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RESUMEN 

GONZALEZ (2017) DETECCION DE LAS MUTACIONES T215Y, M184V Y K103N 
DEL VIII-1 EN SUJETOS SIN TRATAMIENTO ANTIRETROVLRAL Y EN SUJETOS 
CON FALLA I1MUNOLOGICA POR MEDIO DE ARMS qPCR (2011-2015) 

El Virus de Inmunodeficiencia Humano continua siendo el causante de una de las epidemias 
presentes en America Central En este estudio se analizo el uso de la tecnica de ARMS para la 
deteccion de mutaciones puntuales (Ml 84V T21 5Y y K  03N) en la region poi de VIII 1 Este 
metodo es rapido y costo efectivo comparado con la metodologia de secuenciacion Se analizaron 
164 muestras de plasma las cuales se les realizo prueba de carga viral de VIII 1 y  genotipaje de 
VIII 1 usando el sistema Viroseq v2 5 Los resultados obtenidos por ARMS qPCR se compararon 
con los de secuenciacion El ARN fue extraido utilizando el kit Qlamp viral para ARN Para el 
desarrollo del ARMS qPCR se utilizaron los cebadores descritos por Nanfack et al con algunas 
modificaciones y sondas especificas que permitieron la deteccion en el equipo de PCR en tiempo 
real (Rotorgene Q) Para los codones 184 215 y 103 se analizaron 121 sujetos antes del inicio 
del tratamiento y se obtuvo una concordancia del 98 3 % 95 8 % y 96 7 % respectivamente La 
prueba tambien se realizo para los mismos cebadores en 43 sujetos que presentaron falta 
mmunologica y la concordancia fue de 83% 95% and 80% respectivamente La prueba de 
ARMS qPCR demostro ser capaz de detectar con aceptable concordancia, las principales 
mutaciones observadas en resistencia trasmitida Ml 84V T2 1 5Y y Kl 03N en pacientes pre 
tratados Esta metodologia podría ser una opcion para la deteccion de resistencia al V[H en 
paciente antes de recibir tratamiento especialmente en paises con ingresos medios y bajos donde 
la secuenciacion no esta disponible Ademas esta tecnica le ofrece al medico el contar con un 
resultado en menor tiempo y as¡ elegir el mejor esquema inicial de tratamiento para un paciente 
determinado es decir en forma personalizada 
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SUMMARY 

GONZÁLEZ (2016) DETECTION OF HIV-1 MUTATION T215Y, M184V AND K103N 
ON ARV DRUG NAIVE SUBJECTS AND ARV EXPERIENCED SUBJIECTS USLNG 
ARMS qPCR (2011-2015) 

The Human Immunodeficiency Virus epidemic is still ongoing in Central American countries 
Here we analyzed the used of the ARMS technique for detecting known polnt mutations 
(M184V T215Y and K103N) m the HIV polymerase gene This method is suitable for rapid and 
cost effective compare toa sequencmg method Plasma samples (n--164) were analyzed for viral 
load and genotyping test Viroseq v2 5 The ARMS qPCR results were compared with the 
genotyping test RNA was extracted using Qlamp viral RNA mini kit For the optunization of 
ARMS PCR we used the primers described by Nanfack et al with some modifications and 
probes that allowed detection of each mutation using Rotorgene Q For codons 184 215 and 103 
121 naive subjects were studied We obtamed a concordance of 98 3 % 95 8 % 96 7 % 
respectively Also the test was proven with subjects with treatment failure Samples (n=43) were 
analyzed for each codon The concordance of the test was 83% 95% and 80% respectively 
ARMS qPCR had acceptable concordance in detecting M184V T2 1 SY and Kl 03N better than 
ARV drug naive subjects fact that is important because are they are the most common mutations 
observed in patients with transmitted drug resistance This could be an option as novel method for 
the detection of the patient status before the beginnmg of the treatment in countries with low and 
medium resources where sequencmg methods are not available This method could mmimize the 
time to obtam the result and help the physician to select the best initial treatment squeme for a 
specific patient 
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INTRODUCCION 

El virus de Iimunodeficiencia Humano (VIH) es el agente causal del Sindrome de 

Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) En el 2014 alrededor de 36 9 millones de personas vivian 

con el VIH y alrededor de 2 millones de personas se infectaron ese año y  1 2 millones de 

personas murieron de enfermedades relacionadas con el SIDA Para junio de 2015 habían 15 8 

millones de personas bajo tratamiento antirretroviral (ARV) en el mundo (ONUSIDA 2015) 

La resistencia a medicamentos antirretrovirales es causada por la compleja mezcla de poblaciones 

geneticas presentes solamente la secuencia dominante vira¡ sera capaz de ser detectada por 

metodologias como la secuenciacion (Brun Vezinet et al 2004 Grant et al 2003 Halvas et al 

2006) Sin embargo la poblacion presente en menos del 20% reconocida como poblacion 

minoritaria, solo es determinada con metodologias como la reaccion en cadena de la polimerasa 

especifica de alelo y otros ensayos para deteccion de mutaciones puntuales como la 

secuenciacion clonal pirosecuenciacion o secuenciacion de segunda generacion (NGS) (Heneine 

2010) La PCR alelo especifica es una metodología conveniente y menos laboriosa que las 

previamente mencionadas logrando ser entre 10 a 65 veces más sensible que la metodología 

tradicional de genotipaje y poder distinguir poblaciones menores del 1% (Guo 2010) 
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El tratamiento de los pacientes esta basado en utilizar la combinacion de inhibidores no 

nucleosidicos de la transcriptasa inversa (INNTR) e inhibidores nucleosidicos de la transcriptasa 

inversa (INTR) Los inhibidores no nucleosidicos tienen una barrera genetica baja de resistencia 

solo la presencia de una mutacion como lo es la K103N es capaz de conferir resistencia al 

medicamento en el paciente En el estudio HALVAS se evidencia que las mutaciones no 

determinadas por secuenciacion (presentes en menos del 20%) son comunes en pacientes que han 

sido previamente expuestos a medicamentos y contribuyen al desarrollo de falla inmunologica 

(Heneine 2010) 

Las quasiespecies constituyen parte la poblacion genetica del virus en el paciente y pueden 

contener mutaciones que confieran resistencia y convertirse en la poblacion dominante 

provocando falla La deteccion de estas poblaciones juega un rol importante en el estudio del 

desarrollo de resistencia Las poblaciones minoritarias aumentan el riesgo de falla virologica al 

estar relacionada con una mutacion de resistencia y a la vez un aumento de la carga viral del VIH 

La poca adherencia tambien aumenta esta probabilidad de falla si las mutaciones estan presentes 

en niveles bajos al estar libre de la presion selectiva, estas poblaciones con resistencia al 

medicamento aumentan (Guo 2010) 
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1 	FUNDAMENTO TEORICO 

A Generalidades 

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIII) es el agente etiologico del Sindrome de 

Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) (Barre Sinoussi et al 1983 Gallo et al 1984) El VIH era 

desconocido hace 33 años hoy se estima que 39 millones de personas han muerto por causa del 

VIII y alrededor de 78 millones de personas han sido infectadas En Panama, el primer caso se 

detecto en 1984 (Nuñez et al 2010) Segun el informe del Programa Conjunto de Naciones 

Unidas sobre el VIII/SIDA (ONUS1DA) en el 2015 se estimaban alrededor de 17 101 (0 69 

prevalencia) personas viviendo con VIII 

B 	Clasificacion 

El VIH pertenece a la familia Retrovindae subfamilia Othoretrovirinae y genero 

Lentivirus Hasta la fecha dos especies de VIII han sido identificadas el VIH tipo 1 (VIH 1) y 

VIII tipo 2 (VIII 2) Ambos virus comparten 50% de similitud y tienen un origen zoonotico 

comun con el virus de inmunodeficiencia de los simios (SIV) (Knipe et al 2007) El VIII 1 esta 

mas estrechamente relacionada con el SIV que se encuentra en los chimpances comunes (Pan 
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troglodytes troglodytes) (Gao et al 1999 Keele et al 2006) El VIH 2 esta mas estrechamente 

relacionado con el SIV que infecta a monos mangabey (Cercocebus alys) (Chen et al 1996) El 

VIH 1 se clasifica en cuatro grupos que incluyen M N O y P Sin embargo la mayoria de los 

virus entran en el grupo principal (M) que se divide en nueve ciados (A B C D F G H J y K) 

cinco sub subtipos (Al 3 y  Fi 2) y  mas de 40 formas recombinantes circulantes 

C 	Estructura de VIII 

El virion es en forma icosaedrica con un diametro de 120 nm (Gentile et al 1994 

Nermut et al 1993) El VTH esta envuelto por una bicapa lipidica que presenta glicoprotemas 

(gp) que sobresalen de la membrana La gp 120 es un trimero que se une de forma no covalente a 

trimeros de gp41 (Allan et al 1985 Chan et al 1997 Kwong et al 1998 Veronense et al 

1985) La bicapa lipidica encierra un nucleo proteico conico alargado que posee dos hebras de 

ARN de cadena simple de sentido positivo y las enzimas transcnptasa inversa (RT) la mtegrasa y 

una proteasa (Gelderblom et al 1987 Knipe et al 2007) El genoma posee 9 700 nucleotidos y 

codifica para nueve genes que generan 15 protemas Los tres mayores genes estructurales 

incluyen GAG FOL y ENV Los seis genes accesorios mas pequeños incluyen VIF VPR TAT 

REy VPU y NEF Las largas repeticiones terminales (LTR) localizadas en cada extremo 

contienen promotores que estan relacionados con el proceso de transcripcion (Kuiken et al 

2009) 

El gen FOL codifica enzimas que intervienen en la reproduccion y la mfeccion (proteasa, la 

transcnptasa inversa y la mtegrasa) El gen ENV codifica las protemas de la membrana que 

permiten la union viral y fusion a celulas diana Las protemas reguladoras y accesorias juegan un 

papel en la transcripcion viral y tienen importantes factores de virulencia Las largas repeticiones 
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terminales (LTR) flanquean el genoma viral y estan involucradas en la transcripcion (Kmpe et al 

2007) El gen GAG codifica las proteinas de la matriz (subunidad p17) de la capside (subunidad 

p24) nucleocapside (subunidad p7) y proteinas estructurales p6 (Kuiken et al 2009) 

D 	Ciclo de vida del VIH 

VIH 1 infecta las celulas que expresan el receptor CD4 incluyendo linfocitos T CD4+ 

macrofagos y celulas dendnticas La gp 120 sufre cambios estructurales cuando se une al CD4 lo 

que permite el virus se adhiera a los co receptores CCR5 o CXCR4 Una vez que el virus se une a 

la celula diana, la region del peptido de fusion de gp41 penetra en la celula (Wyatt y Sodroski 

1998) Luego de la fusion de membranas el virus sufre desenvoltura, permitiendo a las particulas 

virales introducirse en el citoplasma de la celula hospedera (Lehmann Che y Saíb 2004) La 

transcriptasa inversa (RT) es tambien la ARN polimerasa viral dependiente de ADN y retro 

transcribe el ARN en ADN La enzima tambien tiene la funcion de RNasa II que se requiere para 

la degradacion del ARN viral permitiendo la formacion de cDNA (Sarafianos et al 2009) Antes 

de la mtegracion se forma un complejo que consiste en cDNA viral la mtegrasa, la proteasa vpr 

y la transcriptasa inversa El complejo de pre mtegracion se traslada al nucleo y la integrasa 

media la mtegracion del ADN viral en una region transcripcional del genoma del hospedero 

(Lehmann Che y Saib 2004) 

En la celula hospedera la activacion proviral se produce debido a la activacion de genes 

reguladores de la transcripción que se unen al LTR (Kuiken et al 2009) Como consecuencia se 

producen transcritos virales cortos durante la transcripcion basal que forman la horquilla a los 

que se une Tat Junto a esta estructura se reclutan otros factores que permiten la produccion de la 
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longitud completa de los transcntos de VIII 1 (Kuiken et al 2009 Zheng et al 2005) Los 

transcritos se empalman en fragmentos de 2 kb o 44 kb Estos pueden salir del nucleo con 

facilidad mientras que el otro requiere de Rey (Zheng et al 2005) Los fragmentos mas cortos se 

traducen en el citoplasma y Tat, Rey y Nef se producen Rey se une a RRE y lanza los transcritos 

mayores al citoplasma (Pollard y Malim 1998) Durante el ensamblaje del virion las hebras de 

ARN y poliproteinas de GAG se ensamblan en la membrana de la celula hospedera P6 media 

interacciones permitiendo la maduracion de los viriones (Bteniasz, 2009 Klein et al 2007) 

E 	Progresion de la enfermedad 

La transmision del VIII se puede producir a traves de la exposicion sexual con una pareja 

infectada, por la exposicion con sangre infectada o sus derivados por exposicion intra utero 

durante el parto o traves de la lactancia materna (CDC 2005) La infeccion por VIII ocurre 

comunmente a traves de las superficies mucosas y en estos puntos de entrada, las celulas 

dendnticas mteractuan con el virus y facilitan la infeccion de linfocitos T CD4+ (Geijtenbeek y 

van Kooyk 2003) La carga viral es alta en la infeccion inicial pero disminuye a medida que los 

linfocitos T citotoxicos controlan al virus (Musey et al 1997) A medida que la enfermedad 

progresa, el virus continua infectando lmfocitos T CD4+ por lo que la carga viral aumenta y los 

linfocitos T CD4+ disminuyen En consecuencia, el recuento de linfocitos T CD4+ y la carga 

viral estan fuertemente correlacionados con la del desarrollo de SIDA (Goedert et al 1987 

Mellors et al 1995b Phillips et al 1991) 

Los pacientes en la etapa de SIDA se caracterizan por un recuento de lmfocitos T CD4+ menor de 

200 celulas/mm3  y por la presencia de infecciones oportunistas graves asociadas con el VIII 

(OMS 2007) 
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F 	Terapia antirretroviral 

La terapia antirretroviral (ARV) suprime la replicacion viral permitiendo as¡ la 

reconstitucion parcial del sistema inmune y por lo tanto retarda la progresion a SIDA (Connick 

et al 2000 Tochikura et al 1989) Sin embargo como el VIH se integra en el material celular 

de las celulas inmunitarias del hospedero los pacientes deben permanecer en terapia ARV 

indefinidamente (Weller y Williams 2001) Hasta junio de 2015 mundialmente habia 15 8 

millones de personas en tratamiento Al mismo tiempo pese a que las nuevas infecciones por el 

VIH han disminuido todavia hay un numero inaceptablemente alto de nuevas infecciones por el 

VIH y de muertes relacionadas con el SIDA cada año (ONUSIDA 2015) 

Cada clase de medicamento ARV interfiere con una etapa diferente en el ciclo de vida viral La 

terapia antirretroviral combinada (HAART/TARGA) se aprovecha de esta condicion ya que 

consta de al menos tres farmacos distintos pertenecientes al menos a dos de la misma 

clasificacion (Clavel et al 2004) En las guias de Panama, el esquema indicado incluye dos 

inhibidores de la transcriptasa reversa y un inhibidor no nucleosidico de la transcrlptasa reversa 

como primer esquema Como segundo esquema se prescriben dos medicamentos de transcriptasa 

reversa nucleosidicos con un Inhibidor de proteasa, usualmente LopinaviríRitonavir 

El tratamiento antirretroviral en los ultimos años ha aumentado la esperanza de vida de muchos 

pacientes viviendo con \'TH alrededor del mundo logrando disminuir las posibilidades de 

progresion a SIDA La mejora de la respuesta inmune es posible una vez se disminuye la 

replicacion del virus La falla del primer regimen de tratamiento se puede deber a diversas 
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razones como la desnutricion lo que a su vez disminuye la absorcion de los medicamentos Otras 

razones son la carencia de recursos economicos la adherencia a los medicamentos ARV el 

desabastecimiento de medicamentos que tambien dificulta el cumplimiento del mismo e 

incrementa la posibilidad de resistencia trasmitida (Rath et al 2013) 

1 	Modo de accion 

Los medicamentos inhibidores nucleosidos de la transcriptasa reversa (INTR) son 

analogos de bases nitrogenadas estructuralmente similares a los nucleosidos naturales pero los 

residuos de ribosa carecen del grupo hidroxilo en la posicion 3 Estos nucleosidos son 

fosforilados por quinasas celulares y compiten con los dNTPs para su incorporacion en el ADNc 

transcrito Como el analogo del nucleosido carece del grupo hidroxilo 3 la siguiente base no 

puede formar el enlace fosfodiester 3 5 y la sintesis de ADN se ve interrumpida (Menendez 

Arias 2008) 

Los Inhibidores no nucleosidos de la transcrlptasa reversa (INNTR) son un conjunto diverso de 

pequeños compuestos hidrofobicos (<600 Da) Los INNTR no siguen el mismo mecanismo que 

los INTR estos previenen la actividad al reposicionar el residuo catalitico del aspartato localizado 

en la proteína p66 de la transcriptasa reversa Los inhibidores de la proteasa se unen y disminuyen 

la actividad de la proteasa, la escision de las poliproteinas virales GAG y GAG POL por lo que 

no permiten la maduracion vira¡ El inhibidor de la entrada, Enfuvirtida, se une a la gp4 1 y  evita 

que la proteína realice cambios conformacionales necesarios para la fusion (Lalezari et al 2009) 

El inhibidor de la integrasa, Raltegravir se une al dominio catalitico de la integrasa, previniendo 

la insercion del ADNc viral en el genoma huesped (Sichtig et al 2009) El inhibidor CCR5 
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Maravi Roc se une y bloquea los co receptores CCR5 en las celulas inmunes (Saber y Schapiro 

2008) 

G 	Resistencia a las Drogas 

Mas de 10 millones de personas de paises de medio y bajos recursos economicos estan 

recibiendo el tratamiento (ONUSIDA 2013 Montaner et al 2014) siendo una combinacion de 

uno o mas INTR y un INNTR Cuando el tratamiento es efectivo al disminuir la replicacion viral 

se reduce la transmision y se revierten enfermedades por inmunodeficiencia Al haber un aumento 

dramatico del uso de los ARV teoricamente se debe disminuir la incidencia de la infeccion en el 

adulto la transmision vertical y la mortalidad asociada 

A pesar de que la resistencia en pacientes que estan bajo tratamiento ha disminuido en años 

recientes ninguna region ha mostrado una dismmucion en la resistencia en pacientes sin 

tratamiento o naive Esta situacion indica que a pesar de contar con un buen control de la 

epidemia debido al uso correcto de los antirretrovirales la transmision de resistencia se perpetua 

debido a que estos han sido infectados con una cepa resistente (Wertheim et al 2017) Esta es la 

razon por la cual un diagnostico temprano y seguimiento de la carga viral es importante con un 

tratamiento eficiente El conocimiento de la magnitud y direccion de la resistencia trasmitida es 

importante en la salud publica mediante estos resultados se puede indicar el desarrollo de nuevos 

medicamentos guias de tratamiento indicacion de pruebas de monitoreo o identificacion de 

nuevas terapias que no esten dirigidas a INNRTI (Snedecor et al 2014) 

Se ha determinado que al seguir el tratamiento de primera linea, alrededor del 10% 30% de los 

pacientes presentara falla inmunologica En la actualidad se presenta un aumento de resistencia a 

medicamentos adquirida luego de la exposicion mientras que para sujetos que aun no han 

iniciado tratamiento el porcentaje de resistencia ha aumentado mas del 5%( Rhee 2015) 
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Al encontrarse este nivel de aumento de las resistencias previa al tratamiento se hace imperativo 

revisar las guias de tratamiento ARV Actualmente cuando hay falla al primer esquema, se 

cambia un INNTR por un inhibidor de la proteasa, haciendo el tratamiento mas costoso y menos 

tolerable para el paciente La determinacion de mutaciones que pueden conferirle resistencia a un 

medicamento al paciente por medio de una prueba conveniente contribuye con una terapia 

personalizada El realizar una prueba de genotipaje de VIII previa al tratamiento es una 

recomendacion de las guias internacionales Una prueba ARMS especifica para determinar las 

mutaciones mas prevalentes en el pais es una alternativa costo/efectiva para estudiar a todos los 

pacientes previo a su tratamiento 

La terapia con medicamentos ARV reduce drasticamente la replicacion viral y como 

consecuencia del generalizado uso de la terapia antirretroviral combinada (? 3 medicamentos de? 

2 clases) la mortalidad y la morbilidad relacionada con el SIDA han disminuido (OMS / SIDA 

2008) Sin embargo el desarrollo de mutaciones de resistencia a farmacos o la infeccion con un 

virus resistente puede llevar al fracaso del tratamiento (Erice et al 1993 Kozal et al 1993) 

Las mutaciones de resistencia a drogas pueden desarrollarse en respuesta al tratamiento con cada 

farmaco ARV disponible (Johnson et al 2009) En el tipo salvaje los virus son susceptibles a las 

drogas la prevencion de la evolucion de resistencia a los medicamentos y por extension el exito 

de la terapia con medicamentos ARV depende de la adherencia a largo plazo Dependiendo de la 

droga se requiere el cumplimiento de> 60 al 95% para lograr la supresion virologica y prevenir 

el desarrollo de resistencia a las drogas (Gardner et al 2009) Algunos estudios sugieren que de 

10 personas nuevas infectadas una es infectada por una cepa resistente (Detsika et al 2007) 
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La exposicion al fármaco inadecuada puede dar lugar a la expansion de las cuasi especies 

resistentes a las drogas Estas subpoblaciones pueden aumentar rapidamente fuera de la 

competencia del virus de tipo salvaje que conduce al fracaso del tratamiento (Gardner et al 

2009) La poblacion del VIII 1 dentro de un individuo es geneticamente heterogenea como 

resultado de tres factores (1) el VIII 1 exhibe una tasa de replicacion de hasta 1010  vinones por 

dia (Perelson et al 1996 Piatak Jr et al 1993) (2) la TR tiene una alta tasa de error de copia 

(Roberts et al 1988) sustituciones adiciones y supresiones se introducen con una velocidad de 

hasta 5 errores / ciclo de replicacion (Preston et al 1988) (3) la recombinacion que puede 

ocurrir si un individuo esta infectado con dos cepas diferentes del VIII (Burke 1997 Zhuang et 

al 2002) 

Estos factores conducen a la evolucion de las muy diversas subpoblaciones de cuasi especies en 

un paciente infectado Si alguna de las mutaciones aleatorias que se desarrollan proporciona una 

ventaja selectiva en presencia de medicamentos ARV entonces esa cuasi especie mutante 

competiria con los virus menos aptos (Simon et al 2006) Sin embargo la resistencia a los 

medicamentos no siempre se desarrolla en vivo en respuesta a la presion de la terapia con 

medicamentos ARV Aunque es relativamente poco comun la transmision del VIII resistente a 

drogas se produce y es una creciente preocupacion en todo el mundo (Bennett et 2008 Erice et 

al 1993) Del mismo modo los diferentes subtipos de VIII 1 no responden por igual a cada 

medicamento ARV debido a los polimorfismos (Palmer et al 1998) En contraste con el fracaso 

del tratamiento debido a la resistencia a los medicamentos la toxicidad de ciertas drogas a 

menudo limita el exito de la terapia y esto puede depender de la genetica del huesped (Tozzi 

2010) 
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H 	Clasificacion de Mutaciones 

Las mutaciones del VIII 1 se clasifican como primarias / principales secundarias / menores o 

compensatorias Cuando estan presentes solo las mutaciones primarias estas son capaces de 

inducir altos niveles de resistencia a drogas Las mutaciones secundarias son menos potentes ya 

que su sola presencia reduce marginalmente la sensibilidad a los medicamentos En consecuencia, 

estas mutaciones se encuentran casi exclusivamente con otras principales mutaciones primarias 

Las mutaciones pueden dar lugar a la disminucion de la actividad lo que se compensa por el 

desarrollo de mutaciones compensatorias que restauran la actividad viral (Shafer 2002) La 

barrera genetica de un farmaco o clase de farmacos es una medida que determina la facilidad con 

la que la resistencia se desarrolla durante el tratamiento Uno o dos polimorfismos de un 

nucleotido (SNPs) conducen a alto nivel de resistencia a las drogas con una barrera genetica baja 

mientras que se requieren diversos SNPs para desarrollar resistencia a las drogas con una alta 

barrera genetica En general los inhibidores de RT tienen una baja barrera genetica, mientras que 

los IP tienen una alta barrera genetica (Luber 2005) Las mutaciones minoritarias presentes en 

pacientes naive pueden estar presentes debido a una o dos fuentes la resistencia trasmitida o 

mutaciones de novo debido a la actividad vira¡ del VIH 

1 	Las mutaciones principales de INTR 

Los INTR asemejan nucleosidos naturales y se incorporan en las cadenas de ADN La 

incorporacion del INTR impide la elongacion continuada debido a que las bases modificadas 

carecen del grupo hidroxilo 3 (Menendez Arias 2008) Existen dos tipos de mutaciones 
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inducidas a los INTR las que resultan en una mayor discnminacion de los analogos de base 

nitrogenada y las que resultan en la eliminacion de la cadena de terminacion inducida por los 

INRT La discriminacion mejorada retrasa la incorporacion de 3TC ABC ddl FTC y la 

replicacion viral continua (Shafer y Schapiro 2008) Los medicamentos analogos de la timidina 

(ZDV y d4T) son afectados por el segundo tipo de mutacion y se denominan mutaciones de 

analogo de la timidma (TAM) (Clavel y Hance 2004) La transcnptasa reversa mutada tiene una 

conformacion alterada lo que permite la union de ATP El ATP unido rompe el enlace 

fosfodiester entre la cadena de ADN y el analogo de base lo que permite continue el 

alargamiento (Boyer et al 2001) 

a) M184V 

Una mutacion de los INTR comun es el cambio de metionina (M) a valina (V) en el codon 184 

(MI 84V) del VIH 1 produciendo un alto nivel de resistencia (>500 veces) La mutacion se 

produce como resultado de un SNP en esta posicion (ATG -+ GTG) la cual provoca la 

sustitucion de la metionina en el sitio catalitico de la TR Cuando se usa 3TC en monoterapia, se 

desarrolla Ml 84V en una semana lo que resulta en la resistencia de alto nivel (Clavel y Hance 

2004) Ml 84V tambien se traduce en bajo nivel de resistencia a ddl y ABC pero una mayor 

susceptibilidad a ZDV d4T y TDF (Shafer y Schapiro 2008) 

En la ausencia de la presion selectiva, las poblaciones que tengan virus con la mutacion Ml 84V 

revertiran rapidamente a cepa salvaje y no puede ser detectada por secuenciacion debido a su 

replicacion debajo impacto (Toni et al 2009) La presencia de la mutacion Ml 84V al inicio sin 

tratamiento aumenta la resistencia en un 2 10% en corto tiempo en comparacion con sujetos sin 

la mutacion (Vignoles et al 2009) 
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2 	Mutaciones provocadas por analogos de timidina (TAM) 

El nivel de resistencia a ZDV d4T y otro INTR es proporcional al numero de TAMs presentes 

Las mutaciones de resistencia se dividen en dos categorias de tipo 1 y  tipo II El patron de tipo 1 

incluyen M41L L21OW y T215Y y el tipo II incluyen D67N K70R, T215F y K219Q / E (Shafer 

y Schapiro 2008) K70R y T215Y / F confieren resistencia moderada a ZDV y d4T (Garcia 

Lerma 2005) La presencia de dos mutaciones D67N K70R y T215Y o M4IL / T215Y son 

necesarios para presentar alta resistencia (Menendez Arias 2008) M41L D67N L210W y 

K219Q / E son mutaciones secundarias y solo confieren resistencia cuando se asocia con K70R y 

T215Y / F (Garcia Lerma, 2005) 

3 	Las mutaciones INNTR Principales 

Los inhibidores no nucleosidicos de la transcriptasa reversa (LNNTR) son pequeños compuestos 

que inhiben especificamente la transcriptasa reversa del VIII 1 Los INNTR se unen a un sitio 

hidrofobo adyacente al sitio activo de la transcriptasa reversa de V11-{ induciendo un cambio 

conformacional y asi disminuye la actividad de la misma (Martms et al 2008) Actualmente se 

conocen 30 diferentes clases de INNTR En la siguiente tabla se muestran los cambios de 

residuos de ammoacidos y las mutaciones de nucleotidos que producen resistencia en los INNTR 

(Cuadro 1) 

Codon Cepa salvaje (wild type) Secuencia Mutada Cambio de residuo de aminoacido 
KI03N AAA/G AAC/T Lisma(K) —*Asparagina (N) o 

Serma (S) 
V106M GTA/G ATG Valina (V) —+Metionina (M) 
Y18IC TAT TGT Tirosma (Y) —Cistema(C) 
G190A GGG/A/C/T GCA Glicina (G) -+ Alanina(A) 
P22511 CCC/T CAC Prolina (P) -* llistidina (1-1) 
Cuadro ¡ Identificacion de los cambios en codones de mteres para los INNTR 
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a) K1O3N 

La mutacion se produce en el codon 103 cuando se da un cambio del codon AAA o AAG por 

AAC o AAT y se producen asparagina (N) o senna (S) respectivamente en vez de usina (K) Este 

cambio en el residuo de aminoacido produce un alto nivel de resistencia a NVP y EFV (Guo 

2010) Se forma un puente de hidrogeno con las mutaciones 103N y 188Y que estabiliza el sitio 

catalitico y reduce drasticamente el enlace de los INNTR, confiriendo amplia resistencia a estos 

medicamentos (Harrigan et al 2005 Ren y Stammer 2008) Los INNTR tienen una baja barrera 

genetica debido a que la actividad RNasa U se disminuye por lo tanto la K  03N puede persistir 

años en niveles bajos en la ausencia de droga (Martínez Picado y Martinez 2008) 

Pollili demostro la presencia y persistencia de la mutacion KI03N una vez ha sido expuesto al 

medicamento a pesar que este fuera en un corto periodo de tiempo (Polilli et al 2009) Por esta 

raron la busqueda de esta mutacion toda vez que el paciente haya sido expuesto al medicamento 

aunque sea por corto tiempo es imperativo Lo ideal es usar metodologias como lo es la PCR 

alelo especifica, que permiten su deteccion en corto tiempo La primera generacion de IINNTR 

tiene una barrera genetica baja y es por esto que la K103N es capaz de conferir resistencia luego 

de la presion selectiva El efavirenz (EFV) y la nevirapina (NVP) tienen una vida en el plasma 

mas largo comparado con los INTR Para el efavirenz es de 14 5 167 6 horas comparada con la 

de AZT la cual es de 1 2 horas y con 3TC que es de 8 horas La Interrupcton del medicamento 

ya sea programada o no favorece la apancion de esta mutacion 
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Por lo general la poblacion resistente a NVP alberga KI03N en el plasma y es capaz de disminuir 

por debajo del limite de deteccion (50 copias de ARN VIH 1 / mL) por genotipo estandar despues 

de seis meses de interrumpir el tratamiento (Johnson Li et al 2005 Loubser Balfe et al 2006 

Palmer Boltz et al 2006 Palmer Boltz et al 2006 Metzner Giulien et al 2009 Saladini 

Vicente et al 2009 Toni Asahchop et al 2009 Wmd Rotolo Durand et al 2009) 

Una mujer embarazada a la cual se le administro nevirapina durante el parto para prevenir la 

trasmision al recien nacido puede generar la aparicion de Kl 03N que persistira como una 

poblacion minoritaria por lo menos 5 años despues de la exposicion as¡ sucede con pacientes que 

han tenido una falla mmunologica Estas variantes menores persisten por un penodo maximo de 

cinco años en el plasma despues de retirada de la presion de drogas (Flys Donnell et al 2007) 

Las mismas son tambien encontradas en los depositos latentes de celulas T CD4 en reposo 

(Siliciano Kajdas et al 2003 Bailey Sedaghat et al 2006 Briones de Vicente et al 2006 

Wind Rotolo Durand et al 2009) A diferencia del genotipaje los ensayos de mutaciones 

especificas basadas en la PCR en tiempo real han demostrado poder detectar y cuantificar 

variantes menores resistentes a los medicamentos como la Kl 03N y otras mutaciones asociadas a 

la resistencia cuando esta presente en una muestra de paciente con frecuencias menores del 20% 

incluso menores del 0 1% (Metzner Bonhoeffer et al 2003 Halvas Aldrovandi et al 2006 

Palmer Boltz et al 2006 Palmer Boltz et al 2006 Johnson Li et al 2007 Paredes Marconi 

et al 2007 Baldum Oette et al 2009) 

b) 	Y181C 

El cambio la tirosina (Y) a cisteina (C) en la posicion 181 da como resultado la perdida de un 

anillo aromatico y la interaccion entre el residuo de aminoacido y las drogas ARV Como hay 
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mayor interaccion entre la enzima y NVP comparado con EFV la mutacion Y 181 C se asocia en 

mayor grado con resistencia a NYP y en grado moderado con resistencia a EFV (Ren y Stamnier 

2008) 

4 	Las mutaciones secundarias INTR 

La mayoria (95%) de las mutaciones secundarias se producen con la presencia de mutaciones 

principales Estas incluyen a las K2OR. T39A K43E / Q / N E44D / A T69N / S / E / G / 

insercion V75M / A VI 181 G196E K122E E203K / D y 11208Y (Delaugerre et al 2001 

Gonzales et al 2003 Mellors et al 1995a Saracmo et al 2006 Shafer y Schapiro 2008 

Svicher et al 2006) 

5 	Las mutaciones en otras clases de medicamentos 

En total mas de 80 mutaciones en mas de 40 sitios confieren resistencia a uno o mas de los 

inhibidores de la proteasa (IP) Similar a las mutaciones de los INNTR fas mutaciones a IP 

conducen a una disminucion de la afinidad del inhibidor de proteasa en el sitio diana (Otaku y 

Freire 2005) Las mutaciones 147V / A y V82A / F / T S confieren alto nivel de resistencia a los 

IP (Johnson et al 2009) El inhibidor de la integrasa, raltegravir pierde actividad cuando una de 

las mutaciones (Q148H / K / R, N155H y Y14311 / H / C) esta presente en asociacion con una o 

mas mutaciones menores (L74M E138A / K y GI4OS) 

La combmacion de mutaciones de resistencia mas comun que se observa en pacientes usando 

raltegravir es la Q148}1 con la G14OS (Johnson et al 2009) Las mutaciones alteran el sitio de 
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union del inhibidor de la integrasa, disminuyendo la afinidad de la enzima por el farmaco (Shafer 

y Schapiro 2008) 

El inhibidor CCR5 maraviroc se une a los complejos de CCR5 en celulas hospederas y previene 

la union del Vll-1 con estos co receptores Sin embargo los virus resistentes son capaces de unirse 

a estos sitios en las celulas diana (Latinovic et al 2009) El inhibidor de la fusion enfuvirtida, se 

une a los residuos de aminoacidos 36 45 de la gp4l del VIII Multiples mutaciones en esta zona 

no solo resultan en una fuerte resistencia a enfuvirtida, sino que tambien disminuyen la actividad 

viral (Greenberg y Chamaca, 2004) Las N126K N137K y S138A son mutaciones 

compensatorias a menudo se presentan en virus resistentes a Enfuvirtida (Shafer y Schapiro 

2008) 

1 	Prevalencia de mutaciones 

Si bien hay muchas mutaciones que confieren resistencia a los medicamentos solo una minoria se 

encuentra en mas del 10% de los pacientes Estas mutaciones prevalentes en las proteinas del VIII 

p66 / p51 incluyen M4IL D67N MOR L90M K103N Y181C M184V T215Y y L210W 

(Cheung et al 2004 Rhee et al 2004) Comparada con la poblacion salvaje las poblaciones con 

mutaciones generalmente tienen una barrera genetica menor por ende al no estar presente la 

presion selectiva del medicamento en esta poblacion disminuye hasta el punto donde ya no es 

detectada por secuenciacion convencional Por otro lado estas poblaciones pueden aumentar 

debido a la diversidad causada por la alta replicacion y los errores de la enzima transcnptasa 

reversa Se estima que alrededor de cinco mutaciones pueden aparecer por cada ciclo de 

replicacion La produccion diaria de mas de 10 100 millones de ciclos de replicacion da como 

resultado la rapida generacion de una poblacion que presenta mutaciones en el genoma vira] Por 
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esta alta diversidad la resistencia es posible observarla aun sin la exposicion a la droga (Li & 

Kuntzkes 2013) 

El uso de antirretrovirales para inhibir la replicacion de VIII 1 esta comprometido por la 

aparicion espontanea de variantes virales resistentes a los medicamentos o de variantes resistentes 

trasmitidas Un estimado del 5 15% de los pacientes sin tratamiento de Estados Unidos y Europa 

presenta una variante resistente (Cozzi Lepn et al 2015) En Panama, la prevalencia de 

resistencia transmitida es alrededor de 12 2% (Avila Rios 2016) 

La apancion de mutaciones que causan resistencia es una de las razones para que se presente 

falla virologica, por lo que las guias de tratamiento recomiendan el uso de pruebas para 

determinar la presencia de mutaciones antes del inicio del tratamiento de primera linea y asi 

adaptarlo al paciente (Nicot et al 2012) Algunos estudios han demostrado una asociacion 

particularmente alta con los INNTR donde el uso de los mismos aumenta al doble el riesgo del 

fallo del tratamiento (Li et al 2011) 

Mientras que la relevancia clínica de las poblaciones minoritarias se mantiene en debate la 

evidencia es que la presencia de estas mutaciones tiene un efecto subsecuente a pesar de tener 

altos niveles de adherencia a los anti retrovirales Estudios previos sugieren que variantes 

resistentes a los INNTR presentes en mas del 2 % de la poblacion total estan altamente ligadas a 

falla virologica al iniciar tratamientos que nevirapina o efavirenz Por otro lado otros autores han 

encontrado que en muy baja frecuencia estos no tienen ningun efecto Diversos estudios 

discrepan sobre la importancia de las mismas La poca adherencia es un factor ligado 

directamente a la presencia de las mutaciones mmontanas ya que la presencia de una dosis sub 

optima de los medicamentos como consecuencia produce consecuentemente una supresion 

incompleta de la replicacion lo que al final producina las mutaciones (Li & Kuntzkes 2013) 
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J 	Poblaciones Minontanas 

El modelo de Iceberg ilustrado por Van Laethem et al refleja las quasiespecies o minoritarias de 

VIIi 1 (Figura 1) solo unas cuantas de las mutaciones en las quasiespecies son detectadas en un 

porcentaje mayor del 20% representadas en el modelo por encima del nivel del agua, mientras 

que las minoritarias estan por debajo de ese nivel y no son capaces de ser detectadas En un 

paciente al cual al cual se le realizo un genotipaje que presento mutaciones el tratamiento 

personalizado (basado en estas mutaciones) no le funciono y se procedio a realizar pruebas de 

secuenciacion de segunda generacion las cuales por ser mas sensibles fueron capaces de 

determinar mutaciones minoritarias que le confirieron resistencia al virus (Pingen et al 2011) 

Una alternativa seria la determinacion de mutaciones de Resistencia por PCR en tiempo real a los 

pacientes por medio del que van a iniciar el tratamiento ya que el genotipaje convencional no es 

capaz de determinar las poblaciones minoritarias En un estudio de casos y controles Johnson et 

al 2009 demostro que 7 de los 95 pacientes que presentaron falla virologica teman poblaciones 

minoritarias no detectadas previamente por genotipaje 

Figura 1 Modelo del Iceberg Refleja la capacidad de solo detectar poblaciones por encima del 
nivel del agua es decir poblaciones en mayor del 20% mientras las minoritarias por debajo del 
agua no son detectadas 
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K 	PCR en Tiempo Real 

La tecmca de PCR en tiempo real es una modificacion de la convencional PCR creada en 

1992 por Higuchi y colaboradores (Higuchi et al 1992 1993) La PCR en tiempo real 

permite la cuantificacion de acidos nucleicos a pesar de que el material de inicio este en 

baja concentracion Esto se logra mediante el momtoreo de la amplificacion de una 

secuencia diana utilizando una sonda especifica La rapidez con la cual la secuencia de 

interes alcanza el umbral se relacione con la cantidad de material inicial Las aplicaciones 

de la PCR en tiempo real son diversas por ejemplo cuantificacion de carga viral en 

pacientes PCR alelo especifica y otros 

1 	Factores que influyen en el valor de Ct 

El Ct (ciclo umbral) es la interseccion entre la curva de amplificacion y el umbral es el ciclo en el 

cual la fluorescencia es mayor que la fluorescencia basal es decir donde inicia la amplificacion 

(Figura 2) El Ct es una medida relativa de la concentracion de la secuencia de interes en la 

reaccion de PCR Diversos factores afectan el valor absoluto de Ct ademas de la concentracion 

Artefactos de la mezcla de reaccion o el instrumento pueden variar la fluorescencia importante 

para el calculo del Ct Es por esta razon que las reacciones de PCR en condiciones diferentes o 

usando diferentes reactivos no pueden compararse Algunas variantes de la PCR en tiempo real 

para la deteccion de mutaciones como es la amplificacion refractory mutation system PCR assay 
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(ASPCR), permite amplificar ambas secuencias la salvaje y la mutada y al momento del análisis 

los Ct de las muestras. (Metzner et al., 2003) 
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Figura 2. Ejemplo de un ciclo umbral en una prueba de tiempo real. 

Ensayo Ventajas Desventajas 
Uso 
cimico 

Genotipificacion 
convencional 

Más 	información 	del 
 virus 

Dificil la interpretación 
No identifica las variantes 
minoritarias 

Si 

Fenotipo 
Resultados intuitivos 
Evade la interpretación 
compleja e patrones 

Costoso 
Tiempo 	de 	respuesta 
extenso 
Uso 	limitado para países 
fuera de Europa o Estados 
Unidos 
Menor sensibilidad 

No 

PCR-Alelo 
Especifica 

Alta sensibilidad 
Detecta solo algunas de las 
mutaciones de interés 

No 

Pirosecuenciación 
Alta sensibilidad 
Evalúa 	la 	región 	de 
interés 

Costoso 
Necesita un bioinformático 
para su análisis 

Sí 

OLA 

Moderadamente 
sensible 
Equipos de fácil acceso 
No requiere de personal 
especializado 

Solo detecta algunas de las 
mutaciones 
No es cuantitativo 

No 

Cuadro II Comparación de las metodologías conocidas para detección de mutaciones. 

Descrito 
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L 	ARMS qPCR 

La prueba de ARMS (amplification refractory mutation system PCR assay) qPCR es una PCR 

alelo especifica (AS PCR) modificada con deteccion en tiempo real La metodologia ARMS se 

basa en la eficiencia de la extension entre el cebador y la posicion del codon si esta mutada o no 

por medio de una PCR tiempo final (Nanfack et al 2015) Al realizar una modificacion a la 

AMRS convirtiendola en PCR en tiempo real se utilizan sondas para aumentar la sensibilidad y 

siendo capaz de detectar mutaciones en poblaciones presentes en menos del 20 % en el paciente 

Las sondas utilizadas fueron publicadas por Metzner et al y Bergoth et al para la deteccion 

especifica de las mutaciones K103N y Ml 84V especificamente Comparada con las metodologias 

convencionales el ARMS es sensible mas rapido y especifico para la deteccion de mutaciones 

Por lo tanto el desarrollo de una metodologia capaz de detectar las mutaciones Ml 84V T2 1 5Y y 

K103N aun en forma minoritaria, mejona grandemente el manejo clinico de los pacientes 

1 	Pruebas para laboratorios de atencion primaria 

Una prueba de laboratorio para la deteccion de mutaciones point of care o de atencion primaria es 

util en donde los recursos capacidad e infraestructura es limitada para realizar una prueba de 

genotipaje por secuenciacion Este tipo de prueba seria util en conjunto con pruebas de carga viral 

de VIH para laboratorios POC o de atencion primaria Este tipo de prueba de determinacion de 

mutaciones para laboratorios usualmente utiliza la metodologia alelo especifica para la deteccion 

de resistencia(Rhee et al 2015) 

En paises con mayores ingresos se les realiza prueba de resistencia a los pacientes al inicio del 

tratamiento y luego se repite si estos presentan falla inmunologica En paises de menores 
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recursos estas pruebas solo se realizan en laboratorios especiales La posibilidad de una prueba 

en laboratorios de atencion primaria para un mejor acceso a los pacientes y los medicos Se 

tomarian decisiones terapeuticas basadas en informacion sobre la presencia de mutaciones que 

pudieran conferir resistencia en pacientes Tres grupos de pacientes senan beneficiados con esta 

estrategia los que inician tratamiento los que presentan falla inmunologica y los pacientes que 

presentan carga viral de 111V cleteotable con alguno de los esquemas (Rhee 2015) 
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II 	ASPECTOS METODOLOGICOS 

A 	ifiPOTESIS 

La presencia de poblaciones minoritarias del VIII que no son capaces de ser identificadas por 

tecnicas convencionales de secuenciacion podria ser detectadas mediante la PCR en tiempo real 

B OBJETIVOS 

1 	OBJETIVO GENERAL 

Determinar las mutaciones principales en poblaciones minoritarias de VIII por PCR en tiempo 

real 

2 	OBJETIVO ESPECIFICOS 

Optimizar una metodologia de PCR en tiempo real para la deteccion de mutaciones en 

poblaciones minoritarias en plasma de sujetos VIH positivos 

Identificacion de las poblaciones minoritarias presentes en pacientes que no hayan iniciado 

tratamiento 
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C 	Tipo de Investigacion Observacional 

D 	Diseño Retrospectivo Descriptivo 

E 	Universo 

Muestras de plasmas de sujetos VIII positivos que acudieron entre el 2011 y  el 2015 para la 

realizacion de pruebas de monitoreo de carga viral de VIT-I 1 en el departamento de 

Genomica y Proteomica del Instituto Gorgas 

F 	Tamaño de la Muestra 

Se seleccionaron 164 muestras que cumplieran con los criterios de inclusion 

Se excluyeron muestras del 2012 y  2013 por carecer de la cantidad necesaria de 

plasma 

G 	Criterios de Inclusion 

• Muestras a los cuales se les realizo previamente la prueba de genotipificacion de 

VIII 1 por la metodologia Viroseq v2 5 

• Muestras con una carga viral mayor de 2 000 copias /mL 

• Muestras con al menos 1 mt de plasma congelado a 80°C 
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H 	Criterios de Exciusion 

. 	Muestras con una cantidad de plasma menor a 1 mL 

• Muestras sin resultado previos de genotipaje o carga vira] deVIH 1 

1 	Justificacion 

En la actualidad la tecnica para determinar el genotipaje de VIH de los pacientes es capaz de 

detectar las poblaciones virales que esten presentes por arriba del 20 30% Esta metodología tiene 

un alto costo y es laboriosa, por lo cual es necesaria una alternativa para la deteccion de estas 

mutaciones La alternativa propuesta no solo presenta un mejor costo beneficio sino que tambien 

es capaz de detectar poblaciones minoritarias las cuales se escapan en la metodología 

convencional utilizada actualmente 

J 	Impacto 

El contar con una metodología capaz de detectar poblaciones minoritarias en pacientes previo al 

inicio de tratamiento así como en sujetos en falla mmunologica mejorando la calidad de vida de 

los pacientes con VTH y tambien apoyaría al sistema de salud a brindar una terapia personalizada 

y mas efectiva 
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III METODOLOGIA 

A 	Extraccion de ARN 

La extraccion de las muestras se realizo utilizando el QIAamp vira] RNA mini kit (Qiagen Inc 

Valencia CA) Se sirvio 500 ILI de los plasmas luego fueron centrifugadas a 14 000 x g por lh a 

4°C y  se descarto 360 pLI del sobrenadante de las muestras y se continuo siguiendo las 

instrucciones del fabricante 

B 	Protocolo de RT PCR 

Se completo la hoja de trabajo de amplificacion con los codigos de las muestras que se 

procesaron y se realizaron los calculos de la cantidad de reactivo necesario para cada reaccion 

(Anexo 2) Se atemperan los reactivos de 2x Master Mix Invitrogen (P/N 51099) RT Platinium 

Invitrogen (P/N 53146) MgSO4  Invitrogen (P/N 51100) y  cebador RT3798 en una hielera y se 

atemperan los extraidos Se prepararon las mezclas y luego se agrego 12 ul de extraido Se 

colocan los microtubos de 0 2 ml en el termociclador para una incubacion inicial a 65°C por 1 

minuto la cual permite la hebra de RNA este relajada Luego se retiraron los microtubos de 

termociclador y agregaron 38 jtl de la mezcla en cada uno a temperatura ambiente Una 

vez finalizo se colocaron los tubos en el termociclador nuevamente y se continuo con el 

programa de amplificacion Continuo la RT a 50°C por 60 minutos despues un ciclo de 85°C 

por 2 minutos seguido por un ciclado de 50 veces 94°C por 10 segundos 50°C por 30 segundos 
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y 72°C por 90 segundos Por ultimo la extension a 72°C por 6 minutos Al culminar la 

amplificacion se colocaron los microtubos a -20 °C 

C 	Protocolo de ARMS q PCR 

Se atemperaron los reactivos de amplificacion de ARMS q PCR detallados a continuacion i OX 

Buffer PCR Goid Applied Biosystems (P/N L0026 01) MgCl2  Applied Biosystems (P/N 

58002032 01) dNTPs Applied Biosystems (P/N 362273) y  Gold Taq Applied Biosystems (P/N 

41102 1) Luego se atemperaron los juegos de cebadores por mutacion (Cuadro III 

ID Secuencia Tamaño 

INTRs 

M184V_WT_R 5 TAAATCAGATCCTACATACAAATCATACAT 3 

328pb 
M184V_MUT 
R 

5 TAAGTCAGATCCTACATATAAATCATCCTC 3 

T215Y/F_WT_ 
R 

5 TC1TFCTGATG1TFCTFATCTGGTGTGGT 3 

421 pb 
T2 1 5YIF_MUT 
_R 

5 TFCTFTCTGATGTFTCTFATCTGGTGGGWA 3 

Primer  5 AGCCGGGATGGATGGCCCA 3 

UNNT 
Rs 

Kl 03N_WT_R 5 TCTCCCACATCCAGTACTGTfACTGATGTI' 3 

300 ph 
K103N_MUT_ 
R 

5 TCTCCCACATCCAGTACTGTFACTGAGTI'R 3 

Primer F 5 AGCCGGGATGGATGGCCCA 3 

Sonda 

M184T215sond 
a 

Kl03Nsonda 

MGB 5 (6FÁIM) 3 DARKQUENCHER CCAGCAATATTCCAA 
AGCAGCA 

5 (614EX) 1111 GGGAiTFCAATFAGGAATACCACATCC 
(BHQ)3 

Cuadro III Cebadores y sondas utilizados en la prueba de ARMS qPCR 
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Se rotularon 6 tubos de 0 5 ml para cada una de las mezclas como 1 84W1 1 84MUT 21 5W1 

215MUT 103W! 103MUT Se sirvieron los reactivos para cada uno de las mezclas segun los 

calculos de la hoja de trabajo (Cuadro IV) 

11,WrIVA Ycoíñ . 1i 	l) 
Reactivos H20 9 5 

lOXBuffer 25 
MgCl2  60 
dNTPs 20 
Gold Taq 10 
Cebador  05 
Cebador R 05 
Sonda 015 
Muestra 2 5 

Cuadro TV Cantidades a servir por cada componte de la reaccion de qPCR 

Se sirvieron 22 5 j.il de mezcla en cada uno de los tubos de 0 2 ml Luego se sirvieron 2 5 111 de la 

muestra a cada uno de los 6 microtubos correspondiente de cada mutacion y se colocaron en el 

termociclador (rotor gene) y se programo la corrida El programa en el equipo es 2 min a 94°C 

seguido por 35 ciclos a 94° C por 5 minutos 55°C por 20 segundos y  72°C por 20 segundos Se 

adquiere en la extension y los canales son el verde y amarillo El programa tiene una duracion 

110 minutos Los resultados se colocaron en la hoja de trabajo en el cual se comparo con los 

resultados de secuenciacion de las muestras Los resultados de la secuenciacion por la 

metodologma de Viroseq fueron amablemente provistos por un proyecto del Instituto 

Conmemorativo Gorgas 
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D 	Anabsis del ARMS qPCR 

Al final el procesamiento de las muestras se obtuvo un valor de Ct La poblacion que se encuentra 

en mayor proporcion sera la que se beneficiara e iniciara la amplificacion en menor tiempo es 

decir el valor de Ct sera menor para el mismo Los valores obtenidos se tabularon y se analizaron 

por medio del programa R El programa R permitio el analisis de concordancia entre los resultados 

obtenidos por la prueba de ARMS qPCR y los resultados de genotipificacion de VTH 1 Para los 

analisis de sensibilidad y especificidad se utilizo la herramienta MED calculator 
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IV RESULTADOS 

Se analizaron muestras de plasma (n=164) clasificadas en pacientes naive (n= 121) valor 

promedio de carga viral de VIH 1 de 316 810 copias/ml con una desviacion de 620 704 

copias/ml Se analizaron sujetos en falla inmunologica (n= 43) el valor promedio de carga viral 

de VIII 1 fue de 125 468 copias/ml con una desviacion de 322 438 copias/ml 

Los valores minimos y maximos fueron de 2 740 copias/mL y  1922 822 para pacientes con falla 

inmunologica Los valores minimos y maximos de los pacientes naive fueron de 1 640 copias/mL 

y 10 000 000 copias/mL El valor elevado de desviacion de ambos grupos produjo a que se 

encontraron diversos resultados de carga viral de VIII 1 mayores de un milton de copias/mL 

En cuanto a los datos demograficos de los pacientes evaluados 124 sujetos fueron hombres 

(76%) y  40 fueron mujeres (24%) las edades comprendían entre 18 y  74 años con un promedio 

de edad de 34 años y una desviacion de 119 años 

Para el analisis de la prueba ARMS qPCR se utilizaron dos juegos de cebadores un juego esta 

dirigido a detectar la cepa salvaje (en el codon de mteres) en las muestras de los participantes el 

otro juego de cebadores esta dirigido a detectar la presencia de cambios (mutaciones) en las 

muestras de los participantes Por cada juego de cebadores se obtiene un valor de Ct 

En las muestras de pacientes sin tratamiento que no presentan la mutacion se espera que el valor 

Ct para el juego de cebador para el virus salvaje inicie o sea menor comparado con el valor de Ct 
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obtenido al utilizar el juego de cebadores para virus mutados. Por otro lado, las muestras que 

tienen presente una mutación en los codones de estudio se espera lo contrario, es decir que el 

valor de Ct sea menor con el juego de cebadores para virus mutados. 

El análisis de valores de Ct se realizó en dos grupos pacientes sin tratamiento (naYve) y pacientes 

en falla inmunológica (FT). Los Ct de las muestras se analizaron para cada uno de los codones en 

estudio 184, 215 y  103. La distribución de los valores de Ct obtenidos para cada uno de los 

codones se encuentra a continuación (Figuras 2-7): 
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Figura 2. Distribución de los valores de CT en el codón 184 para el juego de cebadores salvaje. 

Pacientes naYve a la izquierda y pacientes en falla inmunológica a la derecha. 

Figura 3. Distribución de los valores de CT en el codón 184 para el juego de cebadores mutado. 

Pacientes naYve a la izquierda y pacientes en falla inmunológica a la derecha. 
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Figura 4. Distribución de los valores de CT en el codón 215 para el juego de cebadores salvaje. 
Pacientes naYve a la izquierda y pacientes en falla inmunológica a la derecha. 

1,1 

Figura 5. Distribución de los valores de CT en el codón 215 para el juego de cebadores mutado. 
Pacientes naYve a la izquierda y pacientes en falla inmunológica a la derecha. 

FT 

Figura 6. Distribución de los valores de CT en el codón 103 para el juego de cebadores salvaje. 
Pacientes naYve a la izquierda y pacientes en falla inmunológica a la derecha. 
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Figura 7. Distribución de los valores de CT en el codón 103 para el juego de cebadores mutado. 
Pacientes naive a la izquierda y pacientes en falta inmunológica de lado derecho 

CODON 

Promedio del valor de Ct 

NaYve Falla inmunológica 

Salvaje Mutado Salvaje Mutado 

184 12.36-21.26 22.16-32.30 20.35-31.17 17.10-27.77 

215 11.93-20.66 22.64-31.38 14.88-24.69 24.91-36.27 

103 17.84-26.74 25.91-36.22 23.15-35.29 19.35-33.94 

Cuadro V. Promedios de los valores de Ct obtenidos para cada uno de los codones en estudio. 

La técnica de ARMS qPCR tiene como objetivo la detección de las mutaciones MI 84V, K103N y 

T2 1 5Y. Para la evaluación de la metodología se comparan los resultados con la metodología de 

referencia, secuenciación. La sensibilidad y especificidad de la prueba se calcularon en dos 

poblaciones las de pacientes sin tratamiento y pacientes con falla inmunológica. 
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La sensibilidad es la proporcion de verdaderos positivos identificados por la prueba del total de 

enfermos y la especificidad de la prueba es la proporcion de verdaderos negativos identificados 

por la prueba del total de sanos En este caso seria la identificacion de la mutacion en pacientes 

con falla inmunologica y la identificacion de la cepa salvaje en pacientes sin tratamiento (Ver 

cuadros VI XI) 

SecuenciacionSecuenciacion 
Positivo Falso AIRMS qPCR 

119 1 Positivo/salvaje 
1 0 Falso/mutado 

Cuadro VI Determinacion de Sensibilidad y Especificidad MI 84V en pacientes naive 

Los resultados obtenidos por la prueba en la mutacion Ml 84V para pacientes naive indican una 

sensibilidad de 99 17% y  especificidad de 100% De los 121 pacientes 119 pacientes fueron 

identificados como cepa salvaje por ambas metodologias La metodo logia de ARMS qPCR en 21 

muestras amplifico solamente para el juego de cebadores salvaje lo cual sugiere que estas 

muestras la población presente era solo de cepa salvaje de VIII 1 A la muestra que se le 

identifico la mutación Ml 84V los Ct para ambos juegos de cebadores fue cercano A esta 

muestra se le detectaron mutaciones en diversos codones por secuenciacion lo cual sugiere una 

alta variabilidad genetica de la misma 

Secuenciacion 
Positivo Falso ARMS qPCR 

22 4 Positivo 
3 13 Falso 

Cuadro VII Determinacion de Sens bilidad y Especificidad Ml 84V en pacientes con falla 
inmunologica 
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Los resultados obtenidos por ARMS qPCR Ml 84V para pacientes con falla mmunologica 

indican una sensibilidad de 88 0 % y especificidad de 76 47 % La metodologia de secuenciacion 

detecto 25 muestras con la mutacion y  17 cepas no mutadas La PCR en tiempo real fue capaz de 

detectar 22/25 de las mismas 4 de ellas solo amplificaron para el juego de cebadores mutado es 

decir la poblacion predominante era la cepa mutada Uno de los resultados diferia entre las 

metodologias la muestra fue identificada como salvaje por secuenciacion y mutado por la prueba 

de AMIRS qPCR Se realizo una segunda secuenciacion meses despues al del analisis y 

generandose el mismo resultado que el obtenido con el ARMS qPCR MI 84V 

Secuenciacion 

Positivo Falso ARMS qPCR 
115 0 Positivo/salvaje 

5 1 Falso/mutado 
Cuadro VIII Determinacion de Sensibilidad y Especificidad T2 1 5Y en pacientes naive 

Los resultados obtenidos por la prueba para el codon 215 para pacientes naive indican una 

sensibilidad de 95 83 % y especificidad de 100 % La metodologia de secuenciacion detecto 120 

muestras con cepa salvaje El PCR en tiempo real detecto 115 muestras como cepa salvaje de las 

cuales 25 muestras solamente amplificaron para el juego de cebadores salvaje 

Secuenciacion 
Positivo Falso ARMS qPCR 

35 0 Positivo 
2 6 Falso 

Cuadro IX Determinacion de Sens bilidad y Especificidad T2 1 5Y en pacientes con falla 
inmunologica 
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Los resultados obtenidos por la prueba para el estudio del codon 215 en pacientes con falta 

inmunologica indican una sensibilidad de 94 54% y  especificidad de 100% La metodologia de 

secuenciacion detecto 37 muestras con la mutacion La PCR en tiempo real fue capaz de detectar 

35 de las mismas 5 de ellas solo amplificaron para el juego de cebadores mutado es decir la 

poblacion predominante en esas muestras era la cepa mutada 

Secuenciacion 
Positivo Falso ARMS qCR 

108 2 Positivo/salvaje 
2 9 Falso/mutado 

Cuadro X Determinac ion de Sensibilidad y Especificidad Kl 03N en pacientes naive 

Los resultados obtenidos por la prueba para el codon 103 en pacientes naive indican una 

sensibilidad de 98 18 % y especificidad de 81 82 % La metodologia de secuenciacion detecto 

110 muestras con cepa salvaje y  11 muestras presentaban la mutacion Kl 03N La PCR en tiempo 

real determino 108 muestras como cepa salvaje de las cuales 69 solo amplificaron para el juego 

de cebadores para cepas salvajes El ARMS qPCR identifico 9 de las 11 muestras mutadas y  2/9 

soto amplificaron el juego de cebadores mutado 

SecueiciacnonSecuenciacion 
Positivo 'Falso ARMS qPCR 

15 5 Positivo 
1 21 Falso 

Cuadro XII Determinacion de Sensibilidad y Especificidad Kl 03N en pacientes con falta 

inmunologica 
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Los resultados obtenidos ARMS qPCR 103 para pacientes con falla inmunologica indican una 

sensibilidad de 93 75 % y especificidad de 80 77 % La metodologia de secuenciacion detecto 16 

muestras con la mutacion y  26 como cepa salvaje La metodologia de ARMS qPCR detecto la 

presencia de 15 muestras con la mutacion y  21 con la cepa salvaje La amplificacion de 8/15 fue 

solamente para el par de juego de cebadores mutado mientras que para las muestras sin mutacion 

se detectaron 11/21 para el juego de cebadores salvaje Uno de los resultados diferia entre las 

metodologias la muestra fue identificada como salvaje por secuenciacion y mutado por la prueba 

de AMIRS qPCR Se realizo una segunda secuenciacion meses despues al del analisis y 

generandose el mismo resultado que el obtenido con el ARMS qPCR Kl 03N 

Mutacion 
Paciente Sin Tratamiento Paciente con Falla inmunologica 

Sensibilidad (%) Especificidad 
(%) 

Sensibilidad 
(%) 

Especificidad 
(%) 

M184V 9917 100 880 7647 
T21 5Y 9583 lOO 94 59 100 
K103N 9818 8818 93 75 8077 

Cuadro XIII Sensibilidad y Especificidad obtenidas para la prueba ARMS qPCR en pacientes 

naive y falla inmunologica 
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Y DISCUSION 

Contar con una metodología alternativa para la deteccion de mutaciones de interes clinico es 

importante debido a que en la region de Latinoamerica se considera que el nivel de resistencia 

transmitida de VIH 1 es moderado (5% 12%) En el estudio multinacional por Avila Rios et al se 

reporto en Panama 12 2% de resistencia transmitida en sujetos viviendo con VIH El aumento en 

la resistencia trasmitida es debido a la implementacion del acceso universal al tratamiento 

antirretroviral seguido por problemas como desabastecimientos y poca adherencia Se considera 

que si la prevalencia> 5 % de cepas resistentes es recomendable el realizar pruebas de genotipaje 

de VIH a los pacientes (Battegay 2007) 

Una prueba para determinar las mutaciones con mayor prevalencia en centros de atención 

primaria disminuye los retos y atrasos asociados con el solo contar con una prueba centralizada 

para determinar la presencia de resistencia en los pacientes y permitir un mejor manejo del 

seguimiento del tratamiento (Jonhson et al 2005 Wensmg et al 2005) Se podrían clasificar 

tres tipos de candidatos para utilizar esta prueba los pacientes los cuales no han iniciado su 

tratamiento y pacientes con falla virologica al primer esquema y embazadas 

Las metodologias como la carga viral en atencion primaria y prueba de resistencia en centros de 

atencion indicarán si los pacientes deben cambiar el esquema o necesitan de un mejor soporte en 

la adherencia de los medicamentos (Rhee et al 2015) Una prueba de PCR en tiempo real en 

lugares de atencion primaria puede ser utilizada en pacientes que cambian de clínica y no cuentan 

con la historia de antirretrovirales pacientes embarazadas que presenten un virus con resistencia, 

y se les pueda indicar el mejor regimen y de esta forma evitar la trasmision vertical 



En las muestras analizadas de pacientes sin tratamiento (naive) se observaron valores de CT 

bajos utilizando el juego de cebador salvaje para cada uno de los codones lo cual indica que un 

gran porcentaje de las muestras no tienen presente ninguna de las mutaciones en estudio El virus 

al no tener una alta variabilidad en la region de mteres los cebadores salvajes son capaces de 

anidarse y detectar la poblacion salvaje Comparando el rango de valores de CT de cada una de 

los codones en estudio se puede observar que los valores para el codon 103 son ligeramente mas 

elevados resultados que concuerdan con el estudio de Mendoza et al 2016 los cuales informaron 

que en Panama la mutacion mas frecuente en pacientes sin tratamiento es Kl 03N El determinar 

la presencia de mutaciones previo al tratamiento rndicana el cambio a otros esquemas como por 

ejemplo el uso de mhibidores de mtegrasa (Clutter et al 2016) 

Los valores de CT en pacientes con falla imnunologica fueron elevados a los del grupo de 

pacientes naive Esto puede ser resultado a que la variabilidad genetica de la cepa en pacientes 

con tratamiento es mayor y afecta la anidacion de los cebadores en la secuencia de estudio En 

comparacion los valores de CT en pacientes con falla inmunologica son de menor valor en el 

juego de cebadores para detectar mutacion en los codones 184 y  103 (17 27 19 33) 

respectivamente mientras que para el codon 215 el de menor valor (14 24) es para el juego de 

cebadores que detectan la cepa salvaje En resumen se favorece la amplificacion de la cepa 

mutada para los codones 103 y  184 a diferencia de la region del codon 215 En los pacientes con 

falla virologica se encuentra una mayor diversidad viral resultado de los errores generados en la 

replicacion del virus por la transcnptasa reversa (Porter 2015) 

Estos resultados estan de acuerdo con el reporte donde se determino que en Panama el 77 % de 

los pacientes que estan bajo tratamiento con EFV y presenta la mutacion K1O3N (69%) (Mendoza 

et al 2016) Para las mutaciones asociadas al INTR, la mas comun es Ml 84V (76%) comparada 

con la presencia de T215Y/F (26%) (Rhee et al 2015) Los codones de estudio 184 y  103 
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tendrian alta variabilidad al estar bajo la presion selectiva de los medicamentos Se ha encontrado 

falla inmunologica en la primera linea de tratamiento en mas del 30% en pacientes por año y que 

esta asociada con la adquisicion del virus con las mutaciones KI03N y M184V (Barth et al 

2010 McMahonetal 2013 Wertheinetal 2017) 

La sensibilidad de la prueba AMRS qPCR obtenida en pacientes sin tratamiento es mayor es 

decir la capacidad para determinar la presencia de una mutación en esta poblacion es mas alta 

Los valores de sensibilidad para AMRS qPCR MI 84V AMRS qPCR T215Y y AMRS qPCR 

K103N son mayores del 98% Por lo tanto la metodologia podna implementarse en un 

laboratorio de primera atencion para pacientes recten diagnosticados y as¡ tener un tratamiento 

personalizado 

En cuanto a los resultados obtenidos para pacientes con falla inmunologica, debido al numero de 

muestras menor de 50 y los valores de sensibilidad y especificidad inferior a los requeridos para 

una prueba diagnostica, recomendamos el uso de ARMS qPCR solo para el manejo de pacientes 

antes de iniciar el tratamiento La mformacion obtenida por medio de la prueba en pacientes al 

inicio seria util para el infectologo para el sistema de salud en la compra de los medicamentos 

adecuados y para mejorar la calidad de vida del paciente Por otro lado en pacientes que 

presentan falla inmunologica la obtencion de mas informacion del virus que circula en estos sera 

de mayor utilidad para el infectologo (Luz et al 2015) 

En un paciente que presento falla inmunologica los resultados obtenidos por ambos metodos 

(ARMS qPCR y secuenciacion) fueron distintos La prueba de tiempo real detecto la presencia de 

la mutacion Ml 84V y  K  03N La prueba de secuenciacion realizada en la fecha no detecto estas 

mutaciones en el plasma, se repitio una prueba de genotipaje de VIH 1 (secuenciacion) y 

detectandose ambas mutaciones Esto pudo deberse a que la prueba de secuenciacion solo es 
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capaz de detectar poblaciones mayores del 20% (Paredes 2010) Este caso puede evidenciar la 

capacidad del ARMS qPCR de detectar poblaciones menores del 20% La PCR alelo especifica es 

una metodologia conveniente y menos laboriosa logrando ser entre 10 a 65 veces mas sensible 

que la metodologia tradicional de genotipaje puede distinguir poblaciones que estan en menos 

del 1% (Guo et al 2010) Se ha determinado que la presencia de variantes impacta la eficiencia 

de los medicamentos incluyendo la nevirapina y efavirenz, independientemente de la carga viral 

que presentan los pacientes (Cozzi et al 2015) 

La informacion brindada por una prueba de resistencia previa al inicio de tratamiento se evitana 

el prescribir una dosis no eficiente y provocar la adquisicion de una resistencia temprana y 

ademas las consecuencias a largo plazo de un incompleto control de la viremia (Mulder et al 

2013) Por medio de secuenciac ion de segunda generacion varios estudios han observado la 

relacion entre la presencia de mutaciones minontanas en pacientes que inician el primer esquema 

el periodo de tiempo en que se produce (John et al 2016) 

El uso de una prueba para la deteccion de mutaciones en establecimientos de atencion primaria 

sena util para el monitoreo y prevencion de la resistencia a medicamentos El uso de la 

informacion para el diseño del tratamiento mejora significativamente el pronostico (Baxter et al 

2000 Cohen et al 2002 Tural et al 2002) Esto tendria como resultado un mayor tiempo de 

efectividad y sostembilidad de los medicamentos y el alcance de la meta para el año 2020 de 90% 

diagnosticados 90% bajo tratamiento y  90% con pruebas de monitoreo 
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VI 	CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

• La metodologia ARMS qPCR permite la deteccion de mutaciones en codones de 

relevancia en pacientes que no han iniciado tratamiento antirretroviral A los pacientes 

que presentan falla inmunologica se les recomienda otro tipo de metodologia que permita 

obtener mas informacion debido a la variabilidad genetica del virus 

• La prueba es util para el manejo de pacientes naive y ayuda al infectologo a elegir el 

tratamiento mas adecuado La metodologia es sencilla y rapida ya que en un periodo de 8 

horas se puede obtener el resultado Una recomendacion seria la preparacion de 

estandares que permitan la cuantificacion de las poblaciones presentes en el paciente y 

desarrollar una PCR multiple para la deteccion de las tres mutaciones 

• Las caracteristicas de la ARMS qPCR permiten la deteccion de mutaciones en pacientes 

que no han iniciado su tratamiento Los valores de sensibilidad y especificidad de la 

prueba fueron aceptables 

• Al utilizar estos tipos de estrategias que evitan tratamientos suboptimos para el paciente 

se mejora la calidad de vida de las personas viviendo con VIIT el cual es uno de los 

objetivos primordiales del sistema de salud 
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Extracción de 
ARN 

VII. ANEXOS 

Metodología de ARMS qPCR 
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Cuadro de valores de CT obtenidos para cada una de las muestras en estudio 

N Secuenciacion M184V T215Y K103N 

1NT[Rs INNTRs Salvaje Mutado Salvaje Mutado Salvaje Mutado 

1 V1181 Susceptible 2371 281 208 0 2545 0 

2 Susceptible KI03N 1452 2471 1411 2481 0 1501 

3 V1181 Susceptible 1004 2421 168 0 1981 0 

4 T69N Susceptible 2331 0 2241 278 30 56 0 

5 Susceptible KI03R 18 17 0 1803 0 2009 2795 

6 T215S Susceptible 2951 0 3535 0 3073 0 

7 Susceptible Susceptible 1676 29 65 1989 0 2528 0 

8 Susceptible Susceptible 1933 2946 1956 28 65 2822 0 

9 Susceptible Susceptible 2411 3613 2364 309 3446 0 

10 Susceptible Susceptible 2444 3629 2783 0 3535 3859 

11 Susceptible Susceptible 2275 3323 2425 2803 33 18 0 

12 Susceptible Susceptible 2624 34 56 2622 3634 3199 0 

13 Susceptible Susceptible 1716 2345 1166 2386 2544 31 81 

14 Susceptible Susceptible 2288 3117 2265 2941 3098 0 

15 T215D K1035 
G190A 

3006 0 
2908 2958 

3618 1907 

16 Susceptible Susceptible 2213 3226 2363 28 55 3598 3146 

17 Susceptible Susceptible 2639 3309 2136 0 3487 0 

18 Susceptible Susceptible 2214 0 2485 3208 2566 0 

19 Susceptible Susceptible 73 2371 64 153 1945 2891 

20 Susceptible Susceptible 1088 2577 1173 2637 253 0 

21 Susceptible K103N 1037 2068 103 1392 3276 2482 

22 Susceptible G190A 1458 2462 756 3098 2604 0 

23 Susceptible Susceptible 13 8 2133 1935 2708 2192 0 
24 T215S V179D 2045 3548 308 0 262 0 

25 Susceptible Susceptible 1796 2949 1599 2612 1863 0 

26 Susceptible Susceptible 2864 3804 1469 1946 2087 0 

27 Susceptible Susceptible 1788 3197 1635 2084 23 19 3982 

28 Susceptible Susceptible 3737 0 1  1817 2609 2645 0 

29 M411, Susceptible 189 3306 168 3387 2843 0 

30 Susceptible Susceptible 1689 2784 1651 3132 2469 0 

31 Susceptible Susceptible 964 1862 1148 1988 1931 312 

32 Susceptible Susceptible 1669 1799 77 11 87 1677 0 

33 Susceptible Susceptible 1458 2342 128 0 1554 0 

34 M41L 
T21SE 

Susceptible 5 88 1761 
1705 1482 

782 0 
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35 Susceptible Susceptible 1585 0 1949 0 1679 2712 
36 Susceptible Susceptible 1715 0 1987 2847 23 52 2697 
37 Susceptible Susceptible 1626 2327 1603 2087 23 1 2688 

38 Susceptible Susceptible 918 1879 3232 0 1793 2292 

39 Susceptible V1181 1615 2581 959 3207 1595 2651 

40 Susceptible Susceptible 3321 0 3554 0 0 0 
41 Susceptible Susceptible 894 18 55 943 2052 1668 0 

42 Susceptible Susceptible 882 18 15 1271 2672 296 0 
43 Susceptible Susceptible 1072 2032 1037 2479 1325 268 

44 Susceptible K103NS 1466 2811 1461 2741 2362 2017 

45 Susceptible Susceptible 888 1798 1427 1974 1906 0 
46 Susceptible Susceptible 1144 2647 166 34 59 1742 0 

47 Susceptible Susceptible 1297 2436 1255 2124 2328 0 

48 Susceptible Susceptible 2053 2514 288 0 17 5 2766 

49 Susceptible Susceptible 1794 2797 2145 0 2214 0 

50 Susceptible Susceptible 723 1297 631 1216 1064 1524 

51 Susceptible Susceptible 803 1296 972 194 1982 2538 

52 Susceptible Susceptible 1453 3614 1553 2838 2205 0 

53 Susceptible Susceptible 1385 2378 2307 3736 203 0 

54 Susceptible K103N 1139 1313 714 2814 1632 817 

55 E441) Susceptible 328 0 2023 329 2452 0 

56 Susceptible Susceptible 37 987 39 585 1453 2534 

57 Susceptible Susceptible 1966 0 1978 244 3456 0 

58 Susceptible Susceptible 1224 3189 1422 3032 3196 0 

59 Susceptible Susceptible 28 3243 2731 3628 286 0 

60 Susceptible Susceptible 895 205 8 2709 1441 2541 

61 Susceptible Susceptible 23 12 0 3395 0 1813 3031 

62 Susceptible K103N 1501 261 1118 20 95 2672 121 

63 Susceptible V179D 124 2721 1383 2919 2555 0 

64 Susceptible Susceptible 832 977 1035 1949 1202 2604 

65 V1181 Susceptible 1454 3095 1256 3181 1697 0 

66 VI 181 Susceptible 1503 3085 1596 376 2146 0 

67 Susceptible Susceptible 1406 2929 1836 2972 2388 0 

68 Susceptible Susceptible 133 356 13 55 2354 1309 0 

69 Susceptible Susceptible 1568 337 1757 0 13 83 3542 

70 VI 181 Susceptible 969 1886 13 55 23 5 1936 2726 

71 Susceptible Susceptible 1289 3064 1796 0 2127 0 

72 K219N Y181C 2826 2728 198 2836 3274 0 

73 Susceptible Susceptible 2599 2627 3474 0 2673 0 

74 Susceptible Susceptible 176 2646 2139 2993 2127 0 

75 Susceptible K103N 1875 3046 1909 0 0 1259 

76 Susceptible KI03N 
V1081 

1642 1839 
1367 2353 

2756 3154 

77 Susceptible Susceptible 1608 1887 
2519 368 

17 4 27 52 

78 Susceptible K103N 
P225H 

1404 33 
1572 3005 

2014 1408 
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79 Vi 181 Susceptible 2174 2781 198 3119 1323 2162 
80 Susceptible Susceptible 1433 2497 1198 1877 1528 2988 
81 Susceptible Susceptible 1604 2761 1298 2449 2329 2981 
82 Susceptible Susceptible 23 5 317 1696 3207 1422 2458 
83 Susceptible Susceptible 321 31 78 1818 3925 2212 2527 
84 Susceptible Susceptible 1667 3066 1503 2344 1873 25 22 
85 Susceptible Susceptible 1838 0 99 1434 1838 0 
86 Susceptible Susceptible 1926 0 11 56 2735 197 0 
87 Susceptible Susceptible 2702 0 25 15 0 2629 0 
88 Susceptible Susceptible 368 0 2384 3464 3374 0 
89 Susceptible Susceptible 1982 0 21 85 0 3078 0 
90 Susceptible Susceptible 1292 2911 1602 2829 2295 0 
91 Susceptible Susceptible 1669 2503 1982 3103 2418 2734 

92 T215S Susceptible 21 77 33 1436 2393 3063 0 

93 Susceptible Susceptible 1378 2685 227 3586 37 0 
94 Susceptible Susceptible 391 1081 422 1189 979 2229 

95 Susceptible Susceptible 1027 1992 1084 186 1462 294 

96 Susceptible Susceptible 712 1739 795 1339 1882 2222 

97 Susceptible Susceptible 1467 2822 1119 2108 1758 0 
98 Susceptible Susceptible 453 1295 481 1164 966 2302 

99 Susceptible Susceptible 1077 2118 1158 1779 1851 0 

100 Susceptible Susceptible 799 1773 885 1606 1242 2634 

101 M41L 
M184V 
T215Y 

K103N 
V179E 

1241 1847 

1179 2348 

3081 1842 

102 Susceptible Susceptible 87 1088 974 1493 1351 1044 

103 Susceptible Susceptible 1384 2522 1547 2192 1794 3291 

104 Susceptible Susceptible 1075 2261 1163 1811 209 2396 

105 Susceptible Susceptible 2121 3551 1356 2364 2348 0 

106 Susceptible Susceptible 1253 156 913 1453 15 12 2636 

107 Susceptible Susceptible 1256 2696 1833 2218 2097 0 

108 Susceptible Susceptible 1177 2192 15 95 2605 1583 2538 
109 Susceptible Susceptible 2952 0 3112 3892 3409 0 
110 Susceptible Susceptible 2437 0 1773 279 311 0 

111 Susceptible Susceptible 2478 0 183 29 95 33 0 

112 Susceptible Susceptible 1654 2739 1817 25 18 2629 0 
113 M41L 

L741 
M184V 
L2 10W 
T215Y 

K103N 
V1081 

217 1383 

0 3095 

0 2835 

114 M184V K103N 
P22511 

2099 1766 
1536 3377 

311 15 17 

115 Susceptible Susceptible 262 35 1 2412 0 3037 0 

116 M184V K103N 
P225H 

2809 2065 
356 0 

0 3145 

117 M184V KI03N 3687 1923 1666 3021 0 1989 
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P225H 
118 M411, 

L741 
M184V 

KI03N 
VI 79E 
P225H 

23 2678 

2476 3234 

0 3092 

119 Susceptible K103N 
P2251-1 

1789 2999 
1891 2381 

0 2707 

120 L74V 
M184V 

1,1001 
K103N 

2524 1616 
1092 2468 

2739 968 

121 Susceptible Susceptible 3425 0 2433 0 2971 0 

122 D67N 
MOR, 
M184V 
T215Y 
K219E 

K1O1E 
G190S 

O O 

3595 2624 

O O 

123 MOR, 
M184V 

K103N 
P225H 

0 204 
2284 359 

0 1993 

124 M411, 
L741 
M184V 
L2 10W 
T215Y 

K103N 
V1081 

0 2214 

0 3447 

3404 2348 

125 Susceptible Susceptible 175 171 1133 149 265 3756 

126 D67G 
K7OE 
M184V 

KIO1Q 
KIO3N 
YI881, 

0 2269 

2273 2786 

3806 1896 

127 D67N 
MOR, 
M184V 
T215Y 
K219E 

L1001 
A7IT 

2744 1818 

2448 0 

0 2332 

128 K6511, 
D57N 
MI84V 
K219E 

K1O1E 
Y181C 
GI90S 

3028 2701 

2329 3617 

2435 0 

129 M184V Y1881, 0 2067 1682 3298 27 0 

130 Susceptible Susceptible 29 55 3803 3403 0 3649 0 

131 Susceptible K103N 2097 3053 1923 3313 2182 1948 

132 D67N 
MOR, 
M184V 
T215Y 
K219Q 

V1791) 
Y1881, 

3917 253 

3809 325 

2272 0 

133 M184V K1OIEK1O 
3NG190A 

2747 1439 
1228 1757 

3343 2013 

134 L741 
M184V 

KI03NV1O 
81 P225H 

1937 1584 
2355 0 

3115 1576 

135 Susceptible Susceptible 0 2414 228 2472 0 2561 
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136 Susceptible Susceptible 2621 21 3049 3404 0 2564 
137 Susceptible Susceptible 3557 0 23 11 0 35 77 2671 
138 D67N 

MOR, 
M184V 
T2 1 5F 
K219Q 

K10IH 
VI06M 
GI90A 

3117 1987 

0 3502 

344 0 

139 Susceptible Susceptible 3868 1799 2032 3766 22 65 1721 
140 Susceptible Susceptible 1616 3266 1757 2705 1898 0 
141 Susceptible Susceptible 13 12 2224 147 2449 21 88 2608 

142 M4IL 
M184V 

K103SV1O 
6M G190A 

O O 
O O 

O O 

143 M41L 
E44D 
M184V 
L21OW 
T215Y 

Y188L 3562 33 15 

2419 3625 

3386 0 

144 Susceptible K1O1Q O O 
O O 

O O 

145 M184V KI03N 
V1081 

2724 1914 
0 255 

2436 0 

146 Susceptible Susceptible 1664 3067 
1642 2547 

1923 0 

147 Susceptible Susceptible 2278 1698 
1744 1935 

0 2201 

148 Susceptible Susceptible 1537 2601 
1967 0 

2784 0 

149 Susceptible Susceptible 803 1799 
1263 3038 

1332 1417 

150 M184V KIOIQ 
KI03N 

1367 2373 
1653 319 

2418 0 

151 Susceptible Susceptible 1829 3017 
1943 2894 

2015 0 

152 Susceptible Susceptible 3465 2944 
2146 0 

0 3181 

153 V1181 Susceptible 1411 1841 
2061 0 

3032 0 

154 A62V 
K651?, 
M184V 

1,1001 
K103N 

2535 3194 

2496 0 

2495 0 

155 Susceptible Susceptible 2142 0 
2331 0 

2065 3552 

156 Susceptible Susceptible 2035 142 
1446 1683 

28 11 1021 

157 Susceptible Susceptible 2149 2606 
1826 3185 

2275 3845 
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158 D67NK70 
R,M184V 
T2151 K219 
Q 

K1OIQK1O 
3N V1081 
P22511 

2901 0 

2687 0 

3559 0 

159 L741 
M184V 

KI03N ViO 
81V179EP 

22511 

1638 2305 

1451 1977 

2246 0 

160 E44D K103N 1524 1503 
1472 3402 

2634 2196 

161 Susceptible Susceptible 254 1043 
1049 1885 

2903 1677 

162 Susceptible KIO1Q 1999 352 
1541 3182 

2084 1926 

163 L741 K103 
V1081 

1099 2239 
1044 2079 

2115 3137 

164 M184V 
K219R 

K103N 
P22511 

754 1628 
1262 2802 

1489 3089 
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