol y luego se le aplicé vortex.

h. Se centrifugo el tubo a 930 g por 5 minutos y cuidadosamente se elimind

el sobrenadante.
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i. Se repitié el paso gy el h.

j- Se le agregaron 40 ml de etanol al 100% vy se le aplico vortex.

K. Se centrifugd el tubo a 930 g por 5 minutos y cuidadosamente se elimind
el sobrenadante.

l. Se agregaron 40 ml de enhancing buffer y se le aplicé vortex.

m. Se centrifugd el tubo a 930 g por 5 minutos y se retir6 el sobrenadante
dejando un volumen aproximado de 2 ml.

n. Luego se transfirié la suspension de perlas, que contiene ADN, a un tubo
de 1,7 ml, sin botar la punta, para luego recuperar todo el remanente de perlas.

0. Spin-rotate-spin a 13000 rpm por 1 minuto y se descart6 el sobrenadante.

p. Se enjuagd el tubo de 50 ml con 1 ml de enhancing buffer y se vertié este

enjuague en el tubo de 1,7 ml, luego se le aplicoé spin-rotate-spin y se descarto el

sobrenadante.

qg. Se enjuago el pellet con 1 ml de enchancing buffer, luego se le aplico spin-
rotate-spin y se descarto el sobrenadante.

r. Se repitio el paso anterior una vez mas.

2.7.5.Enriquecimiento de perlas

a. Se calent6 el termobloque a 65°C.

b. Se agregd 1ml de solucion melt al tubo que contiene las perlas, luego se le

dio vortex y se incubd por 2 minutos a temperatura ambiente.
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C. Posteriormente se aplicé Spin-rotate-spin y se descartd el sobrenadante,

este sobrenadante se almaceno para punto de control.
d. Se repitio el paso anterior una vez mas.

e. Se agregd 1 ml de annealing buffer, se le aplicé vortex, luego spin-rotate-

spin y se descart6 el sobrenadante.
f. Se repitio el paso anterior 2 veces mas.

g. Se agregaron 45 ul de annealing buffer, 15 ul del primer enriquecido Ay 15

pl del B, y posteriormente se aplic vortex.
h. Se coloco el tubo en el termobloque por 5 minutos, e inmediatamente se
coloco en hielo por 2 minutos.

i. Se agregé 1 ml de enhancing buffer y se le aplicé vortex.

j. Posteriormente Spin-rotate-spin y se descarté el sobrenadante.

K. Se repitio el paso i y j una vez mas.

l. Luego se agregdé 1 ml de enhancing buffer y se le aplicé vortex.

m. Posteriormente se dej6 a temperatura ambiente hasta usarlo.

n. Al tubo de tapa color café se le aplicé vortex hasta resuspenderlo
completamente.

0. Se coloco el tubo en el MPC (Magnetic particle concentrator) por 3 minutos

hasta que se precipito el pellet.

p. Se descart6 el sobrenadante con mucho cuidado.
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qg. Se agregaron 500 ul de enhancing buffer y se le aplico vortex.
r. Se coloco el tubo en el MPC por 3 minutos hasta que se precipité el pellet.
S. Se procedié a descartar el sobrenadante con mucho cuidado de no

descartar perlas.

t. Se repitieron los pasos q — s una vez mas.

u. Después de descartar el sobrenadante se retir6 el tubo del magneto.

V. Posteriormente se adicionaron 80 ul de enhancing buffer y se le aplico
vortex.

w. Luego se refrigerd hasta ser usado mas adelante.

2.7.51. Enriquecimiento de las perlas cargadas con ADN

a. Se agregaron 80 pl de las perlas enriquecidas anteriormente al tubo que

contenia las perlas recuperadas de la emulsion, se le aplicé vortex.
b. Se coloco el tubo en el lab rotator por 5 minutos.
C. Luego se coloco el tubo en el magneto de 3 a 5 minutos hasta la

precipitacion del_pellet.

d. Se roto el tubo 180° y se esperd de 3 a 5 minutos.
e. Se descarto el sobrenadante evitando tomar perlas.
f. Posteriormente se lavaron las perlas con 1 ml de enhancing buffer y se

repitieron los pasos ¢ — e, de 6 a 10 veces.
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2.7.5.2. Recoleccion de perlas enriquecidas con ADN
a. Se coge el tubo de perlas enriquecidas y se colocaron 700 ul de solucion

elt, se le aplico vortex.

b. Luego se coloco el tubo en el magneto hasta que se formo el pellet.

C. Se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo.

d. Se repitieron los pasos ay b.

e. Se transfirié el sobrenadante al tubo del paso c.

f. Se realizd spin-rotate-spin a este Uultimo tubo y se descartd el
sobrenadante.

g. Se agregd 1 ml de annealing buffer y se le aplic vortex.

h. Se realizé spin-rotate-spin y se descarto el sobrenadante.

i. Se repitieron los pasos g y h.

j. Se le adicionaron 100 pl de annealing buffer y se le aplico vortex.

2.7.6.Seq primer _annealing

a) Al tubo del proceso anterior se le agregaron 15 ul del seq primer Ay 15 pl
del seq primer B, y se le aplicé vortex.

b) Se colocé el tubo en el termobloque a 65°C por 5 minutos, e
inmediatamente se coloco en hielo por 2 minutos.

C) Se agregd 1 ml de annealing buffer y se le aplicé vortex.

d) Spin-rotate-spin y descartar el sobrenadante.
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e) Se agregd 1 ml de annealing buffer y se le aplicé vortex.

f) Spin-rotate-spin.

2.7.6.1. Conteo de perlas

a. Se coloco el tubo dentro del contador de perlas (bead counter).

b. Se realizé la lectura, con el fondo del tubo en el fondo del dispositivo y con
el dispositivo a nivel de los ojos.

C. Las opciones de lectura fueron las siguientes: Si el borde del pellet se
encontrd entre el borde inferior y el borde superior de la hendidura del dispositivo,
se removio6 el exceso de perlas hasta que esta quedara en el borde inferior.

d. Si el borde del pellet quedo por debajo del borde inferior, esto significa que
no obtuvimos la cantidad de perlas minima necesaria (500000) para proceder a
la secuenciacion.

e. Si el borde del pellet se encontré por arriba del borde superior, significé que
se obtuvo una cantidad de perlas mayor a la maxima necesaria (2000000) y se
repitio el proceso de emulsion con una cantidad 3 veces menor de ADN.

2.8. Secuenciacion

Se usé GS Junior Titanium Sequencing Reagents and Enzymes, GS Junior

Sequencing Buffer y GS Junior Packing Beads para preparar la PicoTiter antes

de ingresar al secuenciador, siguiendo las especificaciones detalladas en el

manual GS Junior Training (Roche) (47).
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Antes de iniciar la secuenciacion se debe realizar un pre lavado al equipo, con
una duracion de media hora y con los reactivos presentes en el estuche.
Equipos y materiales

- Pirosecuenciador GS Junior (Roche)

- Centrifuga de Placas

- PTP (PicoTiter Plate)

- BDD (Bead Deposition Device)

- MPC
Reactivos

- GS Junior Titanium Sequencing Reagents and Enzymes

- GS Junior Sequencing Buffer

- GS Junior Packing Beads

2.8.1.Preparacién de capas
Las perlas se colocaron en el PTP en forma de capas, la descripcion de las capas
se detalla en el Anexo D.

2.8.1.1. Preparacion de DNA beads adicionando las perlas de

control XLTF
a. Se le dio una breve centrifugacion al tubo que contenia las perlas de control

XLTF a 9300 RCF.
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b. Se le agregaron 6 uyl de las perlas de control a las perlas de ADN
enriquecidas.
C. Cuando el volumen resultante fue mayor a 100 pl, se centrifugd y se extrajo

el sobrenadante, dejando en el tubo aproximadamente 100 pl.

d. Luego se agregaron 550 pl de BB2, se le aplicé vortex a maxima velocidad
y se incubd por 2 minutos en el lab rotator.

2.8.1.2. Preparacion de las packing beads

a. Se agregé 1 ml de BB2 y se le aplicd vortex a maxima velocidad.

b. Se lavaron las packing beads 3 veces con 1 ml de BB2 y se centrifugoé a

9300 RCF por 5 minutos en cada lavado. Después de cada centrifugacion se
removio cuidadosamente el sobrenadante.

C. Después del tercer lavado, se agregaron 200 ul de BB2, se le aplico vortex
a maxima velocidad y luego se coloco el tubo en hielo.

2.8.1.3. Preparacion de enzyme beads y PPiase beads.

a. Se adicioné 1 ml de BB2 a cada tubo y se le aplicé vortex a velocidad
media.
b. Se colocaron los tubos en el MPC, durante 30 segundos y posteriormente

se rotaron los tubos unos 180° durante 30 segundos mas.

C. Luego se removi6 el sobrenadante y se sacaron los tubos del MPC.
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d. Luego se lavaron ambos tipos de perlas 3 veces con 1 ml de BB2, se le
aplicé vortex y se recolectaron las perlas usando el MPC.

e. Después del tercer lavado, se adicionaron 400 ul de BB2 a enzyme beads

y 410 ul a PPiase beads, se les aplico vortex a velocidad media y se mantuvieron

los tubos en hielo.

2.8.1.4. Preparacion de la capa 1y 3.

a. Se comenzd este paso rotulando dos nuevos tubos uno con capa 1y el
otro con capa 3.

b. La preparacidon de estas capas se detalla en el Anexo D.

2.8.1.5. Preparacion de la mezcla de DNA beads (perlas

enriquecidas) y Packing beads.

a. Se retir6 el tubo de perlas enriquecidas del lab rotator.

b. Posteriormente se le dio una breve centrifugacion a 9300 RCF por 10
segundos para formar el pellet.

C. Luego se removio una parte del BB2 hasta dejar aproximadamente 50 ul
(se calculdé el volumen del sobrenadante a remover desde un volumen conocido
de perlas de ADN enriquecidas mas 6 ul de perlas de control XLTF mas 500 pl de
BB2).

d. Se le aplicoé una breve centrifugacion a los tubos de la polimerasa y al del

cofactor de polimerasa a 9300 RCF por 5 segundos.
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e. Posteriormente al tubo de perlas enriquecidas se le agregaron 40 ul de
polimerasa, 20 ul de cofactor de polimerasa y 65 ul de BB2.

f. Se le aplico vortex a velocidad baja durante 5 segundos y se incubd en el
lab rotator durante 10 minutos a temperatura ambiente.

g. Luego se le aplico vortex a maxima velocidad.

h. A la mezcla anterior se le agregaron 175 pl de packing beads, se le aplico

vortex a baja velocidad y se incubo en el lab rotator por 5 minutos a temperatura
ambiente.

2.8.1.6. Depésito de la capa 1

a. Se le aplico vortex al tubo de la capa 1 a baja velocidad por 5 segundos
hasta obtener una suspension homogénea.

b. Inmediatamente después se tomaron 350 pl de la suspensidon dentro del
PTP, a través del orificio del BDD.

C. Se centrifugé el BDD a 1620 RCF por 5 minutos.

2.8.1.7. Depésito de la capa 2

a. Se removié el BDD de la centrifuga y con una pipeta se removi6 la mayor
cantidad de sobrenadante.

b. Luego la mezcla que se estaba incubando del lab rotator se debe coger y

dar una breve centrifugacion a 9300 RCF por 5 segundos.
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C. Dicha mezcla, se suspende pipeteando 5 veces e inmediatamente se
cogieron 350 ul de esta suspension y se colocaron dentro del PTP.

d. Luego se centrifugé el BDD a 1620 RCF por 10 minutos.

2.8.1.8. Depésito de la capa 3

a. Se removié el BDD de la centrifuga y con una pipeta se removié la mayor
cantidad de sobrenadante de la capa 2.

b. Luego se le aplicd vortex al tubo de capa 3 a velocidad media por 5
segundos hasta obtener una suspension homogénea.

C. De esta suspension se cogieron 350 ul y se aplicé dentro del PTP.

d. Posteriormente se centrifugé el BDD a 1620 RCF por 10 minutos.
2.8.1.9. Depésito de la capa 4

a. Se removié el BDD de la centrifuga y con una pipeta se removi6 la mayor
cantidad de sobrenadante de la capa 3.

b. Luego se le aplico vortex al tubo de PPiase beads a velocidad media por 5

segundos hasta obtener una suspension homogénea.

C. Luego se aplicaron 350 ul de esta suspension dentro del PTP.

d. Posteriormente se centrifugé el BDD a 1620 RCF por 10 minutos.

e. Y se removio el sobrenadante.

f. Se saco el PTP del BDD y se lo coloco en el equipo, se programo y se inicio

la secuenciacion.
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Las secuencias resultantes son editadas automaticamente por el software Deep

Chek (Advanced Biological Laboratories).

2.9. Analisis de la resistencia

Las mutaciones que confieren resistencia a los ARV, asi como los niveles de
resistencia se identificaron mediante el algoritmo de interpretacion de resistencia
genotipica de Stanford HIVdb, version 6.2.0 de la Universidad de Stanford, EUA

(http://hivdb.stanford.edu/pages/documentPage/drm.html).

Para facilitar el analisis, los niveles de resistencia definidos en este algoritmo
fueron re-clasificados en 3 niveles, combinando la resistencia potencialmente baja
con la resistencia baja en la sola categoria de resistencia baja (RB), por lo que los
grupos quedaron definidos como: susceptible (S), resistencia intermedia (RI) y
resistencia alta (RA).

Los niveles de resistencia a los NRTI se calcularon mediante la determinacion del
promedio del porcentaje de RA, Rl y RB de cada medicamento individual que
pertenece a cada clase de droga. Se consideré como resistencia a una clase
completa (FCR), si el virus estudiado presentaba algun tipo de resistencia a todos
los medicamentos incluidos en una clase, pudiendo preservar la sensibilidad a los

de otra clase de drogas.


http://hivdb.stanford.edu/pages/documentPage/drm.html
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2.10. Analisis estadistico

Se determinaron las frecuencias absolutas y relativas de las variables estudiadas.
Las variables incluyeron las mutaciones que confieren resistencia y las que no
confieren resistencia a los ARV a las poblaciones virales presentes en las
muestras de plasma analizadas.

Se recogieron datos de la ficha de resistencia del Programa Nacional de VIH/sida.
Los datos recogidos con su numero de identificacion, abarcaron las siguientes
variables de estudio: edad (dividida en <10, 10-19, 20-29, 30-39, 40-49 y >50
afios), sexo (femenino o masculino), preferencia sexual (heterosexual,
homosexual o bisexual), terapia antiretroviral (medicamentos, numero de
terapias), valor de la ultima carga viral (dividida en 20000-100000, 100000-
1000000, >1000000 copias/mL) y valor de los linfocitos T CD4+ (divididos en
<200, 200-350, 350-500, >500 células).

Cada muestra se recibidé con su respectiva ficha, en muchos casos con datos

incompletos, en la tabla se exponen los datos encontrados.

Tabla llll. Pacientes con datos segun lo obtenido en la ficha personal.

; ; Sexo Edad Preferencia Sexual
Pacientes Tipo de cvlcopa

estudiados ARV M| F |0-9]10-19 | 20-29 | 30-39 | 40-49 | 50-59 | HT | HM | BS
27 22 27| 22 (14|13 6 | 6 5 3 5 2 7 1
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Se elaboré una base de datos en Excel considerando los resultados obtenidos,
las caracteristicas anteriormente sefialadas recogidas en la ficha de resistencia
del Programa Nacional de VIH/sida para la determinacién de frecuencias.

Las variables cuantitativas continuas (edad, carga viral y conteo de células CD4)
fueron analizadas también a través de la mediana, considerando los valores

minimo y maximo.



CAPITULO 3

RESULTADOS

Se estudiaron un total de 33 pacientes infectados con VIH, con resistencia al
tratamiento ARV (Tabla 4). La mediana de la edad fue de 26 anos, predomino el
sexo masculino (51,9%), siendo los heterosexuales (HT) los mas representados
con el 25,9%. La mediana del recuento de células T CD4+ mas cercana al
momento de la toma de muestra fue de 231,5 células/mm?3 y la de la carga viral

de 104030 copias de ARN/mL.
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Tabla IIV. Caracteristicas de la poblacion
Pacientes (n (%)) 33 (100)
Edad en afos al muestreo 26 (1-53)
mediana (minimo-maximo)
Género masculino (n (%)) 14 (51,9)
Conteo de células T CD4+ mas cercana al momento del 231,5
muestreo (21-1238)
mediana en cels/mm?3 (minimo-maximo)
Carga viral mas cercana al momento del muestreo 104030

mediana en copias de ARN/mL (minimo-maximo) (20623-1580860)

3.1 Analisis de mutaciones del gen de la Transcriptasa Inversa

Las secuencias obtenidas pertenecen al gen de la Tl del VIH-1. Se encontraron
un total de 106 mutaciones en el gen de la transcriptasa inversa, de las cuales 15
estan asociadas a resistencia a uno o varios de los medicamentos de la familia
de los NRTI, y las 91 restantes no confieren resistencia conocida (Figuras 7, 8 y
9).

Dentro de las mutaciones encontradas en la region de la Tl que confieren

resistencia, la mas frecuente fue: M184/V/I (Figura 7). También se encontré un
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gran numero de mutaciones que no estan asociadas con resistencia, algunas de
ellas muy frecuentes (Figura 8).

Hubo mutaciones menos frecuentes pero de gran importancia como la M41L,
L210W yT215F/Y. Estas mutaciones confieren resistencia a todos los analogos
de Timidina (AZT y D4T) y resistencia cruzada a ABC, ddl y TDF.

La frecuencia de mutaciones que confieren resistencia encontradas en
poblaciones mayoritarias (>20%) es menor a la frecuencia de mutaciones en

poblacion total (poblaciones mayores a un 1%) (Figura 9).
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Figura 6. Porcentaje de pacientes con poblaciones de VIH-1 con
mutaciones asociadas a resistencia a los ARV.
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Figura 8. Porcentaje de pacientes con poblaciones de VIH-1 con
mutaciones asociadas resistencia a los ARV, en cuanto a poblaciones
retrovirales mayoritarias (>20%) y a todas las poblaciones retrovirales
analizadas.

3.2 Resistencia a los medicamentos de la familia NRTI

Se encontré6 que 12 pacientes (45%) tienen mutaciones que confieren
sensibilidad a todos los medicamentos de la familia NRTI sin presentar
resistencia alguna y 2 pacientes (7%) con mutaciones cuyos resultados fueron
inconclusos (S*NC). Los 13 pacientes (48%) restantes presentan mutaciones
que generan resistencia a varios o a todos los medicamentos de esta familia

(Figura 10).
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Figura 9. Niveles de resistencia a los NRTI.

De los 27 pacientes, se encontraron 3 pacientes (11%) con FCR (Full Class
Resistance). El 40% de pacientes presentaron mutaciones que producen
resistencia al 3TC pero el 81% de los pacientes recibidé este medicamento en
algun esquema del tratamiento, un hallazgo similar se encuentra en el TDF y
el AZT. Con el d4T ocurré totalmente lo opuesto, existe una mayor cantidad de
pacientes con mutaciones que confieren resistencia a este medicamento en
relacion a los pacientes que recibieron este medicamento, al igual que para el

ABC, el DDI y el FTC (Figura 11).
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Figura 10. Porcentaje de pacientes con poblaciones de VIH-1 que
presentan resistencia a los medicamentos NRTI y de pacientes
utilizando los ARV.

3.3 Resistencia a los NRTI y las caracteristicas de la muestra

estudiada

Se encontré una mayor cantidad de mutaciones que producen resistencia en
hombre que en mujeres, incluyendo a los 3 pacientes con FCR (Figura 12).

Ademas, ninguna mujer presentdé mutaciones que generan resistencia al AZT.



62

60,0
50,0 Hn

M FCR

40,0
d ABC
9% 30,0 1 DDI
HFTC

20,0
i 3TC
10,0 1 DAT
H TDF

0,0
Femenino Masculino AAZT

Sexo

Figura 11. Porcentaje de pacientes con poblaciones de VIH-1 que
presentan resistencia a los medicamentos NRTI segun sexo.

Al analizar los valores del conteo de células T CD4+, se encontré que de los
pacientes que tenian datos de un conteo de CD4 cercano a la toma de la
muestra analizada, el 50% presentaba valores muy bajos (<200 células/mms3).
Solamente menos del 30% de los pacientes tenian un conteo de CD4 mayor a

500 células/mm? (ver Anexo K).

Si analizamos los niveles de carga viral y la presencia de mutaciones que
confieren resistencia a los ARV (ver Anexo K) se observa que todos los
pacientes con alguna mutacién tuvieron una alta carga viral (mayor a 20 000
copias/ml). Cabe sefialar que el 50% o mas de los pacientes con mutaciones
que confieren resistencia a alguno de los ITIAN tenian una carga viral muy

elevada (mayor a 100 000 copias/ml).



63

3.4 Subtipos

De los 27 pacientes, 21 pacientes presentaron subtipo B, 3 pacientes subtipos
28 BF y en 3 pacientes no hubo informacién del subtipo (Figura 13). En los
subtipos encontrados se encontraron mutaciones que confieren resistencia y

FCR de forma proporcional a la cantidad de pacientes de cada grupo.
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Figura 12. Porcentaje de pacientes con poblaciones de VIH-1 que
presentan resistencia a los medicamentos NRTI segun subtipo viral.



CAPITULO 4

DISCUSION

En el estudio se analizaron 33 muestras, de las cuales 27 generaron resultados
y 6 no lo presentaron. Se especula de algunos factores que impidieron obtener
resultados de estas seis muestras, entre los cuales destacamos, en primer
lugar, la falta de conocimiento de la carga viral reciente, en segundo lugar,
problemas de temperatura durante el almacenamiento por fallos o variaciones
en el fluido eléctrico. En el caso de las muestras que llegaron de provincia,
existe la posibilidad que no se respeto la debida cadena de frio. Finalmente,
no se dispuso de una segunda alicuota de muestra para repetir el
procedimiento.

El sexo masculino es el de mayor incidencia de la infeccion por VIH en la
epidemia ecuatoriana, segun los informes del ministerio de salud publica (8),

sin embargo estas diferencias en la proporcién de infectados en cuanto a
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género no resultan significativas. La muestra analizada presenta el mismo

patron, por lo que se adapta a la situacion nacional.

En los individuos estudiados, se puede apreciar que la mediana del conteo de
linfocitos T CD4+ esta por debajo a la cifra que se toma como referencia para
el comienzo de la terapia ARV en pacientes asintomaticos en Ecuador (500
células/mL); aun mas, la mediana de la carga viral también se encuentra
elevada (Ver Anexo K). Estas son sefiales de una posible falla terapéutica, lo

qgue hizo recomendable realizar pruebas de genotipificacion a estas muestras.

El método utilizado para la genotipificacion fue la pirosecuenciacion por
permitir la deteccion de cuasiespecies minoritarias con capacidad
discriminatoria para detectar variantes virales que representan tan solo el 1%
de la poblacion (42), las cuales son importantes en el momento de la
prescripcion de la terapia porque algunas observaciones sugieren que las
cuasiespecies pueden emerger como poblaciones mayoritarias de virus
después del inicio de la terapia de rescate en pacientes pre-tratados (41).

Usando esta técnica, se han encontrado variantes de VIH resistentes a la

droga en poblaciones menores al 20% de pacientes con fallo a la terapia (48).

En el presente estudio se encontraron 15 mutaciones que estan asociadas a

resistencia a los NRTI. En la region de la transcriptasa inversa la mutacion mas
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frecuente fue la M184V, siendo de gran importancia por ser una mutacién que
produce resistencia de alto nivel a los farmacos de la familia NRTI (49).
Diferentes estudios indican que la mutacion M184V/I es de baja abundancia
pero de gran prevalencia, produciendo altos niveles de resistencia a
lamivudina (3TC) (41, 50).

Se encontraron mutaciones menos frecuentes pero de gran importancia como
la M41L, D67N, K70R, L210W yT215F/Y, porque confiere resistencia a todos
los analogos de Timidina (AZT y D4T) y resistencia cruzada a ABC, ddl y TDF
(51).

La mutacion V1181 no fue muy frecuente pero es importante porque se ha
definido que la aparicién de esta mutacion después del fallo en la terapia es
un indicador de infeccién avanzada y progreso rapido a SIDA (52). Ademas,
esta involucrada a la resistencia a AZT y 3TC (53).

Las mutaciones A62V, V75I, F77L estan asociadas al complejo Q151M, el cual
confiere FCR (54, 55). Se han realizado estudios donde se determin6 que la
aparicion de la mutacion L741y L74V depende de dos vias distintas, en el caso
de L74V la aparicion esta ligada principalmente al uso de ddl en la terapia,
mientras que para la L74l esta ligada al uso de TDF y AZT (56). La mutacion
A62V actua como mutacidn compensatoria parcial para la mutacion K65R,
esta mutacidn no esta directamente involucrada en resistencia, sino que mas

bien compensa lo producido por la mutacion K65R en la transcriptasa reversa
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mejorando la capacidad replicativa del virus, lo que conlleva a un aumento del

fitness viral (57).

Se encontrd6 que 12 pacientes (45%) tienen mutaciones que confieren
sensibilidad a todos los medicamentos de la familia NRTI sin presentar
resistencia alguna y 2 pacientes (7%) con mutaciones cuyos resultados fueron
inconclusos (S®™NC). Los 13 pacientes (48%) restantes presentaron
mutaciones con potencialidad de generar resistencia a varios o a todos los
medicamentos de esta familia. Se encontraron 3 pacientes (11%) con
potencialidad de presentar FCR, se define como resistencia total a la clase
cuando se es resistente a todas las drogas de una clase (60).

Existe discordancia entre la cantidad de personas que tomaron los
medicamentos y la cantidad de personas que presentan resistencia. El
principal motivo de esto puede ser que las mutaciones minoritarias no nos dan
a conocer la resistencia actual, sino la posible resistencia que pueda
presentarse al momento de potencializarse algunas de estas mutaciones (41).
Otro motivo es la resistencia cruzada que pueda provocar alguna mutacion
(51), asi como también existen mutaciones que revierten resistencia como la
M184V que a pesar de presentar alto nivel de resistencia para 3TC, ABC y

FTC revierte la resistencia para AZT, d4T y TDF (61).
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La mayoria de los casos son subtipo B, o que concuerda para el estandar de
América (24), con respecto a los 3 paciente de CRF 28 BF, se ha presenciado
un alto numero de casos de CRF de tipo BF dentro de América del Sur (62).
Identificar el subtipo es de gran importancia, porque existen subtipos que son
mas susceptibles a generar resistencia a ciertos medicamentos (63), también
porque pueden interferir en la progresion a SIDA, existiendo variantes de
progresion lenta y de progresion rapida a SIDA como es el caso del
CRF19_cpx, que tiene una distribucion progresiva en Cuba (24, 64).

La realizacion de esta investigacion nos ayuda a comprender la situacion de
farmacorresistencia a los NRTI en el pais. Incrementar estos conocimientos es
de gran importancia porque en la terapia de primera linea se recomienda
utilizar 2 farmacos de esta familia (13) sin conocer el tipo de resistencia que

pueda tener el individuo infectado.



CONCLUSIONES

Se implementé el sistema de pirosecuenciacion 454 de ROCHE para el
gen de la Transcriptasa Inversa localizado en la region Gag/Pol del VIH-
1.

El analisis de las secuencias obtenidas por pirosecuenciacion permitio
encontrar mutaciones asociadas a resistencia en la region de la
transcriptasa inversa, siendo la mas frecuente la M184V/I, la cual es
muy importante por producir resistencia de alto nivel a los farmacos de
la familia NRTI.

Se encontraron las siguientes mutaciones con menor frecuencia: M41L,
D67N, K70R, L210W y T215F/Y, las cual cuales confieren resistencia a
AZT y DA4T, y resistencia cruzada a ABC, ddl y TDF.

Se encontrd la mutacion A62V, la cual no es una mutacion asociada a

resistencia directamente, sino que ayuda en el aumento del fithess viral.

No concordaron la cantidad de personas que tomaron los
medicamentos con la cantidad de personas que presentaron
resistencia, debido a que las mutaciones minoritarias no representan la

resistencia actual sino la posibilidad de resistencia a corto o mediano



plazo, ademas de existir mutaciones que revierten resistencia a ciertos
medicamentos (3TC, ABCy FTC) como la M184V.
Solo se encontraron dos subtipos en las muestras trabajadas, el 93%

correspondio al subtipo B y el 7% restante al CRF28_BF.
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RECOMENDACIONES

Utilizar una poblacion mas grande para el estudio.

Realizar el estudio con pacientes en diferentes etapas, pacientes
virgenes al tratamiento, paciente con tratamiento y pacientes en etapa
SIDA.

Realizar un estudio para conocer las variantes del VIH-1 que circulan

en el pais.
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ANEXO A. Ficha de Resistencia
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ANEXO B: Preparacion de mix y perfiles de

temperatura de PCR

Mix para RT
Transcriptor buffer 112 pl
10 mM dNTP mix 56 pl
Protector RNAse inhibitor 14 pl
Transcriptor RT enzyme 14 ul
Volumen total 196 pl

Perfil de temperatura

RT
1 ciclo | 50°C | 60 min
1 ciclo | 85°C 5 min

4°C
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Mix para PCR
Agua ultra pura 1031.25 pl
FastStart 10X buffer #2 137.5 pl
dNTP mix 27.5 ul
FastStart HiFi polymerase 13.75 i
Volumen total 1210 pl

Perfil de temperatura PCR
1 ciclo 95°C 30 sec
40 ciclos [95°C 30 sec
55°C 20 sec
72°C 45 sec
1 ciclo 72°C 8 min
4°C 0
Perfil de |1 ciclo 94°C |3 min
temperatura 40 ciclos 94°C |15 sec
para 45 sec
emPCR 68°C
72°C |1 min
1 ciclo 72°C |8 min
4°C |

75
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ANEXO C. Tabla de diluciones para cuantificacién de

ADN

Tabla de diluciones

TUBO 1:A12 200 ng/pozo
TUBO 2:B12 100 ng/ pozo
TUBO 3:C12 50 ng/ pozo
TUBO 4 :D 12 25 ng/ pozo
TUBO S5:E12 12.5 ng/ pozo
TUBOG6:F 12 6.25 ng/ pozo
TUBO7:G12 3.13 ng/ pozo
TUBO 8:H 12 0 ng/ pozo




ANEXO D. Descripcion de capas en la PTP

7

No. de capa Tipo de perla

Capa 1 Enzyme beads pre-layer

Capa2 DNA and packing beads

Capa3 Enzyme beads post-layer

Capa 4 PPiase beads

BB2 | Enzyme beads | Vol. total

Capa 1 (enzyme beads pre-layer) | 300 ul | 110 pl 410 ul
Capa 3 (enzyme beads post-layer) | 180 ul | 230 pl 410 ul




ANEXO E. Tabla de mutaciones asociadas a
resistencia a los distintos farmacos con sus

respectivas frecuencias.

Mutaciones asociadas a resistencia
¥ %
M184/V/I 10| 37,0
V75/IT/M/A/L 7| 259
T69/D/N/G/S/A 6| 222
F77L 5 18,5
T215Y/F/D/S 4| 14,8
K70R/EK/KG/OG 3 11,1
NRTI H208Y/L 3 111
L210W/SW 3 11,1
viisl 2 7,4
M41L 1 3,7
A62V 1 3,7
D67N/DG 1 3,7
L741/I1L/V 1 3,7
K219R/Q/E/N/W 1 3,7
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ANEXO F. Tabla de mutaciones que no estan
asociadas a resistencia a los distintos farmacos con

sus respectivas frecuencias.

Mutaciones que no estan asociadas a
resistencia
# %
122K/Q/P 19 70,4
123E/N/S 19 70,4
214F/V 19 70,4
2001/V/A/K/Q 15 55,6
207E/K/A/N/R/T/G 15 55,6
211G/K/T 15 55,6
351/T/R/M/L 14 51,9
174K/N/H/R/D/L 13 48,1
102R/Q 10 37,0
162C/K/L/H/Y 10 37,0
177E/N/G 10 37,0
245K/G/M/Q/T 9 33,3
135T/L/K 8 29,6
142V/T 8 29,6
192N/G 8 29,6
196E 8 29,6
139V/A/M 7 25,9
178M/L 6 22,2
197K/R/E 6 22,2
6D/K 5 18,5
20R 5 18,5
39A 5 18,5
60l 5 18,5
104R 5 18,5
99K 5 18,5
202V 5 18,5




204A/K/M 5 18,5
48T 4 14,8
87L/S/V 4 14,8
105P 4 14,8
173T/E 4 14,8
228H/T 4 14,8
229G/R 4 14,8
246P 4 14,8
250E/G 4 14,8
28K 3 11,1
32E 3 11,1
64R 3 11,1
83K/G 3 11,1
1071/A 3 11,1
120S 3 11,1
153R 3 11,1
160S/L 3 11,1
203D/K 3 11,1
232H 3 11,1
7P 2 7,4
8l 2 7,4
11R/Q 2 7,4
17G 2 7,4
275 2 7,4
53D 2 7,4
63M/T 2 7,4
78G 2 7,4
79D 2 7,4
84A 2 7,4
110N 2 7,4
121H/Y 2 7,4
169G/K 2 7,4
171S 2 7,4
194A/Q 2 7,4
195L 2 7,4
213R/M 2 7,4
248D/G 2 7,4
OTROS 1 3,7
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ANEXO G. Tabla de comparacion entre las
mutaciones encontradas en las poblaciones

minoritarias y las encontradas en las poblaciones

mayoritarias
Poblaciones
virales Poblaciones
Poblaciones | mayoritarias | virales 1-
virales >1% |>20% 20%
M184/V/I 37,0 22,2 14,8
V75/IT/M/A/L 25,9 7,4 18,5
T69/D/N/G/S/A 22,2 7,4 14,8
F77L 18,5 0,0 18,5
T215Y/F/D/S 14,8 7,4 7,4
K70R/EK/KG/OG 11,1 3,7 7,4
H208Y/L 11,1 0,0 11,1
L210W/SW 11,1 3,7 7,4
V118| 7,4 0,0 7,4
M41L 3,7 3,7 0,0
AB62V 3,7 0,0 3,7
D67N/DG 3,7 3,7 0,0
L741/1L/V 3,7 3,7 0,0
K219R/Q/E/N/W 3,7 3,7 0,0




ANEXO H. Tabla de niveles de resistencia

SANC

Abacavir 13 9 3 2
Didanosina 14 7 4 2
Emtricitabina 14 1 10 2
Lamivudina 14 1 10 2
Stavudina 17 4 4 2
Tenofovir 19 6 0 2
Zidovudina 19 3 3 2
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ANEXO I. Tabla de Porcentaje de pacientes con

83

poblaciones de VIH-1 que presentan resistencia a los

medicamentos NRTI y de pacientes utilizando los

ARV.
Pctes

Pctes con|utilizando ese
resistencia* | medicamento

FCR 11,1
ABC 44,4 25,9
DDI 40,7 14,8
FTC 40,7 33,3
3TC 40,7 81,5
DAT 29,6 3,7
TDF 22,2 37,0
AZT 22,2 55,6




ANEXO J. Tabla de porcentaje de pacientes con

84

poblaciones de VIH-1 que presentan resistencia a los

medicamentos NRTI segun sexo.

Sexo n FCR |ABC |DDI |FTC |3TC |DAT |TDF AZT
Femenino | 48,1 0,0| 18,5| 14,8| 18,5| 18,5 3,7 3,7 0,0
Masculino| 51,9| 11,1| 25,9| 259 22,2| 22,2| 25,9 18,5| 22,2
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ANEXO K. Tablas de porcentajes de pacientes con

poblaciones de VIH-1 que presentan resistencia a los

medicamentos NRTI segun su conteo de CD4 y CV.

CD4 n FCR ABC DDI FTC 3TC DAT |TDF |AZT
<200 40,7 3,7 14,8 14,8 11,1 11,1 14,8| 11,1 11,1
200-350 3,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
350-500 14,8 0,0 7,4 7,4 7,4 7,4 3,7 0,0 3,7
>500 22,2 3,7 14,8 11,1 14,8 14,8 7,4 7,4 3,7
Ccv n FCR |ABC |DDI [FTC [3TC |DAT |TDF |AZT
20000-
100000 48,1 7,4| 18,5/18,5| 18,5| 18,5| 14,8|11,1| 11,1
100000-
1000000 |48,1| 3,7| 25,9|22,2| 22,2| 22,2| 14,8|11,1| 11,1
>1000000| 3,7| 0,0 0,0| 0,0 0,0 0,0 0,0| 0,0 0,0
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ANEXO L. Porcentaje de pacientes con poblaciones

de VIH-1 que presentan resistencia a los

medicamentos NRTI segun subtipo viral.

n FCR ABC |(DDI |FTC |3TC DAT |TDF |AZT
B 77,8 7,4\ 40,7| 37,0 37,0 37,0 25,9| 18,5| 18,5
28_BF| 11,1 3,7 3,7 3,7 3,7 3,7 3,7 3,7 3,7
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