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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION.

El entendimiento de la dinamica de transmision del VIH representa la base sobre la cual
deben desarrollarse intervenciones en salud publica. La dindmica de transmisidon se ha

abordado desde diversos enfoques, modelos y poblaciones.

Un abordaje muy utilizado es el basado en el desarrollo y aplicacion de los modelos
matematicos. Mediante estos modelos, se trata de explicar la dindamica de transmision del
VIH a través de la definicion de variables que podrian tener efecto en la transmision, y
finalmente asociarlas con una expresion matematica (1). Un ejemplo de esto, es el modelo
publicado por Mesa-Mazo y colaboradores; el cual fue desarrollado en poblacién
heterosexual americana (colombianos). A pesar de que las variables consideradas en este
modelo no son las mismas a considerar en poblaciones de alto riesgo (como los hombres
gue tienen sexo con hombres -HSH-); sus resultados sefalan que el uso consistente del
condodn es de impacto relevante en la transmision del VIH. Esto sin importar si la medida

preventiva atafie a hombres o a mujeres (1).

Un tipo de modelo matematico ampliamente utilizado en la dindmica de transmision, es el
modelo estocastico. Yeghiazarian L. y colaboradores, publicaron un estudio que utiliza sélo
la informacidn clinica y los contactos sexuales de los individuos, con la finalidad de aplicar
un modelo estocastico a la transmisién de VIH entre HSH (2). El objetivo de este estudio
fue el de evaluar algunas medidas preventivas y el impacto que tiene el tiempo en que se

inicia la terapia antirretroviral (TARV); situacién que aun se encuentra en debate. Este
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modelo incluye variables como el estado de la enfermedad y la progresidn de la infeccién
en los individuos, la idea es simular escenarios con diferentes estrategias terapéuticas
(TARV a distintos tiempos). Este estudio, de manera similar a otros ya publciados concluye
gue el inicio temprano de la TARV podria tener un efecto negativo en la transmision del

VIH, disminuyéndola (2,3).

Sun X. y colaboradores (4) llevaron a cabo un estudio en HSH chinos mediante la
aplicacion de modelos estocdsticos, en el cual se evalud el impacto del inicio temprano de
la HAART en la transmisién del VIH (especificamente en el nUmero basico de reproduccién
Ro). En este estudio se consideraron diferentes variables, tales como la eficacia de la
HAART, la emergencia de resistencia a los antirretrovirales, el tiempo de inicio de la
terapia, la prevalencia de VIH, entre otras. Sus hallazgos sustentan que el inicio temprano
de HAART debe ser implementado con reserva y cuidado; sobretodo en los entornos
donde los medicamentos eficaces son limitados. Esto principalmente por la generacion de
mutaciones virales que le otorgan resistencia a ARV, las cuales se generan cuando se usan
monoterapias o cuando la diversidad de ARV y sus combinaciones son minimas. Con
respecto de sus hallazgos, se sugiere el desarrollo de estudios mds extensos para evaluar
la dindmica de transmisién individual (de un individuo a otro) y poblacional (entre
individuos); esto principalmente en grupos de riesgo como los HSH ya que ellos pueden

constituir el grupo “core”, manteniendo asi la transmision del virus (4).

Existen otros estudios que han abordado la dinamica de transmisién del VIH desde un
enfoque mas bioldgico, mediante la busqueda y comparacién de las secuencias gendmicas
del VIH (principalmente genes estructurales: gag, pol y env). En este tipo de estudios, se
hacen comparaciones de un fragmento de las cuasiespecies virales de VIH presentes en
cada individuo analizado; y se trata de determinar si estas cuasiespecies coinciden con los
individuos con quienes tuvieron contacto; o si tienen alta variabilidad (lo cual indica una
evolucién rapida de la infeccién, o un mayor tiempo de establecimiento viral) (5,6). La
mayoria de estos estudios se han llevado a cabo en poblacién general o en poblacién con

subgrupos como usuarios de drogas intravenosas o inyectables (UDI), heterosexuales y
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HSH. En el afio 2016, un estudio de este tipo fue realizado en Espafia por Patifio-Galindo y
colaboradores (7), e incluyd a 441 individuos. Entre sus hallazgos principales, encontraron
que el desarrollo de la infeccidn se daba en un menor tiempo entre HSH con respecto de
sus otros grupos poblacionales. Esto se concluyé debido a la alta variacidon de las
secuencias gendmicas (pertenecientes a las cuasiespecies virales) encontradas en los HSH,
en comparacién con los otros grupos poblacionales. Sin embargo, no se indagd en las

posibles causas de este hallazgo (7).

Con este mismo enfoque, Chan PA y colaboradores (8) publicaron un estudio que investiga
a nivel estatal las redes de transmisidon del VIH. En este estudio, la base fue el analisis
filogenético de secuencias gendmicas del virus (gen pol). Los participantes provenian de
una cohorte de individuos diagnosticados con VIH entre 2004-2011, en Rhode Island
E.U.A. De acuerdo con caracteristicas demograficas y de comportamiento, las secuencias
gendmicas analizadas fueron clasificadas en arboles filogenéticos. De las 1166 secuencias
gue analizaron para la formacion de conglomerados de transmision, resultd que el 52% de
ellos estaban formados por secuencias sélo de virus aislados en HSH. A su vez, se
determind que los HSH que formaban estos conglomerados, coincidian en tener multiples
parejas anonimas y en que encontraban parejas sexuales en clubes y tiendas
pornograficas. Una de sus conclusiones establece que las redes sexuales entre HSH recién
diagnosticados, y coinfectados con otras infecciones de transmisién sexual (ITS),
contribuyen a la transmisidn activa del VIH. Este grupo podria considerarse como el grupo

“core” en la localidad de estudio (8).

Para el afio 2015, Li Z. y colaboradores (9) publicaron un estudio donde analizaron los
subtipos de VIH, con la finalidad de investigar los origenes de la transmisidon de VIH y la
filogenia entre HSH (analizando el gen pol). Los 1205 individuos participantes provenian
de 13 provincias de China y fueron reclutados entre 2009 y 2014. Ademas, todos los
participantes eran recién diagnosticados y tenian entre 16 y 25 afios. Ademas de
encontrar el subtipo B de VIH-1 (el mas comun), ellos encontraron también algunas

formas recombinantes circulantes (CRF) que tenian poco tiempo de introduccién en la
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poblacién de estudio, y otras que se desconocian. Entre las conclusiones, ellos mencionan
qgue las complejidades de los subtipos y los CRF apoyan firmemente la necesidad de
estudios exhaustivos sobre comportamientos de riesgo y su relaciéon con el aumento de

los subtipos y variantes de VIH entre HSH (9).

El estudio de redes genéticas de transmisidon, mediante el analisis de secuencias especifias
del VIH ha dado origen a diversos hallazgos; los cuales permiten vislumbrar los prinicpales
grupos o clusters de transmision del VIH en poblaciones definidas. A este respecto,
Ragonnet-Cronin y colaboradores detallan la identificacion de al menos 1722 clusters de
transmisién identificados mediante la secuencia del gen pol. Estas secuencias fueron
obtenidas del Departamento de Salud Publica de Los Angeles, a través de sus reportes de
analisis de resistencia a farmacos. De manera interesante, ellos ubican a 147 de 345 (43%)
mujeres transgénero en la frecuencia mas alta de la red de transmision, y detallan su
contacto con al menos una persona de las incluidas en su poblacién de estudio (10). De
manera similar, mediante el anadlisis de secuencias parciales de VIH del Sistema de
Vigilancia Nacional de VIH en EUA, Oster y colaboradores lograron identificar clusters de
transmisioén rapida del VIH. Ellos proponen una metodologia donde utilizan dos distancias
genéticas entre las secuencias (0.5% y 1.5%) y dos periodos de diagndstico del virus
(histérico y 2013-2015). Con esta metodologia ellos encontraron que la combinacion 1.5%
de distancia genética y el periodo histérico de diagndstico identifica mas de 100 clusters
de transmisidn rdpida de VIH; asi mismo detallan que la tasa de transmision en estos
puede llegar hasta 33 casos por 100apo. Discuten que sus hallazgos pueden ser utilizados

como parte de estrategias de prevencién focalizada (11).

Desde un enfoque social, tomando como base los comportamientos sexuales, Boily y
colaboradores (12) publicaron un estudio realizado entre HSH, con la finalidad de explicar
el incremento en la transmision del VIH antes y después de la introduccién de la TARV. La
poblacién de estudio analizada provenia de paises industrializados donde el uso de la
TARV estd ampliamente disponible. La metodologia del estudio se basd en la utilizacion de

diagramas de redes sociales, para explicar el fendmeno. En este estudio, se encontré que
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una gran parte del aumento en la transmisién del VIH puede estar causada por interaccién
entre las actividades sexuales de alto riesgo y la TARV. Esto se explica mediante la
hipdtesis de que aquellos HSH que no pudieron participar en actividades sexuales de alto
riesgo, ahora buscaban participar de ellas y lo pueden hacer con individuos altamente
disponibles que tienen TARV. Estos ultimos, al tener TARV se conciben en menor riesgo de

transmisién; lo cual es muy debatible (2,12).

En México, existe poca evidencia sobre la dinamica de transmision del VIH basada
exclusivamente en HSH. Al respecto, en el afio 2015 Mehta y colaboradores (13)
desarrollaron un estudio en la frontera entre Tijuana (México) y San Diego (E.U.A.). Se
incluyé poblacién heterosexual, bisexual y HSH. Los autores analizaron la informacién
sociodemografica y clinica de cada participante, asi como la secuencia gendmica viral,
obtenida de diez estudios previos en la misma region. Se llevaron a cabo andlisis
filogenéticos y de redes de transmisidon para crear conglomerados. El analisis se realizd
con 843 secuencias virales asociadas con su informacién sociodemografica; como
resultado de ello se obtuvo que variables como la raza, la residencia o el sexo (hombre o
mujer) no era relevante para la transmision. Sin embargo, la preferencia sexual si tuvo
impacto sobre la transmisidn, siendo éste mas visible en HSH. Aunque la epidemia de VIH
en esa region se encontrd filogenéticamente compartimentalizada, se pudo vislumbrar
que la transmision es bidireccional entre los dos lados de la frontera. De esta manera se
concluyd en la importancia de realizar estudios en esas regiones, principalmente en

grupos de riesgo; esto por ser considerada un “melting pot” de los grupos de riesgo (13).

En el afio 2011 se realizd en nuestro pais la primera encuesta de seroprevalencia de VIH
en sitios de encuentro de HSH (14,15) . Aunque su objetivo primordial esta relacionado
con el impacto de medidas preventivas y el acceso a la cascada de atencidn, la
informacién que de ella resulta puede ser util como base para modelar la transmision de
VIH entre HSH que acuden a sitios de encuentro en México. Para fines de esta encuesta se
definié como sitio de encuentro aquel lugar (principalmente de esparcimiento) donde se

reunen HSH (14,15) . Esta encuesta tiene representatividad nacional y su mapeo se llevd a
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cabo en cinco regiones geograficas del pais: Noroeste, Noreste, Centro, Centro-Occidente
y Sur. Se incluyd en ésta a 8586 individuos provenientes de las 5 regiones. Ademas de
aplicar a cada participante un cuestionario sobre variables sociodemograficas y de
comportamiento sexual, también se realiz6 una prueba rdpida de VIH. Entre los
principales hallazgos de esta encuesta, resaltan el porcentaje de uso del condén (74% en
la dltima relacidn sexual), sin embargo esto no asegura un uso consistente. Asi también,
resultd que solo el 5.6% de la poblacién entrevistada se percibe como VIH positivo, dato

muy por debajo de la prevalencia encontrada que fue del 16.9% (14,15).

En el afio 2013, se llevd a cabo la segunda version de esta encuesta en sitios de encuentro
(16). De manera similar a la encuesta 2011, a cada participante se le aplicé un cuestionario
sobre variables sociodemograficas y de comportamiento sexual; sin embargo en esta
ocasidn también se les tomd una muestra bioldgica (sangre seca en papel filtro o DBS por
sus siglas en inglés). La informacidn obtenida, asi como la muestra bioldgica representan
una base sobre la cual se pretende desarrollar un modelo para indagar en la dinamica de
transmisién de VIH entre HSH mexicanos a nivel poblacional. Para ello, se tomara en
cuenta tanto el uso de andlisis estadisticos que expliquen el fenédmeno (analizando
variables sociodemograficas, de comportamiento sexual y factores de riesgo a nivel
individual y regional), y desde el enfoque bioldgico el andlisis de las secuencias virales de
cada individuo. Esto con la finalidad de generar evidencia de los factores que determinan
la dindmica de transmisidon del VIH en la poblacidon de estudio a nivel nacional como
regional; asi como la determinacidn de las variables que intervienen en dicha dinamica. De
acuerdo a los hallazgos se pretende apoyar en la generacion de intervenciones focalizadas

gue incidan en la prevencidn de la transmision del VIH entre HSH.
Por lo tanto, la pregunta de investigacidn del presente estudio es la siguiente:

¢Cudles son los factores determinantes de la dindmica de transmision de VIH entre HSH

que acuden a sitios de encuentro, en seis regiones geogrdficas del pais?
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2. MARCO TEORICO.

2.1 Generalidades.

El Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) es un retrovirus que afecta al sistema inmune
(especialmente a los linfocitos T CD4", macréfagos y células dendriticas) (17); de manera
gue debilita las defensas del cuerpo, aumentando la probabilidad de adquirir otras
infecciones (17,18). A medida que el virus destruye las células inmunitarias, la persona se
vuelve inmunodeficiente, debido a esto la fase mas avanzada de la infeccion se conoce
como Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (Sida), la cual puede tardar en promedio
de 2 a 15 afos en manifestarse (17,19). El VIH es considerado una infeccion de
transmisién sexual (ITS) y la enfermedad resultante (Sida) fue reconocida como una
entidad clinica nueva en 1981, y hasta nuestros dias representa una de las pandemias mas

grandes y sostenidas que se hayan conocido (17).

El VIH es un lentivirus que pertenece a la familia Retroviridae (Tabla 1). Los retrovirus
conforman una familia larga y diversa de virus de ARN definida por denominadores
taxondmicos comunes. Estos denominadores incluyen la estructura, la composicidn
genética y las propiedades replicativas. La caracteristica distintiva de la familia es su
estrategia replicativa, la cual incluye un paso esencial de la transcripcion reversa del ARN

viral al DNA de doble cadena (17,18,20).

T S

Alpharetrovirus Virus de la leucosis aviar

Betaretrovirus Virus del tumor mamario del ratén
Gammaretrovirus  Virus de la leucemia murina y felina
Retroviridae
Deltaretrovirus HTLV-1y HTLV-2
Epsilonretrovirus  Virus cutdaneo del Walleye (peces)

Lentivirus Virus de inmunodeficiencia en simios, VIH-1y VIH-2.

Spumavirus Virus espumoso del chimpancé

Tabla 1. Familia Retroviridae (modificada) (20).
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Entre los retrovirus, sélo los deltaretrovirus y los lentivirus causan enfermedad en los
humanos. Los lentivirus se distinguen dentro de Ila familia por una caracteristica
morfoldgica inusual: sus dos capsides, una cdnica y otra icosaédrica; ademds de poseer
varios genes con funcién regulatoria en su ciclo viral, los cuales no estdn presentes en
otros retrovirus. Asi mismo, la capacidad de persistir y replicarse a pesar de la respuesta

inmune humoral y celular, es otra cartaceristica especifica de los lentivirus (17,21).

2.2 Estructura del Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH).

El virion de VIH mide aproximadamente entre 100 y 130 nm de didmetro (22).
Estructuralmente del interior al exterior, en i) el core el virién posee dos copias idénticas
de ARN de cadena sencilla de sentido positivo y las enzimas transcriptasa reversa (RT) e
integrasa (IN), ii) dos capsides: una en forma de cono truncado y otra en forma

icosaédrica, iii) una membrana lipidica y en ella glicoproteinas (22—24) (Figura 1).

Figura 1. Izquierda: componentes estructurales del virion de VIH; en rosa claro se muestran las cadenas de ARN, en rojo
la capside truncada, en anaranjado la cdpside icosaédrica, en morado la membrana y en verde-azul las glicoproteinas.
Derecha: Particulas virales de VIH magnificadas en una micrografia electrénica; en algunas de ellas se puede apreciar la
capside truncada y la membrana (23,24).
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ARN, tiene una longitud de aproximadamente 9kb. Este genoma tiene un extremo 5cap y

otro 3'que se encuentra poliadenilado; cuenta con repeticiones terminales largas (LTR),
tres genes principales: gag, pol y env; y seis genes adicionales o accesorios: vif, vpu, vpr,

tat, rev y nef (20-22) (Figura 2).

Figura 2. Organizacion gendmica del VIH. (Tomada de http://andreamariatic.blogspot.mx/2011_04_01_archive.html).

Cada uno de los genes del VIH tiene funciones especificas, las de los genes estructurales se
describen a continuacién (17,21,22,25) (Figura 3):

® gag: codifica las proteinas estructurales de las capsides (truncada e icosaédrica),
necesarias para el ensamble del virion.
® pol: codifica la transcriptasa reversa, la proteasa y la integrasa, principales enzimas
de la replicacién viral.
e env: codifica las glicoproteinas de envoltura gpl120 y gp4l, las cuales son
requeridas para la infeccidn de las células.
Asi como los genes estructurales, se presume que los genes accesorios también tienen
funciones que los caracterizan. En general, se trata de la regulacién de la replicacién viral y
de la interaccién del genoma viral con el genoma celular. Sin embargo el conocimiento de
estas funciones aun sigue bajo investigaciéon (21,22,25), a continuacidn se enlistan algunas

de las funciones conocidas:
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e vif: promotor de la infectividad de virus libre, antagdnico de inhibidores de la
transcripcién reversa (ej. APOBEC3G).

® vpu: requerido para la liberacidn eficiente de los viriones, actia como antagdnico
de los inhibidores del budding.

e vpr: activador débil de la transcripcidn.

e tat: activador potente de la transcripcidn, regulador positivo de la replicacién viral.

e rev: regulador de la expresion de genes estructurales, aumenta la replicacién viral
y es regulador negativo de nef.

® nef: al parecer actua disminuyendo la expresion viral.

env
gp 120
gp 41
gag
& p17

® p24
p7

pol
e p66/51
» p32
o pM

Figura 3. Productos protéicos de los genes estructurales de VIH y su organizacion en el viridn (24).

2.3 Ciclo de replicacion viral.

El ciclo de replicacion del virus inicia con la unién de las espigas de la envoltura viral al
receptor celular de CD4", asi como a los receptores de quimiocinas (correceptores) CCR5
en macréfagos y CXCR4 en los linfocitos T (paso 1) (Figura 4). Estas espigas estdn

conformadas por un heterodimero de la glicoproteina gpl20 y una proteina
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transmembranal gp41. Al término de este paso llamado “fijacion”, en la particula viral se
inicia una cascada de cambios conformacionales que inducen la “fusion” de la membrana
viral con la membrana celular, lo que genera un poro a través del cual la capside viral
entra a la célula (paso 2). Debido a la fuerte relacidon conformacional entre la membrana y

la capside icosaédrica, esta ultima también se disgrega en este paso (22,25).

En el tercer paso del ciclo, se lleva a cabo el “desnudamiento” del material genético, de la
capside truncada que lo contiene; es decir, se libera el contenido del core viral. De
acuerdo con reportes derivados de analisis cristalograficos, este desnudamiento inicia

desde el extremo mas estrecho del cono (25).

Una vez libre en el citoplasma, la enzima RT inicia el paso 4 o “transcripcidon reversa”
mediante la sintesis de una cadena negativa de DNA tomando como molde el ARN viral de
sentido positivo. Posteriormente, la cadena de ARN viral es degradada por la accion RNasa
de la RT, para dar paso a la sintesis de la cadena positiva complementaria de DNA. Al
término de este paso se ha generado un DNA de doble cadena conocido como DNA

proviral (22,25).

Al unirse el DNA proviral y la enzima IN, se forma el complejo de preintegracion (PIC). Este
complejo es “importado al nucleo” para su posterior integracion al genoma celular (paso
5). Una vez en el nucleo, la enzima IN como parte del PIC dirige la “integracién” del
genoma viral que finaliza con la formacién del provirus (paso 6). La enzima IN lleva a cabo
dos actividades: el procesamiento de los extremos 3’y la transferencia del DNA. Cada
extremo del DNA viral se escinde adyacentemente a la secuencia gendmica celular, en un
sitio que permita su integracion. La IN corta en los hidroxilos de la posicion 3" del DNA
celular en el surco mayor, y al mismo tiempo une el DNA viral al extremo 5" del DNA
celular. Las enzimas celulares completan el proceso de integracion mediante la reparacion

del DNA (22,25).

La integracion marca la transicion de la replicacion viral temprana a la replicacion viral

tardia. Después de la integracion, el paso 7 del ciclo corresponde a la “transcripcion” de
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los RNAm a partir del provirus ya integrado. La elongacion de los transcritos requiere de la
accién de las proteinas virales accesorias Tat y Rev, para dar paso a la siguiente etapa en el

ciclo de replicacién, la “exportacién nuclear” (22,24,25).

En el siguiente paso, “traduccion”, los ARNm exportados sirven como templado para la
produccién de la poliproteina Gag-Pol-Gag (también llamado polipéptido precursor),
ademas de producir también las proteinas accesorias encargadas del ensamble del virién.
El extremo N-terminal del polipéptido precursor es miristilado, lo que contribuye a su
asociaciéon con la membrana. El ARNm de la proteina Env, da origen a las glicoproteinas de
la envoltura; las cuales son sintetizadas y glicosiladas en el reticulo endoplasmico y el

aparato de Golgi (22,24,25).

El “ensamble” es el paso 10 del ciclo y en éste se da la conformacidn del nuevo virién. Una
vez con todos los elementos de la envoltura y con el polipéptido precursor, se lleva a cabo
el proceso de “budding”. Durante este proceso se forman cuerpos multivesiculares por
accion de las proteinas celulares Vps (vacuolar protein sorting) que son subunidades del
complejo de clasificacién endosomal requerido para transportacion (ESCRT). El budding es
una especie de gemacion (con referencia a las bacterias) en donde cada vesicula deja el

citoplasma cubierta de membrana (25).

Posteriormente, se da paso a la “liberacidn” de los viriones. Esta etapa comprende la
separacion total de la membrana del nuevo virién y de la membrana celular. Los viriones

liberados son inmaduros, es decir, no infecciosos (25).

El ultimo paso del ciclo de replicacion es la “maduracién viral”. La proteasa viral se activa
durante el ensamble, y esta escinde al polipéptido precursor para generar un conjunto de
nuevas proteinas (MA, CA y NC) y péptidos espaciadores (SP). Estas nuevas proteinas re-
ensamblan el interior del virion; la proteina MA origina la cdpside icosaédrica, la proteina

CA da origen a la cdpside truncada y la proteina NC cubre al ARN viral (22,25).

En cada virion ahora maduro (infeccioso), se pueden notar las estructuras que se han

descrito anteriormente: la membrana con sus glicoproteinas, la cdpside icosaédrica, la
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capside truncada, y el core viral, que posee las copias de ARN viral en una estructura

dimérica llamada kissing loop complex que asegura que haya dos copias (Figura 5). Los

viriones maduros liberados son capaces de iniciar una nueva infeccion (22,25,26).

Virus inmaduro
(no infeccioso) ®

® SP1  SP:

MA CAnTtD CAcmo | NC pé
N-term A AA AA C-term

Virus maduro

(infeccioso) ° /
-~ .', A ~ 4

Attachment

Accessory viral
proteins Vpu Ové
Rev, °

Tat©
ESCRT-I,

°h ®
: &mm (D) ESCRTNI

Fusion @ Nuclear

/@Tnnscrlptlon
RNA Pol Il

P-TEFb
Nude 5'LTR 3'LIR 9 |

Figura 4. Ciclo de replicacién viral (modificado) (22,25).
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Figura 5. Estructura dimérica del ARN viral: kissing loop complex (26).

De acuerdo con Murray J.M. y colaboradores, se ha estimado un tiempo promedio para
cada una de las etapas en el ciclo de replicacién viral; el trabajo concluye que el tiempo
generacional del VIH es de aproximadamente 52 horas. Este tiempo fue estimado con

experimentos in vivo en células T CD4" infectadas con VIH (27) (Tabla 2).

Fase del ciclo Tiempo
(horas)

Unidn y fusidn en la membrana, liberacion del contenido genético al interior de 6.8
la célula

Reverso transcripcidn 33
Material genético generado se integra al genoma del hospedero y se replica 4.6
Sintesis proteica, ensamblaje del virién y liberacion por budding 7.6
TOTAL 52

Tabla 2. Tiempo generacional del VIH (adaptado) (27).

2.4 Tipos de VIH.

La comparacion de las secuencias proteicas y nucleotidicas de los genes gag, pol y env, ha
demostrado que existen dos tipos de VIH: VIH-1 y VIH-2 (28). Una diferencia notoria entre
estos dos tipos de VIH, es que el VIH-2 no incluye al gen accesorio vpu, y en su lugar posee

el gen vpx, que no esta presente en el VIH-1 (24,28) (Figura 6).

9200 BP

W' gag

LTR LTR
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Figura 6. Genoma del virus de inmunodeficiencia humana (VIH). Izquierda: VIH-1, Derecha: VIH-2 (24).

El VIH-1 ha sido clasificado en 4 grupos: M, O, Ny P. A su vez, el grupo M se ha dividido en
subtipos: A1, A2, B, C, D, F1, F2, G, H, J, y K (28). El VIH-2 por su parte, estd dividido en 8
grupos denominados con letras de la A-H. También existen virus recombinantes que se
denominan Formas Recombinantes Circulantes (CRF); estas se numeran en forma
secuencial y se designan mediante las letras de los subtipos que los componen. Por
ejemplo, CRF02-AG se refiere a la segunda forma recombinante circulante reportada, y es

una combinacién del subtipo Ay el subtipo G (28,29).

El VIH-2 sigue restringido al Africa occidental, en donde se encuentran todos los grupos
conocidos; tiene un periodo de incubacién de entre 15 y 20 afios (mas largo con respecto
del VIH-1). El VIH-1 por su parte, tiene una mayor distribucién. El grupo M del VIH-1 fue el
gue se adaptd con mayor éxito al hospedero humano y se dispersd por todo el mundo, es

el conocido como virus pandémico (28-30).

La similitud entre los genomas del VIH-1 y el VIH-2 es de entre 40-50%. Aunque
genéticamente son parecidos y ambos ocasionan una enfermedad clinicamente
indistinguible; el VIH-2 se diferencia del VIH-1 por su progresidon mas lenta a Sida, por ser
menos citopatico, menos virulento, por tener una menor eficiencia de transmisién, y por

estar asociado con una baja replicacién viral (17,28).

De acuerdo con Rivera-Morales en 2001 (30), el VIH-1 B es el predominante en México,
Estados Unidos de América y algunas regiones de América Latina; aunque en afos
recientes se han detectado casos espordadicos de otros subtipos como el A, C, Fy H
(28,31,32). Por ejemplo, en Peru en el periodo de 2008-2010, se detectaron casos de VIH-
1 subtipo A, Cy H (31). En paises como Paraguay, Venezuela, Brasil, Colombia y Ecuador

también se han detectado casos esporadicos de VIH-2 subtipo Cy F (28,29).

El VIH-1 subtipo B predomina en regiones geograficas donde las vias de transmision son

principalmente a través del contacto sexual de hombre con hombre y del uso de drogas
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inyectables. En cambio, los subtipos no B predominan en regiones donde prevalece la

transmision sexual de tipo heterogéneo (28,30).

Debido a que cada nuevo viriéon de VIH contiene dos copias de ARN, la recombinacién
homodloga puede llevarse a cabo entre éstas cuando una célula es coinfectada con dos
subtipos de VIH. Este mecanismo ocurre de manera natural y se manifiesta en individuos
infectados con VIH que viven en regiones donde co-circulan multiples variantes virales

(29,31).
2.5 Caracteristicas de la infeccion.

La evolucidn tipica de los marcadores virales y del hospedero en la infeccién por VIH se

detallan en la figura 7.

Quantity

Local
viral Viral
growth spread

0 1 2 3 § 5 6 12 24

Weeks post-infection

Figura 7. Evolucién de los marcadores virales y serolégicos durante las primeras semanas post-infecciéon con VIH-1 (33).

La evidencia experimental indica que, el primer paso de esta evolucidon es la replicacién
local del virus en el sitio de inoculacion (33). En este paso se presenta una viremia alta,
generalmente durante la segunda o tercera semana post-exposicion. Estos titulos altos de
viremia permiten una diseminacién viral en tejidos susceptibles adyacentes. El primer

biomarcador presente es el ARN viral, el cual se encuentra en gran cantidad en el
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individuo infectado aun antes de que sea posible detectar anticuerpos anti-VIH (su mayor
elevacion se da aproximadamente en la tercer semana post-infeccidn); es por esto que es

un marcador poderoso de infecciones recientes (33).

Aun en presencia de ARN viral, una proteina componente del core viral, el antigeno p24
(p24Ag), es usualmente detectable unos pocos dias después del inicio de la viremia
(aproximadamente a las 2.5 semanas). Debido a que el sistema inmune del hospedero
inicia una respuesta, los niveles de p24Ag decrecen aproximadamente en 1.5 semanas. El
antigeno p24 usualmente permanece indetectable hasta la degradacion del sistema
inmune asociado con la progresidon de VIH a Sida, alrededor de los 10 afos. La deteccidn
de p24Ag en ausencia de anticuerpos anti-VIH podria ser usada como un marcador de
infeccion reciente; sin embargo, su presencia es muy corta y por tanto su aplicacién es
limitada. La presencia de p24Ag y/o un alto nivel de ARN viral después del periodo de

seroconversién son indicativos de una progresién rapida a Sida y un mal prondstico (33).

La respuesta inmune inicial es tipicamente representada por el desarrollo de los
anticuerpos clase IgM como respuesta primaria al virus. Esta respuesta es variable tanto
en intensidad como en duracion, generalmente inicia en la semana 3.5 y tiene su declive

en la semana 5 (33).

Al mismo tiempo que los anticuerpos clase IgM, se inicia una respuesta inmune secundaria
mediante el desarrollo de anticuerpos clase IgG. Un incremento gradual en el titulo de
estos anticuerpos ocurre durante varios meses; esta es la base de algunos ensayos
seroldgicos que presumiblemente distinguen a las infecciones recientes: ensayos
sensibilidad disminuida (detuned), ensayos de avidez y ensayos de diferencia de

proporciones (33).

La patogénesis de la infeccion por VIH es un proceso cronico que implica una generacién
elevada y constante de viriones, acompafnada de la destruccion progresiva de los linfocitos
T CD4". El indicador mds importante de la progresién de la enfermedad es la cuenta de

células CD4", ya que a medida que disminuyen en la sangre la carga viral (CV) aumenta
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(17) (Figura 8).
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Figura 8. Evolucion clinica tipica de la infeccidn por VIH. En general, las cuentas de células T CD4" declinan y la carga viral
se incrementa (34).

La infeccidn primaria por VIH se caracteriza por un sindrome tipo Mononucleosis que
aparece aproximadamente 3-6 semanas post-infeccidon. La severidad y persistencia de los
sintomas varia considerablemente entre individuos, aunque entre 50-70% de los
individuos infectados recuerdan haber padecido los sintomas. Un declive significativo en
los niveles de linfocitos T CD4" en sangre periférica ocurre entre la semana 2-8 post-
infeccidn. Estos niveles regresan a lo normal a medida que el individuo entra a la fase

clinica de latencia (17,34).

El sindrome agudo asociado a la infeccién primaria por VIH, es acompafado por un
incremento acelerado de la replicacién viral, y puede ser detectado en sangre alrededor
de la semana 3 post-infeccion. Es en esta misma etapa en la que se genera un
establecimiento del virus en drganos linfoides (34). La tercera etapa clinica de la infeccion
se conoce como periodo de latencia y se caracteriza por pocas o ninguna manifestacion
sintomatica. En esta etapa se mantienen intensas durante afios las respuestas celulares y
humorales frente al VIH; sin embargo, la destrucciéon de los linfocitos T CD4" conlleva a
una incapacidad progresiva del sistema inmune para contener la replicacién viral

(17,21,34).
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Después de 2 a 15 afios en promedio, se presenta una inversion de la cuenta de células T
CD4" (decremento) y la carga viral (incremento). Esta etapa se conoce como enfermedad
clinica o Sida, y su principal caracteristica es una cuenta de células T CD4" por debajo de
400 cel./mL. Es la etapa donde mas sintomas se presentan, debido al sistema inmune
debilitado. A medida que se sigue estableciendo la proporcionalidad inversa de células T
CD4" y carga viral, se presentan las infecciones oportunistas y generalmente el individuo
muere a causa de estas. Los signos y sintomas en cada etapa clinica tiene generalidades

gue pueden o no presentarse en los individuos infectados (17,34) (Tabla 3).

Infeccion primaria  Sindrome tipo Mononucleosis: fiebre, malasia, faringitis, linfadenopatia,
cefalea, artralgias, diarrea, rash maculopapular y meningoencefalitis.

Latencia clinica Raro, pero puede presentar: fatiga, pérdida de peso, linfadenopatia
generalizada, y aftas.

Enfermedad clinica Células T CD4+ (200-500 cel./mL): linfadenopatia generalizada, lesiones
orales, reactivaciones de H. zéster, trombocitopenia, Molusco contagioso,
carcinomas de piel, cefalea, condilomas, reactivaciones de M. tuberculosis.

* Células T CD4+ < Infecciones por protozoarios (ej. P. jirovecci)

200cel./mL Infecciones bacterianas (ej. T. pallidum)
Infecciones fungicas (ej. C. albicans)
Infecciones virales (ej. CMV y VHS-2)

* Linfomas Sarcoma de Kaposi (VHH-8), carcinoma anogenital (VPH)
*Sintomas Meningitis aséptica, ataxia, parestesias, neuropatias periféricas, miopatias,
neuroldgicos demencia compleja por Sida.

Tabla 3. Signos y sintomas del VIH por etapa clinica (modificado) (34).

2.6 Diagnéstico.

El diagndstico de VIH se puede llevar a cabo mediante la aplicaciéon de técnicas diversas.
Ante la sospecha de infeccidén, se requiere de pruebas muy sensibles en las que se
busquen anticuerpos contra el virus. Los principales ejemplos de estas pruebas conocidas
como pruebas de tamizaje, son los ensayos tipo ELISA y las pruebas en puntos de atencién

(pruebas rapidas inmunocromatograficas, también conocidas como pruebas rapidas) (35).



Con respecto de los resultados obtenidos en las pruebas de tamizaje, se recomienda el
uso de las llamadas pruebas confirmatorias. Estas pruebas requieren de buena
sensibilidad y de una excelente especificidad. La prueba confirmatoria por excelencia es el

Western Blot (33,36,37).

Un Jdltimo grupo, son las pruebas suplementarias; éstas se centran en métodos de
laboratorio que permiten predecir la progresion de la infeccién/enfermedad y valorar el
estado inmune del individuo. La cuenta de linfocitos T CD4"y la determinacién de la carga
viral de VIH son las representantes de este grupo de pruebas. Ademads de utilizarse como
pruebas diagndsticas, las pruebas suplementarias mencionadas se han establecido como
indicadores en la infeccién por VIH en casos especificos, como en embarazadas o VIH

congénito (21,33,36,37).

Se han desarrollado también técnicas diagndsticas basadas en la deteccion simultanea de
antigenos y anticuerpos, éstas son conocidas como ensayos de cuarta generacion o
ensayos de quimioluminiscencia. La sensibilidad y especificidad de estas pruebas para
detectar antigenos y anticuerpos es alta, por encima del 99%. Aun asi, la norma vigente
en México establece que un resultado reactivo debe ser confirmado por el estandar de

oro: Western Blot (38,39).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la ONUSIDA recomiendan considerar tres

puntos para elegir el algoritmo mas adecuado para el diagnéstico de VIH (37):

e Objetivo de la prueba.

e Sensibilidad y especificidad de las pruebas.

® Prevalencia del VIH en la poblacion de interés.
De acuerdo con la Direccidon General de Epidemiologia (DGE) de la Secretaria de Salud de
México, y bajo las recomendaciones de la OMS y la ONUSIDA, el diagndstico de VIH debe
realizarse primero por pruebas de tamizaje tipo ELISA o pruebas rapidas, y confirmarse
con Western Blot. El resultado de las pruebas de tamizaje debe denominarse como

reactivo o no reactivo, y nunca debera ser considerado como una prueba Unica ni
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confirmatoria para el diagndéstico de infeccion por VIH (37).

El algoritmo clase Ill, que es el utilizado en México, se recomienda para poblaciones donde
la prevalencia de VIH en poblacion general es menor o igual al 10% en personas
asintomaticas. En este algoritmo, se requieren tres pruebas: dos de tamizaje y una
confirmatoria. En México la prevalencia de la infeccién en poblacion general oscila
alrededor del 1%. Sin embargo en grupos de mayor vulnerabilidad la prevalencia puede

elevarse hasta un 15% (37).

Suero/Plasma

Prueba presuntiva 1
(ELISA, Dot ELISA, Quimioluminiscencia)

J

[ 1

SEEIELD A No reactiva Reactiva
negativo
Repetir por Prueba presuntiva 2
duplicado S DR (ELISA, Dot ELISA, Quimioluminiscencia)

Reactiva

Prueba confirmatoria

(Western Blot)
Negativa Indeterminada Positiva

Hacer seguimiento cada 3 meses
hasta definir estado serolégico

Figura 9. Algoritmo para el diagndstico seroldgico de infeccidén por VIH (adaptado) (37).

Desde hace algunos afios se han desarrollado una variedad de ensayos seroldgicos
capaces de diferenciar las infecciones por VIH recién adquiridas de las prevalentes o
establecidas, estas son pruebas para diagndéstico poblacional. Estos ensayos se basan en la
evolucién de la infeccion y en la maduracion de la respuesta inmune ante la misma
(33,40). El algoritmo de pruebas para infecciones recientes o RITA por sus siglas en inglés
(Recent Infections Testing Algorithm), es un término acufiado desde 2009 por la OMS para

referirse a las combinaciones de ensayos de laboratorio y de informacidn clinica que
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permitirian el diagndstico de infecciones, pero sobre todo su diferenciacidon en infecciones

recientes (tedricamente incidentes) de las prevalentes (41-43).

Los RITA se distinguen por identificar infecciones que ocurren en un periodo no mayor a 1
afio antes de la toma de la muestra, lo que permite estimar la incidencia de manera
retrospectiva, siempre y cuando se conozca el tamafio de la poblacién base (n). Ademas
de calcular la incidencia en un punto especifico, esta metodologia permite monitorear el
impacto de intervenciones de salud publica, factores demograficos o patrones de
comportamiento relacionados con la infeccidon por VIH. Generalmente, los RITA para VIH
han incluido informacion clinica, y pruebas seroldgicas; tales como, ensayos de
sensibilidad disminuida (detuned), ensayos de diferencia de proporciones y ensayos de

avidez (43).

El uso de RITA con ensayos basados exclusivamente en serologia no siempre resulta tan
preciso. Este tipo de ensayos podrian sobreestimar la incidencia de VIH debido a que
algunos individuos con infecciones establecidas o prevalentes son clasificados como
infecciones recientes. Algunas de las razones por las cuales esto sucede son el subtipo de
VIH, las variaciones en la cantidad de anticuerpos durante cada fase de la infeccion y el
uso de terapia antirretroviral. Es por ello que los algoritmos RITA deben complementarse

con técnicas moleculares o basadas en la secuencia gendmica del virus (33,42-44).

La diversidad genética del VIH se ha propuesto como biomarcador de temporalidad de
infeccidn. Esta se puede utilizar para determinar infecciones recientes, debido a que el
tiempo de infeccidn es proporcional a la diversidad. Algunas de las técnicas moleculares
mas utilizadas para este propdsito son las basadas en PCR en tiempo real (QPCR), de
donde deriva el ensayo conocido como high-resolution melting (HRM), y otros como la

secuenciacion del genoma viral (5).

La base metodolégica del HRM es amplificar una regién especifica del genoma de VIH,
seguidamente amplificar una region mas pequefia mediante un PCR anidado con uso de

un marcador fluorescente, y por ultimo recoger y analizar los datos de fluorescencia vs
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temperatura durante la fusiéon del amplicén (5,6,45). El ancho de la curva de disociacidon
resultante permite calcular un score especifico para la muestra y con ello hacer
comparaciones con patrones establecidos. Distintos patrones de scores estan asociados
con diferentes fases de la infeccion por VIH, es por ello que la diversidad genética

determinada con este ensayo puede ser util para detectar infecciones recientes (5,6,46).

Por su parte, la secuenciacién del genoma de VIH se ha llevado a cabo mediante diversas
técnicas, tales como la secuenciacion simple del genoma, la secuenciacién tipo Sanger, la
secuenciacion masiva, entre otras (8,38,39,47). El principio de este enfoque es la
diversificacion existente en la secuencia gendmica del VIH a lo largo de la infeccidn. Los
resultados de la secuenciacion se interpretan de tal manera que, la presencia de una
proporcién baja de cuasiespecies es indicativa de que la poblacién viral ha replicado
recientemente y evolucion6 de un Unico o de multiples variantes virales de transmision,
como es el caso de las infecciones recientes. En etapas avanzadas, las cuasiespecies virales
dentro de un individuo en su mayoria difieren como consecuencia de una acumulacion de
mutaciones por errores de la transcriptasa reversa y la seleccién inmune, que es el caso de

las infecciones establecidas o prevalentes (8,38,39,47).

Aunque las técnicas moleculares siguen siendo mas costosas con respecto de las pruebas
seroldgicas, el desarrollo de un algoritmo tipo RITA para determinar infecciones recientes
por VIH que ademas de la serologia incluya técnicas moleculares tiene el propdsito
disminuir la proporcién de infecciones falsas recientes (la recomendacién es <2%), lo que
aumentaria la certeza de la determinacién. Esto cobra especial importancia en el caso de
poblaciones de alto riesgo (por ejemplo HSH), donde la prevalencia es alta. Ademads, un
RITA con ambas técnicas podria representar una estrategia alternativa y actual para el
calculo de la incidencia de VIH, para el diagndstico poblacional de dichas infecciones, sin la

necesidad de un seguimiento de la poblacién de estudio (43,48).
2.7 Tratamiento.

El VIH se puede tratar mediante una terapia multiple de farmacos antirretrovirales (ARV).
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Aunque este tratamiento no es curativo, el objetivo es controlar la replicacién viral en el
individuo infectado y contribuir al fortalecimiento inmunoldgico (4,49-51). A medida que
el acceso al tratamiento antirretroviral (TARV) mejore, la poblacién infectada por VIH
continuard aumentando debido a la disminucién de la tasa de mortalidad por Sida o sus
causas relacionadas. El TARV esta recomendado para todas las personas que viven con
VIH, independientemente de la cuenta de células T CD4" y de la presencia o no de
sintomas; esto con el objetivo de reducir el riesgo de progresion de la enfermedad vy

prevenir la transmisién del virus (52).

El VIH produce morbilidad y mortalidad por tres vias: la inmunodeficiencia; el dafio directo
a ciertos o6rganos blanco; y, de manera indirecta, el dafo a estos drganos por la
inflamacién crénica producida por el propio virus. Los estudios realizados hasta ahora
muestran que el VIH activo puede dafiar al organismo en cualquier etapa de la infeccidn,
que la TARV es benéfica aun en etapas avanzadas, y que el inicio temprano de la TARV

puede evitar el dafio producido por la replicacidn viral al inicio de la infeccién (53,54).

Las guias actualizadas de TARV (2018 y 2018) promueven con énfasis la conducta de
diagnosticar y tratar lo mds temprano posible. El propdsito es el de aumentar el
diagnodstico, la captacién, tratamiento y retencién de las personas infectadas a las
personas que viven con el virus. Sin embargo, el tiempo de inicio del tratamiento en
pacientes infectados con VIH es variable debido a que las herramientas de diagndstico
utiles durante la seroconversidn generalmente se realizan de forma limitada, y con
frecuencia el diagndstico es tardio en estadios avanzados de la enfermedad, cuando se
presentan sintomas. Ademds de lo anterior, desafortunadamente la aplicacién
heterogénea de las metodologias diagndsticas y tratamiento depende tambien de

diferentes variables de indole no bioldgica (53,54).

Los ARV actuan inhibiendo (de forma competitiva o no competitiva) el mecanismo de una
enzima (RT, In y Pr) o etapa importante para el ciclo de replicacion viral (fusién del virus).
Existen 30 diferentes ARV aprobados por la Food and Drug Administration (FDA) para el

tratamiento del VIH. Estos fdrmacos tienen como blanco cuatro diferentes pasos en la
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replicacién viral (25) (Figura 10):

Inhibidores de fusion: la entrada del VIH a la célula hospedera involucra la interaccion con
la glicoproteina gp120 (fusién) con los correceptores CCR5 o CXCCR4 (unién a
coreceptores); esta accidon desencadena la formacién de dos secuencias repetidas (HR-1y
HR-2) en la glicoproteina gp41 a una estructura 6 alfa-helice, que permite la aproximacién
y fusiéon de la célula y la membrana del virus. Los inhibidores de fusidén bloquean la
formacién de la estructura 6 alfa-helice que es necesaria para la fusidén. Ejemplo de

farmacos inhibidores de fusién son el maraviroc y el enfuvirtide.

Inhibidores de la transcripcion reversa: Estos farmacos tienen como blanco la
transcripcidon reversa. Se distinguen dos clases dentro de este grupo: los inhibidores
nucledsidos de la transcriptasa reversa (NRTIs) y los inhibidores no nucleésidos de la
transcriptasa reversa (NNRTIs). Los NRTIs (por ejemplo azidotimidina) son
estructuralmente similares a los nucleétidos de los acidos nucleicos (DNA y RNA), pero
difieren de sus analogos naturales en el reemplazo del grupo hidroxilo en la posicién 3’,
por otro grupo que es incapaz de formar el enlace fosfodiéster 5’ a 3’ esencial para la
elongacion del DNA. Estos ARV bloquean la actividad de la transcriptasa reversa al
competir con los sustratos naturales e incorporandose en el DNA viral, por tanto actudan
como terminadores de cadena en la sintesis de DNA proviral. Los NNRTIs (por ejemplo
nevirapina) se unen de forma directa o no competitiva a la enzima transcriptasa reversa.
Cada uno de estos antirretrovirales difiere quimicamente, pero todos se unen a un sitio
que es distinto del sitio de unidn del sustrato. Actuan bloqueando la actividad de la DNA
polimerasa mediante el cambio conformacional y el rompimiento del sitio catalitico de la

enzima. Sélo tienen actividad contra el VIH tipo 1.

Inhibidores de la integrasa (INSTIs): estos farmacos bloquean la actividad de la integrasa,
la cual es requerida para la insercion del DNA viral en los cromosomas de la célula

hospedera. Un ejemplo de este grupo es el raltegravir.

Inhibidores de la proteasa (IP): La proteasa posee un sitio activo responsable de la
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divisién de la poliproteina precursora en cadenas mas pequefias, con el fin de producir las
proteinas funcionales que permiten la maduracién del viridn. La inhibicion de la proteasa
resulta en la liberacidn de particulas virales estructuralmente desorganizadas y no
infecciosas para otras células blanco, debido a que los viriones no pasan por la etapa de

maduracién. Un farmaco perteneciente a este grupo es el darunavir (55).
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Figura 10. Grupos de farmacos antirretrovirales y su sitio de inhibicién en el ciclo de replicacidn viral (modificado) (25).

El éxito del TARV puede verse seriamente afectado por la prevalencia de resistencia
transmitida a ARV (TDR, del inglés transmitted drug resistance), término referente a
aquellas mutaciones virales que modifican su secuencia otorgandole resistencia ante
ciertos farmacos ARV, y que se presenta en individuos sin terapia antirretroviral previa

(56-58).

La prevalencia de TDR tiene importantes implicaciones para el manejo éptimo de la TARV
y también incrementa el riesgo de fallo en el tratamiento, lo cual influye de manera
negativa en la calidad y esperanza de vida del individuo infectado (33,37). Asi mismo, la

vigilancia y monitoreo de TDR a nivel poblacional es parte crucial para el manejo de
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recursos de salud publica, sobre todo recursos econdmicos destinados a la adquisicién de
farmacos ARV. Ademas, determinar la prevalencia de TDR en poblaciones recientemente
infectadas esclarece mejor la resistencia circulante y permite predecir tendencias futuras

(56-58).

Por ejemplo, un estudio previo de representacion nacional realizado 25 clinicas de salud
en México encontré hasta 15.5% de resistencia a antirretrovirales pre-tratamiento (ante
cualquier fdrmaco ARV), y 10.6% de resistencia pre-tratamiento a farmacos NNRTIs. Lo
anterior utilizando secuenciacién tipo Sanger. Al utilizar secuenciacion de nueva
generacion estos hallazgos disminuyen, 14.4% y 9.8%, respectivamente. A pesar de esta
disminucion y después de un andlisis multivariado, los autores concluyen que en las
personas con resistencia pre-tratamiento a los NNRTIs se reduce de manera significativa
la efectividad del TARV de primera linea; lo que resalta la necesidad de una diagndstico

inicial de resistencia a ARV en las personas que inician el TARV (59).

A partir de 1996, se inicid el uso de la terapia antirretroviral de alto impacto (HAART, por
sus siglas en inglés). La HAART es una combinacién de ARV que bloquean diferentes pasos
del ciclo de replicacion viral. Rutinariamente se compone de un NRTI, un NNRTI y un IP,
esto ya sea en una sola pildora o en varias. El uso de estas terapias multiples disminuye de
manera significativa la probabilidad de seleccionar cuasiespecies mutantes resistentes a

los ARV, las cuales surgen de manera rapida en las monoterapias (25,31).

La HAART ha tenido un efecto notable en la evolucion de la infeccién por VIH. Con el uso
de esta terapia, lo que antes era una enfermedad fatal se transformd en un padecimiento
cronico estable. Sin embargo, elegir el mejor esquema de tratamiento de la infeccidn por
VIH es un tema muy debatido; debido a que tiene sus ventajas e inconvenientes ya que la
decision de ello debe estar relacionada con diversos factores como el tipo de
medicamento a suministrar, el costo, el momento adecuado para iniciar la terapia,
antecedentes del tratamiento, conceptos de resistencia cruzada y la experiencia del

médico tratante (25,52).
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2.8 Resistencia a antirretrovirales.

El uso de antirretrovirales para tratar la infeccion por VIH, se ha visto limitada por la
presencia de variantes de una cuasiespecie viral en un mismo individuo. Estas variantes
permiten al VIH evadir al sistema inmune, alterar su tropismo y desarrollar resistencia a

los antirretrovirales (56—58,60—62).

El VIH es genéticamente diverso dentro y entre individuos infectados. La alta tasa de
replicacion viral, el tamafo de la poblacion viral en cada individuo y la recombinacién
contribuyen a la variacion genética. Sin embargo, la causa primordial de la diversificacion

del VIH son las mutaciones que se generan durante la replicacién viral (58,62).

El desarrollo de cuasiespecies virales es rapido y se da en gran cantidad desde un nimero
limitado de particulas virales; esto representa una de las bases de la diversificacion del
VIH. Esta diversidad genética es uno de los mayores obstaculos para la erradicacién del
VIH. Las cuasiespecies virales son capaces de responder rdpidamente a la presion selectiva
qgue impone el sistema inmune y la terapia antirretroviral; y asi mismo, son capaces de
frustar los esfuerzos en el desarrollo vacunal. Sélo dos Unicas caracteristicas de la
replicacién viral son responsables por la variacion genética durante la infeccidn: las

mutaciones y la recombinacidn viral (60).

En primer lugar, las mutaciones que son frecuentemente introducidas en el genoma viral
por errores propios de las enzimas que participan en la replicacidn. Existen 3 polimerasas
que participan en la replicacién viral y que contribuyen con las mutaciones: del hospedero
la DNA polimerasa (DNApol) y la RNA polimerasa Il (RNApol Il), y del virus la transcriptasa
reversa (RT). Hay evidencia que sustenta que la fidelidad de la DNApol junto con su
maquinaria de edicién (acciéon exonucleasa), es significantemente alta con respecto de la
ARNpol Il y la RT. La tasa de mutacidn reportada para la DNApol es de entre 1 x 10° y 1 x
10™? mutaciones/pb/ciclo (60,61).

Muchas de las células infectadas mueren antes de dividirse, entonces sélo la ARNpol Il y la

RT tienen una contribucidn significantiva a los errores cometidos durante la replicacién.
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Aunque todas las mutaciones que ocurren en la replicacion son cominmente atribuidas a
la RT, la contribucién relativa de la RT y la ARNpol Il a |a tasa de errores total aun no esta
bien definida. Aun con esto, se asume que todos los errores son cometidos por la RT. La
fidelidad in vivo de la RT de VIH es en promedio de 1.4 x 10° mutaciones/pb/ciclo, la cual
es razonablemente buena para una enzima que carece de funcién de edicién, y es similar
a la tasa promedio reportada para otros retrovirus (1.5 x 10° mutaciones/pb/ciclo)

(61,62).

Ademas de las mutaciones, la otra caracteristica que eleva la variabilidad genética del VIH
es la recombinacion viral. La RT de VIH puede utilizar como molde las dos copias del
genoma viral (ARN) co-empacado como dimero, dando paso a la recombinacion viral.
Cuando los ARN virales co-empacados son genéticamente diferentes, la recombinacion
viral puede dar lugar a mutaciones entre los genomas virales en las cuasiespecies. Esto es
debido a que la RT al usar como molde ambas cadenas, se acopla a ellas y puede ir
cambiando de una a otra; lo que resulta en una secuencia quimera o secuencia

recombinante de DNA (26,60,61,63).

La resistencia es un fenotipo o caracteristica del crecimiento del virus, que se encuentra
alterado como resultado de un cambio en el genotipo del mismo. Como se menciond con
anterioridad, los cambios en el genotipo del virus se deben principalmente a mutaciones.
La resistencia a antirretrovirales puede definirse como cualquier cambio en la estructura
viral que favorezca su replicacion en presencia de niveles terapéuticos de uno o mas
farmacos antirretrovirales. Este fendmeno de resistencia puede darse incluso antes de
usar un farmaco ARV. A esto Ultimo se le conoce como resistencia transmitida a ARV
(TDR), y ocurre cuando el virus infectante (en el individuo con infeccién reciente) ya posee
en su genoma una mutacion que le confiere resistencia a uno o mas farmacos ARV, a
pesar de no haber estado sometido a un TARV. La TDR ha sido una constante amenaza
para la eficacia en el tratamiento del VIH. La transmision de estas cuasiespecies
resistentes es comun en la mayoria de los paises donde se usa ampliamente la TARV (60—

62,64).
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El niumero de mutaciones necesarias para generar resistencia y la rapidez con que éstas
aparecen depende del tipo de farmaco ARV. La resistencia a ARV es uno de los principales
determinantes de la falla al control viral y su estudio es de relevancia en la seleccién de
tratamientos iniciales, tratamientos de rescate, en la comprensiéon de la resistencia
cruzada (entre fdrmacos ARV) y de la resistencia transmitida. Es por ello que, se
recomienda realizar ensayos de resistencia antes de iniciar un esquema de TARV o ante un

fallo terapéutico (64).

Si se reporta resistencia, este hallazgo es un buen predictor de falla si se usa el farmaco en
cuestion. Si se reporta susceptibilidad, este hallazgo no garantiza que el farmaco vaya a
funcionar. Lo anterior debido a la presencia de mutaciones minoritarias no detectadas ni
reportadas por los ensayos de resistencia. Debido a esto, es importante tener un buen
apego al tratamiento y realizar ensayos de resistencia periédicos o ante sospecha de falla

terapéutica (53,64).

A este respecto, la prevencién, el seguimiento y la respuesta ante la resistencia a ARV
constituyen la base del Plan de Accidon Mundial sobre la resistencia a los ARV, el cual es un
programa liderado por la OMS que involucra a diversos paises en una respuesta
coordinada. México forma parte de este programa, el cual articula un consenso global
comprometido con la disminucion de la resistencia antimicrobiana y como parte de ello la
resistencia a ARV. La finalidad es la de alcanzar las metas mundiales para el VIH, incluida

una generacion libre de Sida para 2030 (64).

2.9 Continuo de atencion al VIH.

A nivel poblacional, como respuesta a la epidemia del VIH la cascada de atencién al VIH es
un marco internacional que modela las etapas dinamicas de la atencion misma. La cascada
de atencion o también llamada continuo de atencidn incluye diagndstico, vinculacion con
la atencién (LTC), retencién en la atencién (RiC), adherencia a la terapia antiretroviral
(ART) y supresion viral. Todas estas etapas tienen dificultades propias para ser medidas

debido a su dependencia de las variables operativas y de vigilancia para cada pais o
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region. Sin embargo, existen acciones especificas para lograr el ideal para cada etapa (65).

En el diagndstico, primera etapa del continuo la recomendacion de los CDC es utilizar
pruebas rapidas o pruebas en los puntos de reunidn, asi como hacer que el examen de
deteccion del VIH sea una rutina en la atencidn médica general en lugar de una practica
basada en el riesgo. Actualmente, en algunos paises estan disponibles las pruebas caseras
(65,66). Es un hecho que la supresién viral se logra mas rapidamente si el tratamiento
antiretroviral se inicia dentro de los tres meses posteriores al diagndstico, por lo que la
LTC (segunda etapa) se basa en no superar este periodo de tiempo para todas las
personas diagnosticadas. Desafortunadamente, el informe del diagndstico y las
actividades de gestidn para el inicio de la TAR varian en cada pais e incluso en cada region.
Una estrategia para facilitar la LTC es la iniciativa de buscar, probar, tratar y retener (STTR,
por sus siglas en inglés) como parte de un modelo de atencién al VIH que es altamente
aplicable a las poblaciones vulnerables pero que requiere la colaboracién de un grupo

interdisciplinario (66,67).

La tercera etapa, RiC es la mas discutible porque no existe un consenso acerca de la mejor
medida para ello. Es una etapa cambiante porque la persona que vive con VIH (PVV)
puede hacer la transicion dentro y fuera de la atencién a lo largo del tiempo por muchas
razones, y estos cambios no siempre estan documentados. Ademas del LTC para lograr el

Optimo RiC es necesaria la coordinacidn entre los proveedores de servicios (66,68).

Como en la etapa anterior, para la adherencia al tratamiento antiretroviral no existe una
medida ideal porque las personas en TARV pueden dejar la medicacion por diversos
factores y retomarla posteriormente (66,67). De hecho, es preferible considerar el
autoinforme del paciente como una fotografia instantdnea de los patrones de adherencia
mas que como un registro longitudinal. Esta medida debe interpretarse con cautela. Otro
punto discutible, es el momento adecuado para prescribir el tratamiento antiretroviral.
Mientras que, en algunos paises esta accidn es inmediata; en otros, es necesario verificar

primero el recuento de células T CD4". Es recomendable priorizar el tratamiento
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inmediato debido a la evidencia sobre el costo y los beneficios de la supresién viral (66).

La ultima etapa es el objetivo principal del continuo de atencién del VIH, alcanzar la
supresion viral a través de la terapia antiretroviral. EI CDC considera la supresion viral si la
carga viral mas reciente es inferior a 200 copias/ml (66). El punto de corte de la carga viral
es diferente entre paises, principalmente debido a sus recursos, la tecnologia para medirla
y la transicion del paciente entre estados suprimidos y no suprimidos a lo largo del
tiempo. Para lograr este objetivo, los proveedores de VIH deben trabajar para vincular y

retener a los PVV en la atencion (66,67).

El modelo continuo condiciona un enlace directo y unidireccional entre las etapas, por lo
gue el éxito o el fracaso en una etapa influye en las sucesivas. En los paises con epidemias
concentradas de VIH, las estimaciones por etapas se basan en estudios o encuestas en
poblaciones vulnerables. La prevalencia, la incidencia, el diagndstico, la cobertura de TARV
y la mortalidad son medidas vinculadas de alguna manera al continuo de atencidn del VIH

(65,66).

La relacion entre las variables como la incidencia y la prevalencia esta influenciada por la
medida estimada en cada etapa del continuo, las cuales representan la dinamica propia de
la epidemia de VIH por regidn y en cada poblacidn especifica; posiblemente debido a que
la medicion de las etapas y la aplicacién del continuo varia en cada region (66). Estas
medidas podrian aumentar o disminuir en respuesta a otras variables, entre las que
destaca la mortalidad (69,70). Por ejemplo, las regiones donde la prevalencia es alta pero
la incidencia es baja estan relacionadas con una baja tasa de mortalidad. En contraste, en
regiones con baja prevalencia y alta incidencia, se observa que la mortalidad es alta o que
existe movilidad de la poblacidn. Al considerar el tipo de poblacidn, las personas con
comportamientos sexuales de alto riesgo exhiben dindmicas mas complejas; tal es el caso

de los HSH (15).
2.10 Transmision del VIH.

El VIH es el agente causal de una enfermedad infecciosa de propagacion directa: el Sida.
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Esto quiere decir que la transmisidn ocurre desde el individuo infectado al individuo

susceptible a través de secreciones, del contacto con la piel, mucosas o tejidos (71).
Las vias de transmision del VIH son las siguientes (72):

e Sexual: caracterizada por la exposicién directa a secreciones de personas
infectadas. Estas secreciones pueden ser el semen y/o las secreciones vaginales.
Esta es la mas comun.

® Perinatal: se trata de la transmision de una madre infectada a su producto, ésta
también se conoce como transmisién vertical. A su vez, esta via de transmision se
divide en tres rubros: transmisién durante el embarazo, durante el parto (al paso
del producto por el canal vaginal) y durante la lactancia.

® Sanguinea: por la exposicion a sangre infectada o sus derivados, ya sea por
transfusiones y transplantes, o por via parenteral debido al uso de agujas

contaminadas.

La transmision esta directamente influenciada por variables bioldgicas y de
comportamiento que se conocen como “variables proximales”, justamente porque inciden
propiamente en el fendmeno de interés e impactan a un nivel individual .Un ejemplo de
éstas son los factores bioldgicos y de caudal genético, o los estilos de vida. A su vez, estas
variables son influenciadas por variables de cobertura mas amplia como la desigualdad en
la distribucidn de la riqueza, las condiciones de trabajo, la escolaridad, o las condiciones
culturales; estas se conocen como “variables distales” (73). Las variables distales se
asocian a niveles de grupo y sociedad, es decir, a niveles poblacionales. Por tanto, las
variables distales que contienen a las proximales, tienen el potencial para alterar la
influencia de estas ultimas en la transmisién de una infeccion. Por ejemplo, el patrén de
contactos sexuales dentro de una poblacion es el mismo para cada infeccion de
transmisién sexual (ITS), pero la habilidad de la infeccién de explotar esos contactos estara

determinada por su distribucién y dependera de su propia biologia (73—75).

46



La transicion de ser un individuo susceptible (no infectado) a ser un individuo infectado,
obedece a distintos factores o variables, segun sea la infeccidén de en estudio. De manera
general, el modelo mas utilizado para explicar esta transicion es el conocido como nimero
basico de reproduccion o R cero (Ro). El Ry es una medida del potencial para la
propagacion o transmisién de una infeccidon. En el contexto de las ITS, como es el caso del
VIH, se puede definir como el nimero promedio de infecciones causadas por un individuo

infeccioso en una poblacion totalmente susceptible (73,74).

El Ry tiene tres componentes clave que se pueden describir desde la perspectiva de las ITS:
la probabilidad de exposicién de un susceptible a un infectado (c), la eficiencia de la
transmisién sexual cuando la exposicion ocurre (B), y la duracion promedio de la
infectividad de los individuos infectados (D). Los dos ultimos componentes dependen de
factores bioldgicos del agente infeccioso y del hospedero, mientras que la exposicion de
un susceptible a un infectado (c) depende de factores demograficos. Debido a lo anterior,

la formula para obtener el nimero basico de reproduccion es la siguiente (74):
Ro= C*ﬁ *D.

La probabilidad de transmisidn del VIH varia enormemente entre grupos poblacionales, y
depende de la presencia de otras variables. Sin embargo, se ha evidenciado que el riesgo
de transmision es mucho mas alto en HSH, con respecto del riesgo de transmisién en
heterosexuales. El riesgo asociado con una variable particular de comportamiento,
depende de la prevalencia de la infeccion dentro de los contactos, los cuales a su vez
dependen de los comportamientos en la poblacién. Esto puede ilustrarse desde la
definicién de grupo “core”. El grupo core es el referente a aquellos individuos con
multiples parejas sexuales y con comportamientos de riesgo, que pueden manejar o dirigir
la incidencia de una ITS en la poblacion. La existencia de este grupo es la base para
mantener la transmision de la infeccidon en la poblacidon total o general. De esta manera,
se puede concluir que para la transmision de una ITS el nimero de contactos es tan

importante como los comportamientos en la poblacién (63,73,74).
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Como ya se ha mencionado, el riesgo de transmisién del VIH depende del tipo de
exposicion y se puede aumentar o disminuir ante la presencia de diferentes factores o
variables. En la tabla 4, se muestran algunos datos que estiman la probabilidad de adquirir

VIH de acuerdo con la naturaleza de las practicas sexuales o por via parenteral (76).

TIPO DE EXPOSICION RIESGO POR 10,000
EXPOSICIONES

Parenteral

Transfusién sanguinea 9, 250
Agujas compartidas durante el uso de drogas 63
Percutédnea (pinchazo de aguja) 23
Sexual

Coito anal receptivo 138
Coito anal insertivo 11
Coito vaginal receptivo 8
Coito vaginal insertivo 4
Sexo oral receptivo Minimo
Sexo oral insertivo Minimo

Tabla 4. Probabilidad estimada de adquirir VIH de un individuo infectado por tipo y acto de exposicion (modificado) (76—

78).

Ademads del riesgo de transmisién por via de exposicidon o por tipo de acto sexual, existen
otras variables que pueden reducir o aumentar la transmision del VIH (56-59). Por
ejemplo, en un individuo infectado el uso de ARV reduce hasta un 96% el riesgo de
transmitir el virus y el uso consistente del conddn lo reduce hasta en 80%. De manera
contraria, un individuo que vive con VIH y que ademas estd coinfectado con otra ITS tiene
un riesgo mayor de transmitir el virus; al igual que aquellos individuos que viven con VIH y

gue tienen una carga viral alta (49,76,78,79).

En un enfoque poblacional, la comprension de la dinamica de transmisién del VIH desde
un individuo infectado a otros individuos susceptibles en esa misma poblacidn, implica la
consideracion de diversos parametros (80) (Figura 11). Ejemplo de ellos son la prevalencia
e incidencia del VIH en la poblacién, los comportamientos y prdcticas sexuales, la red de
relaciones entre individuos, la infectividad del individuo que vive con VIH, la cascada de

atencion (acceso a diagndstico, diagndstico oportuno, acceso a farmacos ARV, adherencia
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al tratamiento y supresién viral), entre otros. Es por todo esto, que el entender las causas
de los patrones de comportamiento, es la clave para entender la transmisidon de las

infecciones, y para el desarrollo y aplicacién de intervenciones (80,81).
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Figura 11. Representacion de poblaciones con idénticas prevalencias de VIH y cargas virales comunitarias (CVC), pero
con diferente potencial de transmisién. A) CV distribuidas entre 2,000 y 20,000; B) CV<50 en 9 personas y CV de 100,000
en la décima persona; C) Poblacion B con un individuo que tiene CV alta y que estd en una relacidon monogamica con un

individuo infectado con VIH (pero que es un individuo suprimido, CV<50); D) Poblacién B con un individuo con CV alta
con multiples parejas sexuales no infectadas (80).

2.11 Epidemiologia.

La prevalencia de VIH es una medida de las personas que viven con la infeccidn. La
prevalencia mundial estimada para el afio 2018, resulté de 37.9 [IC95% 32.7-44.0]
millones de infectados. A diferencia de la prevalencia, la incidencia de VIH es una medida
del nimero de nuevas infecciones. A nivel mundial para el mismo afo (2017) se
encontraron 1.7 millones de nuevas infecciones [IC95% 1.4-2.3]. Desde 2010, las nuevas
infecciones por VIH en adultos descendieron alrededor de un 16%, desde 1.9 millones
hasta 1.6 millones en 2017. lgualmente, para 2017 940,000 [670,000-1.3 millones]

personas fallecieron a causa de enfermedades relacionadas con el Sida (82).

Los datos presentados son referentes a la poblacidén general. Sin embargo, la incidencia ha

ido en aumento en grupos considerados de alto riesgo, como son los HSH. En este grupo,
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el riesgo de contraer el VIH es 27 veces mayor con respecto de la poblacion general (82).

En México, las estimaciones de prevalencia de VIH en poblacién general se han llevado a
cabo con el uso de estudios transversales. En 1987 se realizd la Encuesta Nacional
Seroepidemioldgica (83), en hombres mayores de 15 afios; en ésta se encontré una
seroprevalencia de 0.036%. Para el afio 2000, se desarrolld la Encuesta Nacional de Salud
(ENSA 2000) (84) en poblacién mayor de 20 afios, donde se encontrd una prevalencia de
0.25% (IC 95% 0.14-0.45%). Finalmente, para el afio 2012 se llevé a cabo la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion (ENSANut 2012), de la cual se determind una

seroprevalencia de VIH de 0.15% (IC 95% 0.09-0.21%) (85).

La evidencia sugiere que en Meéxico, la seroprevalencia de VIH se ha mantenido
relativamente estable entre los afios 2000 y 2012; con base en la ENSA 2000 y la ENSANut
2012 (84,85). Por otro lado, de acuerdo a la vigilancia epidemiolégica de casos de VIH/Sida
en México y el registro nacional de casos de Sida, para el primer trimestre de 2019 se
reportaron 167, 787 casos de VIH y 2, 920 casos nuevos de VIH notificados en ese periodo

(86).

México presenta una epidemia de VIH concentrada, principalmente en personas con
comportamientos sexuales de riesgo. En encuestas locales se han encontrado prevalencias
del 12-15.1% entre hombres trabajadores sexuales (HTS), 10% en HSH, 7% en usuarios de
drogas inyectables y 1% en mujeres trabajadoras sexuales (MTS). A nivel nacional, para el
afio 2011 se realizd la primer encuesta nacional de VIH en HSH en sitios de encuentro.
Como resultado de esta encuesta se detectd una seroprevalencia de VIH de 16.9%

(14,15,85,87).

A continuacion se muestra un breve resumen de diferentes encuestas sobre
seroprevalencia de VIH realizadas en México entre poblacién HSH. En la tabla se detallan
estudios efectuados del afio 2010 a la fecha y se reportan las prevalencias encontradas
entre dicha poblacidn de estudio con diferentes pruebas diagndsticas. Es de resaltar, que

a excepcion de 2 estudios los demas (13) exhiben prevalencias por encima del 10% (88).
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Geographic Site [Reference |Population [Prevalence |Virus [Sampie |Specimen  [Test |Source
Area Name Date 'Subgroup Sex |Age Rate Type Size Type Type |ID Comments
Seven cities Seven cities 2012 Homosexuals M JALL 12.16[HIV 1,110|BW RAPID|P0882 |[Cities: Puerio Vallaria, Guadalajara,
‘2 Ciudad Nezahualcoyotl, Ecatepec,
Toluca,
Veracruz, &
Coatzacoalcos-Minatitian. Located in
Jalisco, Veracruz, & Estado de
Mexico states. Men having sex w/
men (MSM).
Mexico City Clinica Condesa |2010 Homosexuals M JALL 27.60|HIV UNK |M1484 |Only the prevalence rate was given
Site: Clinica Condesa. VCT. Men
having sex w/ men (MSM). Jan. 10.
N region |\ region |2012(7) Homosexuals M JALL 12.50|HIV RAPID |B0S71  |Only the prevalence rate was given.
Men having sex w/ men (MSM).
Tijuana Tijuana 2012-2013 |[Homosexuals & |M ALL 16.40|HIV RAPID|P0713 |Included transgenders. Men having
bisexuals *2, IFA sex w/ men (MSM). Age 18+. Aug.
12 - May 13.
Three states |Six urban areas [2012 Homosexuals M ALL 13.17|HIV UNK_|C1505 |States: Mexico, Jalisco, & Veracruz.
Men having sex w/ men (MSM).
region N region |2012(7?) Homosexuals M ALL 13.50|HIV IRAPID'BOQN Only the prevalence rate was given.
Men having sex w/ men (MSM).
Mexico City Clinica Condesa |2010 Homosexuals M ALL 3.80|HIV UNK |M1484 |Only the prevalence rate was given.
mobile unit Site: Clinica Condesa mobile unit.
[VCT. Men having sex w/ men
(MSM). Jan. 10.
Centro region Centro region 2012(?) Homosexuals M ALL 20.50|HIV RAPID|B0S71 |Only the prevalence rate was given.
Men having sex w/ men (MSM).
Tijuana Agencia Familiar |2012-2013 |[Homosexuals & |[M  JALL 18.32|HIV RAPID |P0703 |included transgenders. Age range
Binacional Clinic bisexuals 3 18-65 yrs. Aug. 12 - May 13. Rapid
test: Advanced Quality HIV.
rSur region Sur region 2012(7?) Homosexuals M ALL 20.00|HIV Only the prevalence rate was given.
Men having sex w/ men (MSM).
Mexico City Condesa 2015 Homosexuals M ALL 19.00|HIV Men having sex w/ men (MSM).
Specialized
Clinic
Not specified Not specified 2010(?) |Homosexuals |M  JALL 10.00HIV Only the prevalence rate was given.
24 cities 24 cities 2012(?) Homosexuals M ALL 17.14|HIV Only the prevalence rate was given.
Recruited from 475 sites. Men having
sex w/ men (MSM). Breakdown by
region is provided.
Centro Occidente |Centro 2012(7) Homosexuals M [ALL 9.90|HIV N/A]B RAPID|B0S71 |Only the prevalence rate was given.
region Occidente region Men having sex w/ men (MSM).
Not specified Not specified 2011 Homosexuals M JALL 16.99|HIV N/A|B RAPID |C1505 |Only the prevalence rate was given.
Men having sex w/ men (MSM).

Tabla 5. Resimen de diferentes estudios con respecto de la prevalencia de VIH en HSH, tomado y modificado de

HIV/AIDS  Surveillance Data Base del United States Census Bureau (https://www.census.gov/data-

tools/demo/hiv/hiv.html?s appName=hiv&s ccode=MX&s popcode=H). Datos tUnicamente del afio 2000 en adelante,

se incluyen sélo prevalencias en HSH (88). RAPID: prueba diagndstica RAPID test, WB: Western Blot e IFA:
inmunofluorescencia indirecta. Referencias en la tabla: P0682 (89) , M1484 (90) , BO971 (91) , PO713 (92), C1505 (93),
RO681 (94) y BO859 (95) .

La medicidon de la incidencia es un pardmetro primordial para estimar la dindmica de
transmisién del VIH. Un enfoque novedoso es la determinacidn de la incidencia a partir de
estudios transversales, con el desarrollo y la aplicacion de métodos de laboratorio que

permiten distinguir las infecciones recientes (o conceptualmente concebidas como
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incidentes) de las establecidas o prevalentes. Este enfoque es la base de los algoritmos

tipo RITA que se han definido con anterioridad (5,33,43) (véase Diagndstico).

En la vigilancia epidemioldgica del VIH, actualmente se ha introducido el concepto de
carga viral comunitaria (CVC), el cual es de gran relevancia en el diagndstico poblacional.
La CVC es un parametro que evalua el efecto del tratamiento en individuos infectados, y la
potencial transmisidn del virus en individuos con y sin tratamiento. En los individuos que
no se encuentran en tratamiento se espera una medida de carga viral alta, entre estos
individuos se cuentan también aquellos con infeccidon aguda por VIH. De manera contraria,
al incrementarse el uso de TARV, aumentan los individuos con supresion viral lo que
origina una disminucién de la CVC y en teoria se ocasionan menos casos nuevos de VIH.
Sin embargo, a la fecha hay pocos datos que vinculan la incidencia de VIH con la CVC

(80,81).

La CVC esta ligada a la cascada de atencidn, esta ultima comienza con los individuos
diagnosticados con VIH, seguido de los que se encuentran en atencion médica y termina
con aquellos individuos que acuden de manera constante a la atencién (individuos
monitoreados). La medicion de la CVC mediante los sistemas de salud, subestima la
verdadera CVC y es insuficiente para determinar la carga viral poblacional (CVP: concepto
gue considera no sélo a las personas que se encuentran en la cascada de atencidn, sino a
todas las personas infectadas por VIH, diagnosticadas o no); debido a que se excluyen
individuos con infecciones recientes y a aquellos que no han sido diagnosticados (80,81)

(Figura 12).

52



_____________ m - oo
. X A. In care and with B. In care with | C.Incare, ’ D. Diagnosed but ' E. Undiagnosed |
Population Viral Load undetectable VL detectable VL no VL _1 not in care* l E
------------- -y
. . A. In care and with B.Incarewith | C.Incare, | D.Diagnosed but |
Community Viral Load undetectable VL detectable VL no VL :l not in care* |
............. ,
A. In care and with B. In care with C.Incare, !
In-Care Viral Load undetectable VL detectable VL novL !
. . A. In care and with B. In care with
Monitored Viral Load undetectable VL detectable VL

Figura 12. Marco conceptual para las medidas poblacionales de carga viral entre individuos infectados con VIH. La carga
viral poblacional (CVP), la carga viral comunitaria (CVC), la carga viral en atencion médica y la carga viral monitoreada; se
sugieren como medidas poblacionales para la vigilancia de VIH. Se describen las cuatro medidas de acuerdo con sus
componentes: A. individuos en atencion médica con carga viral (CV) indetectable (en supresion viral), B. Individuos en
atencidon médica con CV detectable, C. individuos en atencién médica pero sin determinacion de la CV, D. individuos
diagnosticados con VIH pero que no estan en atencién médica, y E. Individuos no diagnosticados. Con base en sus
componentes, cada medida tiene una relacidn establecida entre el potencial de transmision del VIH y la calidad de la

atencién médica, la cual se muestra a la derecha (triangulos amarillo y morado) (81).

La complicada utilidad de la CVC como medida de transmision del VIH en la poblacion, se
debe sobre todo a la falta de informacién sobre la prevalencia de VIH y los
comportamientos sexuales individuales. Aunado a esto, debido a que el nivel de analisis es
poblacional no es posible asumir de manera individual las asociaciones encontradas. Sin
embargo, al tener una base poblacional (por ejemplo una encuesta con representatividad
nacional en poblacién general) seria posible determinar la CVC y la CVP; asi como tener
una aproximacion al potencial de transmision del VIH, abordado desde el enfoque
poblacional. Se pretende adoptar estas medidas poblacionales como indicadores de la
vigilancia del VIH, para su uso a nivel localidad o nacional, como un parametro de

evaluacién de las intervenciones preventivas en la transmision del VIH (80,81).

Quality of
care**
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3. HIPOTESIS.

Si existe diferencia entre los factores de riesgo que determinan la dinamica de transmision
del VIH entre HSH que acuden a sitios de encuentro, entonces encontraremos diferencias

por regidn geografica.
4. JUSTIFICACION

La epidemia de VIH/Sida en México esta concentrada en grupos poblacionales con
diversos factores de riesgo, tales como las personas privadas de su libertad, los usuarios
de drogas inyectables, las y los trabajadores del sexo comercial, y los hombres que tienen

sexo con hombres (HSH).

El estudio de los factores de riesgo que se ven involucrados en la dinamica de transmisién
de VIH, permitiria encontrar aquellos que tienen un mayor impacto en la transmisién y
gue por ende podrian ser considerados como un potencial objeto de prevencion. Asi
mismo, entre las diversas combinaciones de estos factores, pudieran encontrarse algunos
con mayor impacto en la transmision y esto podria asociarse al grupo poblacional
estudiado o a la regidn de interés. El analisis de la combinacion de factores determinantes
de la transmision de VIH entre HSH, en cada regidn del pais, permitiria generar acciones
preventivas especificas para disminuir la trasmisién e incluso modificar el enfoque de las

ya existentes.

Es relevante generar informacién de nuestro pais, acerca de los factores determinantes
de la dinamica de transmision del VIH entre HSH que acuden a sitios de encuentro; y
evidenciar si estos factores difieren entre regiones. Esto para apoyar e impulsar el disefio
de acciones preventivas en los grupos donde se concentra la epidemia, y para la

evaluacion de los programas con los que se cuenta actualmente.
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5. MAPA CONCEPTUAL.

HSH que acuden a sitios de encuentro

4TS
TARV preventiva

-Circuncisién

y

INFECTADO SUSCEPTIBLE

“grupo core”

REGION  cowmcros
Continuo de -Frecuencia y nimero de

atencién -Elevada replicacién parejas sexuales b -Anal insertivo
-Carga viralpalt.a -Uso de conddn “Uso dealconal Vaginal [ ecestive
-Mutaciones: resistencia -Blsexqalndad L ~Uso de drogas -Oral
ARV -Duracién de actividad sexual
-estudiante
. -empleado
4TS -Ocupacion 4y hiador del
-Circuncisién sexo comercial

6. OBJETIVOS.

6.1 Objetivo general.

Identificar los factores de riesgo a nivel individual y poblacional que determinan la
dindmica de la transmisién de VIH en cada region del pais, con base en una muestra

nacional de hombres que tienen sexo con hombres (HSH) que acuden a sitios de
encuentro.
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6.2 Objetivos especificos.

1. Estimar la prevalencia, infecciones recientes e incidencia de VIH entre HSH que

acuden a sitios de encuentro.

2. Determinar los factores de riesgo individuales para la prevalencia e infecciones

recientes de VIH entre HSH que acuden a sitios de encuentro.

3. Determinar los factores de riesgo regionales para la prevalencia, infecciones

recientes e incidencia de VIH en la poblacién de estudio.

4. Desarrollar y proponer una metodologia molecular para la diferenciacién de

infecciones por VIH recientes y no recientes.

6.3 Objetivos metodologicos.

1. Disefiar un algoritmo de pruebas para infecciones recientes por VIH (RITA), de
acuerdo a informacién clinica del participante y a resultados de pruebas
seroldgicas.

2. Analizar los factores de riesgo de los participantes de acuerdo a sus cuestionarios e
informacién externa a nivel de ciudad y/o region, e incluir en los modelos
posteriores aquellos considerados con potencial para impactar en la transmision
del VIH.

3. Estandarizar un PCR en tiempo real (qPCR) para la amplificacién de un fragmento
del VIH.

4. Estandarizar la metodologia del ensayo High Resolution Melting (HRM) y analizar

cada una de las muestras para ser clasificadas de acuerdo con su HRM score.



7. MATERIALES Y METODOS.

7.1 Mapa metodoldgico general.

[ Sitios de encuentro (6 regiones geogréficas) ]

v Serologia
Anélisis factores de jcoso)
riesgo ™,
[ (-)s647 } { (+)1103 ] Extraccion DNA
it proviral y RNA {VIH)

Prevalencia (%

externa
infecciones
recientes {BED,

Estandarizacién
Serologia para qPCR

200N

ALGORITMO DE MULTIENSAYOS

INFECCIONES RECIENTES (serologfa) Ensayo HRM

Andlisis HRM
score

MODELO recientes NO recientes

MULTIVARIADO .
(individuo) INCIDENCIA

FACTORES DE RIESGO QUE DETERMINAN LA DINAMICA DE TRANSMISION DEL VIH A NIVEL
INDIVIDUAL Y POBLACIONAL EN CADA REGION DEL PAIS

MODELO
MULTIVARIADO

(region)

7.2 Poblacion de estudio.

En México, la epidemia de VIH/Sida se considera como concentrada en grupos especificos
tales como los HSH, los trabajadores del sexo comercial y los usuarios de drogas
(14,15,85,87). Con el objetivo de reducir la carga de la enfermedad en estas poblaciones,
en 2010 el Fondo Mundial para la lucha contra el Sida, la Tuberculosis y la Malaria otorgd

a México fondos para el disefio, la implementacidén y la evaluacién de una serie de
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estrategias de prevencién focalizadas en las poblaciones con mds exposicidn y riesgo de
infeccién por VIH. El programa “Fortalecimiento de las estrategias nacionales de
prevencion y reduccién de danos dirigidas a HSH, HSH-trabajadores del sexo comercial
(HSH-TS) y usuarios de drogas inyectables (UDI) de ambos sexos” tiene un alcance

nacional y es coordinado por la Fundacién Mexicana para la Salud (96).

Como parte de este esfuerzo, el Instituto Nacional de Salud Publica (INSP), a través de su
Centro de Investigacidon en Evaluacidn y Encuestas (CIEE), fue el responsable de llevar a
cabo el proyecto “Diagndstico situacional, mapeo de sitios de encuentro y evaluacién de
impacto de las estrategias de prevencion de VIH/ Sida en México”. El proyecto se enfoco
en evaluar el impacto de dicho programa sobre la prevalencia de VIH/Sida en las

poblaciones de alto riesgo de HSH y HSH-TS en México (14,15).

Con el propésito de recopilar informacién basal epidemioldgica y de comportamientos de
riesgo de las poblaciones a las que esta dirigido el programa, el INSP llevé a cabo en 2011
un mapeo de los sitios de encuentro de HSH y HSH-TS. Este mapeo consistio en un
ejercicio de identificacion y localizacion de los sitios de encuentro mas concurridos, para

obtener informacion sobre las caracteristicas de estos sitios y de sus clientes (14,15,97).

Posteriormente se disefié e implementd una encuesta de linea basal (o inicial), llamada
“Encuesta de seroprevalencia de VIH en sitios de encuentro de hombres que tienen sexo

con hombres, (versién 2011)” (14,15). Los objetivos de esta encuesta fueron:

e Conocer las caracteristicas socioecondmicas, las practicas sexuales, los
conocimientos del VIH e ITS, el acceso a servicios de salud y la percepcién de
estigma y discriminacion, en la poblacion HSH que asiste a sitios de encuentro.

e Conocer el porcentaje de HSH con resultados positivos a la prueba de VIH.

El disefio de la encuesta considerd un muestreo por conglomerados (sitios de encuentro)
con un tamafio de muestra de 8 586 individuos distribuida en veinticuatro ciudades del

pais. Cabe destacar que estas 24 ciudades fueron designadas debido a que su prevalencia
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de VIH estaba entre las mas altas del pais (14,15).

En cada ciudad se selecciond una muestra aleatoria del total de los sitios de encuentro de
HSH que se mapearon previamente. La encuesta se aplicé en ciudades representativas de
cinco regiones geograficas del pais: Noroeste, Noreste, Centro, Centro-Occidente y Sur

(15) (Figura 13).

Figura 13. Regiones y ciudades del pais donde se realizaron las encuestas (2011: de linea basal y 2013: de seguimiento)
(15).

La encuesta incluyé un cuestionario auto-aplicado en computadoras portdtiles con audio,
y la realizacion de una prueba rapida de deteccion de VIH. Todos los procedimientos de la
encuesta fueron aprobados por el Comité de Etica del INSP, y fueron explicados en una
sesion de capacitacioén a los entrevistadores, supervisores y coordinadores de campo. Para
efectos de esta encuesta y del posterior analisis, se definié como HSH a los individuos que
reportaron haber tenido sexo con penetracidon anal con un hombre en los Ultimos doce

meses (14,15).

El presente trabajo tiene como poblacion de estudio inicial a 6942 HSH que formaron
parte de la “Encuesta de seguimiento y evaluacién de impacto de las estrategias de
prevencion, 2013”. Esta encuesta se generd como un seguimiento de la primera version,
2011 (encuesta inicial); y tuvo como finalidad evaluar el impacto de las intervenciones de

prevencion implementadas anteriormente. La encuesta de sitios de encuentro 2013
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incluye las mismas ciudades mapeadas en 2011, y también fue disefiada e implementada
por el CIEE (INSP). Sin embargo, en esta ocasion a cada participante le fue tomada una
muestra de sangre seca en papel filtro mediante puncidn digital para posteriores analisis

de laboratorio; a manera de reemplazo de la prueba radpida para VIH (96).

El método de mapeo utilizado en las encuestas es una adaptacion del método PLACE. La
informacidén es obtenida en el siguiente orden jerarquico: a partir de jefes o dueiios de los
sitios de encuentro, encargados de los sitios, y finalmente vecinos de estos sitios. Durante
el mapeo, al momento de levantar la informacidn se pidieron los datos de cuatro sitios

mas a donde acuda la poblacién HSH (14,15,97,98).

En el presente trabajo se utilizaron los datos obtenidos del cuestionario de los
participantes (base de datos de informacion sociodemografica y de comportamiento
sexual), asi como las muestras de sangre seca en papel filtro (dried blood spots, DBS)

obtenidas de cada uno de ellos (banco de muestras biolégicas).

Al respecto del andlisis estadistico (con la correspondiente base de datos), se generd una
region geografica adicional: la CDMX (o también llamada Capital) y drea conurbada. Esta
ultima region surgié de la divisiéon de la regidn Centro-Occidente y la misma CDMX. Esta
decision encuentra su fundamento en las diferencias sociodemograficas y de
comportamiento sexual de los habitantes de CDMX con respecto de las otras entidades
contempladas en el Centro (Puebla, Tlaxcala, Morelos, Guerrero, Oaxaca, Veracruz,
Hidalgo y Estado de México); asi como del tamafio de muestra correspondiente en cada

region.

El cuestionario aplicado a los participantes contemplé ocho bloques: 1) caracteristicas
sociodemograficas e identidad sexual, 2) capital social y uso de servicios de salud, 3)
sexualidad, 4) sexo a cambio de regalos o dinero, 5) conocimientos sobre VIH e infecciones
de transmision sexual, 6) estigma y discriminacién, 7) preferencias intertemporales y 8)
preferencias de riesgo. Para el manejo de la informacidon se conservaron variables del

cuestionario por importancia tedrica; por ejemplo, la edad y el indice de bienes. El indice
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de bienes se construyd con base a 7 bienes: refrigerador, lavadora, calentador de agua,
computadora, internet, empleados domésticos y automoviles, recodificandose en bajo (0-
2 bienes), medio (3-4 bienes) y alto (5-7 bienes). Otras variables se contemplaron en el
analisis debido a su relevancia para el proyecto, como ejemplo el nimero de parejas
sexuales y la consistencia de uso de conddn. La consistencia de uso de condodn fue
construida con base al uso de conddn en las tres ultimas relaciones sexuales. Algunas
variables mas se mantuvieron en el andlisis por su relacién con la cascada de atencién al
VIH. La variable servicios de salud se refiere a donde acudié el participante a atenderse
por alguna enfermedad en el ultimo afio. Sexo recompensado se refiere al intercambio de
sexo por dinero o regalos alguna vez en la vida. El indice de conocimientos se construyo
con base a 6 preguntas sobre conocimientos generales de transmision de VIH e ITS,

recodificandose en bajo (0-1 aciertos), medio (2-4 aciertos) y alto (5-6 aciertos).

Se realiz6 un andlisis descriptivo de las variables analizadas por regidn geografica con
intervalos de confianza al 95% (IC95%). Los andlisis estadisticos se realizaron con el

programa SPSS Statistics versidon 23.0.0.2 .

7.3 Sedia™ BED HIV-1 Incidence EIA (BED): Prueba serolégica para detecciéon de

infeccion reciente por VIH.

De acuerdo con la evolucion de los biomarcadores de la infeccién por VIH,
aproximadamente a la cuarta semana post-infeccion comienza la generacién de los
anticuerpos clase IgG. Esta respuesta inmunoldgica es la base de multiples ensayos
serélogicos que permiten distinguir a las infecciones recientes (menores a 12 meses) (ver

figura 7) (33,99).

Algunas caracteristicas de los ensayos seroldgicos para infeccién reciente son su bajo
costo, la simplicidad de su procedimiento, y su utilidad-aplicacion en estudios de tipo
transversal. A nivel internacional el ensayo de diferencia de proporciones Sedia™ BED

HIV-1 Incidence EIA es una de las pruebas serolégicas mas utilizada (40,43,100).

El ensayo BED una prueba de segunda generacidén en ensayos de seroconversién de VIH.
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En este ensayo se utilizan antigenos derivados de la regidn inmunodominante de la
proteina gp41l, con secuencias de los subtipos mas representativos de VIH-1 (o

pandémico): B, E y D; es debido a esto que se nombré BED (33,85,101).

El ensayo se fundamenta en la medicién de la proporcion de anticuerpos IgG dirigidos
especificamente para VIH con respecto del total de anticuerpos IgG. De esta medicion se
obtiene una proporcidn que debe ser menor en la infeccion reciente en comparacion con
la infeccion prevalente o de larga duracién. De acuerdo con las indicaciones del fabricante
las muestras se miden por espectrofotometria y aquellas con resultado <0.8 se consideran
de reciente seroconversidon. Los resultados obtenidos de este ensayo (numero de
infecciones recientes) deben utilizarse en conjunto con herramientas y férmulas

matematicas para llegar a una estimacién de la incidencia de VIH (43,44,101,102).

Debido a diferentes variables involucradas con la evolucidn del virus y con caracteristicas
de la persona infectada, el ensayo BED puede presentar resultados erréneos que llevan a
mala clasificacion de las muestras (clasificacién como infeccién reciente cuando no lo es).
Entre estas variables se pueden mencionar aquellos casos de predominio de algun subtipo
de VIH en la poblacién de estudio, aquellas personas infectadas en quienes se controla la
replicaciéon del virus de manera espontdnea y que mantienen una carga viral indetectable

(controles elite), el uso de antitrretrovirales e inmunosupresién severa (SIDA) (33,43,103).

Los ensayos para infecciones recientes estan basados en una respuesta mediada por
anticuerpos, de manera que sus resultados pueden verse afectados por la calidad de la
muestra analizada y por la respuesta inmunolégica propia de la persona infectada. Lo
anterior puede tener consecuencias en la clasificacidn de la infeccidn (como reciente o no
reciente), en el diagndstico y en el seguimiento de la infeccion. Es por esta razén que el
uso de estos ensayos se sugiere Unicamente para la estimacidn de la incidencia

poblacional y no para la identificacién individual de infecciones recientes (40,48).

En este trabajo, de acuerdo a la logistica y disponibilidad del proyecto, se utilizd el estuche

Sedia™ BED HIV-1 Incidence EIA de la casa comercial Sedia Biosciences (de aqui en
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adelante BED), como anteriormente se describié y el procesamiento de las muestras se

llevo a cabo de acuerdo con las instrucciones del fabricante (ANEXO 1) (104,105).

Con uso de la informacion clinica y los resultados seroldgicos de la poblacién analizada a
nivel individual, se propuso un algoritmo de pruebas para infecciones recientes que

considera las especificaciones de la OMS.
7.4 Analisis estadistico de los resultados

En epidemiologia el andlisis de los datos obtenidos de una encuesta transversal (como es
el caso), depende de los objetivos de la misma y de la escala de medicién de las variables
de estudio. De manera general, se concibe que las encuestas transversales estan dirigidas
al estudio de la frecuencia y distribucidon de eventos de salud y enfermedad (estudios
descriptivos), aunque también se utilizan para explorar y generar hipdtesis de

investigacion (estudios analiticos) (106).

El andlisis de la informacién obtenida de este tipo de estudios suele iniciar con la
obtencién de estadisticas descriptivas de las variables de interés; con la finalidad de
conocer las caracteristicas generales de la poblacion de estudio (Figura 14). El principal
estimador obtenido a partir de datos de encuestas transversales es la prevalencia; la cual
se refiere al nimero de casos (del evento de interés) encontrados dividido entre el total
de la poblacién en riesgo que se incluyd en el estudio (todo con respecto del periodo de

estudio) (106).

| Variable dependiente |

’ Variables independientes

Analisis Anilisis bivariado y
univariado multivariado
Continua Ordinal Nominal Continuas Ordinales Nominales
Media, mediana, Mediana, Proporcion, t de Student, Mediana, Razén de proporciones,

moda, desviacién estindar, rango, rango prevalencia Andeva, Mann-Whitney, razén de momios,

varianza, rango intercuartiles intercuartiles correlacion Pearson correlacién Spearman Mantel-Haenzel
Regresion lineal, Regresion logistica Regresion logistica,

simple y maltiple multinomial simple y muldiple
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Figura 14. Analisis estadistico por tipo de variable (106).

Con el propésito de ajustar variables confusoras o para evaluar modificacién del efecto o
interaccidn, es posible también emplear técnicas de andlisis multivariado, ya sea usando
regresion lineal multiple (para variables de exposicidn categdricas y continuas, y variables
de resultado continuas) o regresién logistica (para variables de resultado dicotdmicas). Es
importante mencionar que la construccion de modelos multivariados (la seleccion de las
variables a incluir en el modelo) para el andlisis de encuestas transversales se debe guiar
por la teoria, por el tipo de muestreo y por el efecto conocido de cada variable en el

modelo (106).

El modelo multivariado de regresion logistica permite obtener razones de momios crudas
y ajustadas por potenciales confusores. Para estos estimadores es posible hacer pruebas
de hipodtesis para evaluar si son iguales al valor nulo (1) y calcular intervalos de confianza.

El valor p convencionalmente aceptado para rechazar una hipdtesis nula es a<0.05 (106).

El objetivo fundamental de una regresion logistica, es predecir cémo influye en la
probabilidad de aparicion de un evento (dicotémico), la presencia o no de diversos
factores (variables) y el valor o nivel de los mismos. La prediccion se realiza en funcidn de
un conjunto de variables independientes con capacidad explicativa respecto a la variable

dependiente (106).

De manera especifica, se puede describir a la regresidon logistica simple como una
variacién de la regresidn lineal para situaciones en que la estimaciéon de la variable
dependiente se realiza en términos de probabilidad. En general, la variable dependiente Y
puede ser dicotdmica o politdmica. Las variables explicativas X pueden ser dicotdmicas,
nominales, ordinales , de intervalo o razén. Los modelos de regresién logistica
multivariados (o multiples), son una extension del modelo simple, esto con el fin de
aumentar la capacidad explicativa del modelo ya que incluyen mas de dos variables

predictoras o explicativas. El objetivo del modelo consiste en determinar la probabilidad
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(P) de que ocurra el evento de interés (Y=1), dado que se tienen diversas variables
explicativas o factores (X1, Xa,....Xx), por ejemplo de riesgo; incluso en distintos niveles (Ver

formula) (106).

En este trabajo se desea generar modelos de regresion logistica multivariados para
predecir la transmisidon del VIH, bajo la premisa de que la incidencia es una variable
dependiente de la transmisidn. Se llevaran a cabo analisis para encontrar las asociaciones
de las diversas variables evaluadas con la prevalencia y con la incidencia (estas dos ultimas
como variables dependientes). Con las variables que resulten asociadas de manera
estadisticamente significativas (p< 0.05) a la prevalencia y a la incidencia, se realizaran
modelos de regresion logistica para obtener las variables independientes con mayor valor
predictivo del evento de interés. El objetivo es generar estos modelos para cada regién
geografica analizada, bajo el supuesto de que los factores que intervendran en cada uno
de estos varian de region en region; esto para ambas variables dependientes: prevalencia

e incidencia.

Al igual que el analisis descriptivo de la poblacidn, se determiné la prevalencia, incidencia
estimada y proporcion de infecciones recientes por regidn geografica con 1C95%.
Posteriormente se realizd un analisis de regresion logistica bivariado con prevalencia de
VIH (prevalentes vs no prevalentes), las variables estadisticamente significativas y aquellas
potencialmente confusoras se utilizaron en un analisis multivariado que empled el método
de eliminacion progresiva partiendo de un modelo saturado. Adicionalmente se desarrollo
otro modelo con la variable de infeccion reciente de VIH (infeccion reciente vs VIH
negativos; no se consideraron los VIH no recientes), mediante analisis de regresién
logistica bivariado y multivariado. Los analisis estadisticos se realizaron con el programa

SPSS Statistics version 23.0.0.2 .

La incidencia estimada se calculd mediante la correccidon del porcentaje de infecciones

recientes con la aplicacion de la formula propuesta por Hargrove y colaboradores, la cual
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toma en cuenta la sensibilidad (S), especificidad (E) y valores predictivos positivo y
negativo (VP) de la prueba utilizada; asi como la ventana de deteccién de infeccién
reciente para VIH-1 tipo M subtipo B (w) y la proporcion de falsos recientes (FRR o €)

(43,107-109).

®) ~ (OP)
) + ING2)] — (M) ~ [P

I=] ]x 100

Figura 15. Férmula de Hargrove y colaboradores para el cdlculo de la incidencia estimada a partir de estudios
transversales. R: nimero de infecciones recientes resultantes del ensayo BED, €: FRR: proporcién en decimales de falsos
recientes, P: nimero total de personas VIH positivas incluidas en el algoritmo (recientes y no recientes), N: nimero total
de no infectados por VIH evaluados en el estudio, y w: promedio del tiempo de duracién de la infecciéon que puede
detectar la prueba BED (en afios).

En concondancia con lo detallado sobre la cascada de atencién al VIH, se llevo a cabo un
analisis de las variables a nivel regional con los datos de la encuesta de seroprevalencia
2013. Se calcularon las estimaciones de prevalencia, infecciones recientes e incidencia
para cada regidn, este analisis pretende describir las diferentes variables a nivel regional o
ecoldgico, que expliquen los diferentes escenarios de transmisidon de VIH para cada regién

del pais; al tener en consideracion las estimaciones epidemioldgicas antes mencionadas.

Los datos de cada participante se agruparon en las 6 regiones geograficas consideradas:
CDMX, Sur, Centro, Noroeste, Noreste y Occidente, de acuerdo a su lugar de procedencia.
Con la adicion de informacion externa se calculé la mortalidad por VIH, ponderada para
cada regién; es decir al tomar en cuenta el peso de cada ciudad encuestada dentro de la

regiéon (110).

Se generaron variables regionales con las respuestas de cada participante de la encuesta,
tales como el diagndstico, la cobertura de tratamiento antiretroviral y la carga viral; con el

proposito de representar aquellos pasos incluidos en la cascada de atencion. En caso de
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requerirse, se incluiran datos de fuentes externas; por ejemplo del sistema SALVAR vy

articulos publicados (110,111).
7.5 PCR en tiempo real (qPCR).

La PCR en tiempo real es una técnica basada en la reaccion en cadena de la Polimerasa
(PCR) y se usa para detectar y al mismo tiempo cuantificar moléculas de DNA o DNA
complementario; de manera que, se permite la obtencidn de datos fiables y precisos
sobre la expresién o la cantidad del gen en cuestion (112). Al igual que el PCR punto final,
también incluye las etapas de desnaturalizacion, alineamiento y extension. Sin embargo,
en el gPCR se adiciona una etapa final e independiente llamada etapa de disociacién (la
cual se definird mas adelante) (112). El tamafio 6ptimo de los amplicones generados
mediante el gPCR oscila entre las 60 y 150pb, con posibilidad de extension a no mas de
200pb. En contraste con el PCR punto final, el qPCR es un método mas sensible que
ademas arroja resultados cuantitativos. Durante la corrida de gPCR, los productos de

amplificacién se observan a medida que transcurre cada uno de los ciclos (113).

El qPCR se fundamenta en:

® La deteccion y cuantificacién de un reportero fluorescente, cuya sefial aumenta en
proporcidn directa a la cantidad de producto de PCR en la reaccidn.

e El empleo de un termociclador que tiene acoplado un sistema de deteccidn, que es
capaz de adquirir y cuantificar la sefial emitida por el reportero al final de cada
ciclo para cada muestra.

La quimica de la deteccién esta dada por: i) Agentes intercalantes fluorescentes (por
ejemplo SYBR Green), ii) Sondas de hidrdlisis (TagMan), iii) Sondas de loop (Molecular

Beacons, Scorpions) y iv) Sondas de hibridizacién (112,113).

En este proyecto se utilizd un agente intercalante. Los agentes intercalantes se unen al
DNA bicatenario dando un incremento de la fluorescencia a medida que aumenta la

cantidad de producto de PCR. Es simple, econdmico, facil de usar, sensible, versatil y no se
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necesitan sondas especificas. Sin embargo, durante la reaccién de PCR el agente
intercalante puede unirse a dimeros de oligonucledtidos y a otros productos inespecificos
(112). Las reacciones son caracterizadas en el momento en el que la amplificacién de un
producto de PCR se detecta, después de un namero fijo de ciclos. Cuanto mas alto es el
nimero de copias del DNA blanco, mas pronto se observa el aumento significativo en la
fluorescencia. Con el software adecuado, una corrida de gPCR muestra un diagrama de
amplificacién donde los cambios de fluorescencia se grafican respecto al nimero de ciclos
(Figura 16). En los ciclos iniciales de PCR, hay un pequefio cambio en la sefal de
fluorescencia; esto define la linea de fondo para el diagrama de amplificacién. Un
aumento en fluorescencia sobre la linea de fondo indica la deteccidn del producto

acumulado de PCR (112,113).

4,000

Target input
u 10

] m10
3,000 B i
10

3,500 4

2,500 4
2,000 4

1,500 -

1,000 4

Relative fluorescence

500 4

<€—Fluorescence
threshold

rrrrrrrrrrrrrrrr

Cycle number

Figura 16. Grafica de amplificacion. Estos diagramas son creadas cuando la sefial de fluorescencia de cada muestra es
graficada contra el numero de ciclo. Por lo tanto, esta grafica representa la acumulacién de producto durante la reaccion

de PCR tiempo real (112).

Los datos se adquieren en cada ciclo del PCR. El numero de ciclo al cual la intensidad de
emision del fluoréforo aumenta con respecto al ruido de fondo (background) se conoce
como ciclo umbral (C;: threshold cycle o Cq: quantification cycle). El C; estd determinado en
la fase exponencial de la reaccion y es mas

confiable  que las mediciones en el punto
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final convencional. El C; es inversamente proporcional al nimero de copias del DNA

blanco: a mayor concentracion de blanco, menor C; medido (112,113) (Figura 17).

Figura 17. Ciclo umbral (threshold cycle/C;) (113).

La grafica del logaritmo del numero inicial de copias del blanco para un sistema de
estandares contra C; es una linea recta. La cuantificacion de la cantidad de blanco en
muestras desconocidas es lograda midiendo el C;, y usando la curva estandar para
determinar el inicio del nimero de copias. Asi mismo, las curvas estandar al ser generadas
con diluciones seriadas de una concentracidn conocida de DNA base, son utiles para
calcular la eficiencia de la reaccién (Figura 18). Al igual que en el PCR punto final, en las
corridas de qPCR deben afiadirse controles negativos (H,O -No template control NTC- o
DNA de cualquier otro organismo) y controles positivos en diferentes diluciones. Para

obtener resultados mas certeros, cada muestra se procesa por triplicado (112,113).

Figura 18. Curva estandar (112).

A manera de sustitucién de la electroforesis en gel, en el qPCR se adiciona la etapa de

disociacidn (de manera independiente y posterior de la reaccidn de PCR); durante la cual
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se realiza un cambio lento de temperatura en la placa (temperatura en decremento) y se
continda midiendo la fluorescencia. La fluorescencia detectada para cada muestra vs la
temperatura, son graficadas al final de la reaccién de PCR y dan origen a la curva de
disociacion. De acuerdo al tamafo y composicion del amplicon en cuestién, la T
(temperatura de fusién) de este se debe mantener constante y al realizar la primera

derivada negativa, el dato de una unica T, debe representarse solo por un pico en el

grafico (114) (Figura 19).

U U U U U U U U U U U U
\ 72 74 76 78 80 82 84 86 88 90 92 94
O Temperature

Figura 19. Curvas de disociacion. lzquierda, la grafica representa un unico producto de la amplificacién, un solo pico.
Derecha, representa 3 distintos productos de amplificacién en la misma gréfica. Estos productos se distinguen por sus

correspondientes T, y pico de fluorescencia (114).

Algunos de los términos mas utilizados en el qPCR, se describen en la siguiente lista (112—
114):

e Linea base (Baseline): nivel de sefial durante los ciclos iniciales del PCR, se conoce

como el fondo o ruido de la reaccidn.

e Umbral (Threshold): nivel de sefial que refleja un incremento estadisticamente
significativo sobre la sefal de la linea base. Generalmente, los equipos de PCR
ajustan este umbral a 10 veces la desviacion estandar del valor de la linea base.

[ J

Ciclo umbral o ciclo de cuantificacién (C:: threshold cycle o Cq: quantification cycle):

es el numero de ciclo al cual la sefial de fluorescencia de la reaccion cruza el
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umbral. Este numero es usado para calcular el nimero inicial de copias de DNA,
debido a que el valor de C; es inversamente proporcional a la cantidad inicial de
DNA blanco.

Curva estandar (Standard curve): se realiza con una serie de diluciones de
concentraciones de templado conocidas, para determinar la cantidad inicial de
DNA blanco. Se grafica con el logaritmo de cada concentracién conocida en las
diluciones (eje x) contra el valor de C; para cada concentracién (eje y). Como
resultado de esta curva, se obtiene la ecuaciéon de la misma, lo que es dutil al
momento de establecer los valores de [DNA] para las muestras problema.
Coeficiente de correlacién (R?): es una medida de que tan bien se ajustan los datos
reales a una curva estandar. Este valor refleja la linearidad de la curva e
idealmente se prefieren valores muy cercanos a 1.

Interseccion con el eje Y (Y-intercept): corresponde al limite tedrico de la deteccién
de la reaccién, o el valor de C; resultante si el nUmero de copias mas bajo de
moléculas de DNA blanco indicados en el eje x dio lugar a una amplificacion
estadisticamente significativa.

Fase exponencial: fase del PCR durante la cual se cuantifican los datos para el
gPCR, debido a que durante esta todos los reactivos se encuentran en exceso, la
enzima es altamente eficiente y la amplificacién del producto (que estd en baja
cantidad), no se ve afectada por dimerizacion de oligonucleétidos.

Pendiente (slope/m): la pendiente de la fase exponencial del PCR que en una
grafica semilogaritmica aparece como lineal y es la medida de la eficiencia de
reaccion. Para obtener resultados reproducibles, le eficiencia se debe acercar lo
mas posible al 100%, lo que equivale a una pendiente de -3.32.

Eficiencia: se calcula mediante la formula E = [10('1/'“)—1] x 100. La eficiencia ideal
debe ser del 100%, lo que significa que el DNA molde se duplica después de cada
ciclo térmico durante la fase exponencial.

Rango dindmico: intervalo en el cual un incremento en la cantidad inicial de DNA

blanco, resulta en un correspondiente incremento en la amplificacién del
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producto. Idealmente, el rango debe ser de 7 a 8 d6rdenes de magnitud para
plasmidos y al menos 3 a 4 6rdenes para DNA gendmico.

e Cuantificacién absoluta: describe un experimento de qPCR en el cual las muestras
de concentracién conocida son diluidas de forma seriada y amplificadas para
generar una curva estandar. Las muestras problema son cuantificadas por su
interpolacion en esta curva.

e Cuantificacion relativa: describe un experimento de gPCR en el cual la expresién de
un gen de interés en una muestra (por ejemplo, tratada) es comparado con la
expresion del mismo gen en otra muestra (por ejemplo, no tratada). Los resultados
se expresan como el cambio en nimero de veces que expresd uno con respecto
del otro.

e Curva de disociacion (Melt curve): una curva de disociacion muestra el pico
correspondiente al cambio en la fluorescencia observada cuando el DNA de doble
cadena se encuentra con fluoréforos incorporados (elevacién), y cuando se disocia
o se funde en DNA de cadena sencilla (declive) por efecto de la temperatura
(derivada del cambio en la fluorescencia contra cambio en la temperatura). Para
agentes intercalantes el punto mas elevado de la curva se denomina T
(temperatura de fusién correspondiente al punto de fusién). Esto sucede con cada
producto de la amplificaciéon, de tal manera que cada pico en la grafica

corresponde a un distinto amplicén (114).

En este trabajo se estandarizé un gPCR para amplificar un fragmento del genoma del VIH.
Los fragmentos propuestos para la amplificacion, surgieron de las secuencias nucleotidicas
de los tres genes estructurales del VIH: gag, pol y env. Estos fragmentos ya han sido
utilizados en estudios anteriores bajo la metodologia High Resolution Melting. Los
resultados de estos estudios, las secuencias de los fragmentos y los oligonucleétidos
utilizados se encuentran publicados en articulos de libre acceso (5,6,46,47,115,116). A

continuacion se presenta una tabla donde se resaltan los fragmentos antes mencionados
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(Tabla 6).

Corresponding Sequences of primers used to produce

Region analyzed™ region in HXB2* amplicons for HRM diversity analysis' Amplicon size (bp)

GAG1 (p7) 1998—2097 Forward: 5'-AAATTGCAGGGCCCCTAGGAA-3’ 100
Reverse: 5'-TTTCCCTAAAAAATTAGCCTGTCT-3’

GAG2 (p6/TF) 2068—2278 Forward: 5'-ACTGAGAGACAGGCTAATTTTTTAG-3’ 211
Reverse: 5'-GGTCGTTGCCAAAGAGTGATTTG-3’

GAG3 (p24) 1471—1761 Forward: 5'-ATGAGAGAACCAAGGGGAAGTGA-3' 291
Reverse: 5'-TTGGACCAACAAGGTTTCTGTCATCCA-3’

POL (PR/RT) 2373—2597 Forward: 5'-AAATGGAAACCAAAAATGATAG-3’ 225
Reverse: 5'-CATTCCTGGCTTTAATTTTACTG-3’

POL2 (integrase) 4535—4695 Forward: 5'-AAAATTAGCAGGAAGATGGCCAG-3' 161
Reverse: 5'-TATTCATAGATTCTACTACTCCTTG-3'

POL3 (integrase) 4784—4922 Forward: 5'-TAAAAGAAAAGGGGGGATTGG-3’ 139
Reverse: 5'-TCTGCTGTCCCTGTAATAAACC-3'

ENV1 (gp41 HR1) 7798—8036 Forward: 5'-CAGCAGGWAGCACKATGGG-3' 239
Reverse: 5'-GCARATGWGYTTTCCAGAGCADCC-3’

ENV2 (gp41 IDR) 7950—8119 Forward: 5'-CTYCAGRCAAGARTCYTGGC-3’ 170
Reverse: 5'-TCCCAYTSCAKCCARGTC-3'

ENV3 (gp41 HR2) 8016—8299 Forward: 5'-TGCTCTGGAAARCWCATYTGC-3’ 284
Reverse: 5'-AARCCTCCTACTATCATTATRA-3'

ENV4 (gp120 V4) 7358—7540 Forward: 5'-TRGAGGRGAATTYTTCTAYTG-3’ 183
Reverse: 5'-ATRGGAGGGGCATAYATTGC-3’

ENV5 (gp120 V5) 7521—7654 Forward: 5'-GCAATRTATGCCCCTCC-3’ 134
Reverse: 5'-TCYYTCATATYTCCTC-3’

NEF1 (nef) 8749—9038 Forward: 5'-ACATACCTAGAAGAATAAGACAGGG-3’ 290

Reverse: 5'-TAAGTCATTGGTCTTAAAGGTACCTG-3'

Tabla 6. Regiones analizadas del genoma de VIH mediante el uso del ensayo High Resolution Melting. De los fragmentos
mostrados en la tabla, un primer criterio de seleccidn fue elegir al menos uno de cada gen. LA primer columna muestra
el gen de VIH analizado, la segunda la posicidn del fragmento en el genoma de VIH (genoma de referencia HXB2), luego
se muestra el par de oligonucleétidos para cada fragmento y finalmente el tamafio del amplicén en pares de bases. En
los recuadros azules se destacan los fragmentos elegidos de acuerdo al disefio éptimo de sus oligonucleétidos (GAG2,
POL3 y ENV1). En rojo se muestran los que requirieron el disefio de oligonucledtidos internos para un tamafio ideal

como amplicén de qPCR (60-150pb) (115).

Como se ha mencionado en la tabla 9, los oligonucledtidos de los fragmentos elegidos se
analizaron con el uso del programa OligoAnalyzer 3.1 de IDT Tools, disponible de manera
gratuita en www.idtdna.com; con el objetivo de lograr una amplificacion mas certera y
correcta del producto de interés. El andlisis de los oligonucledtidos se centré en buscar
gue estos cumplieran con las caracteristicas de disefio dptimo tales como el tamafio (no
mas de 24pb), el porcentaje de GC (50-60%), Tm no mayor de 52C entre cada uno, y en
cuanto a la formacion de horquillas (hairpins), homodimeros y heterodimeros (con su

correspondiente forward o reverse); se prefiridé que estas interacciones fueran de baja
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importancia >-5Kcal/mol. De manera conjunta, se realizé un alineamiento del amplicén
generado en la base de datos del NCBI mediante la herramienta BLAST,

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

Una vez seleccionado el fragmento de VIH para amplificar por qPCR, con los resultados de
la etapa de disociacidn se llevd a cabo el analisis de la curva de disociacién mediante el

ensayo High Resolution Melting (HRM).
7.6 Ensayo High Resolution Melting (HRM).

La tecnologia HRM es la base para el desarrollo de un ensayo que busca determinar la
diversidad de multiples microorganismos. Asi mismo, estos ensayos se han asociado con la
deteccion de mutaciones en enfermedades genéticas y Cdancer. Uno de los

microorganismos en los cuales se ha usado mads el HRM, es el VIH (5,115).

Las aplicaciones del HRM en VIH han sido variadas, y entre estas se cuentan aquellas que
relacionan cuasiespecies virales de VIH entre madre e hijo, entre individuos relacionados
por practicas sexuales; y para la estimacion y clasificacion de infecciones por VIH en

recientes y no recientes (5,6,45-47,115-119).

La diversidad del VIH tipicamente se incrementa a lo largo del tiempo durante el curso de
la infeccidn. La replicacion viral rapida, las mutaciones frecuentes y los eventos de
recombinacién generan un gran numero de variantes virales. Asi mismo, la respuesta
inmune ante la infeccion, el uso de TARV, y otras presiones selectivas manejan la

diversificacion y evoluciéon de la poblacidn viral intra-individuo (58,60).

De acuerdo con lo mencionado, debido a la diversificacion del VIH a lo largo del tiempo, la
diversidad genética puede servir como un biomarcador para la evaluacion de la incidencia
de VIH (al definir tedricamente infecciones recientes). Sin embargo, los patrones de
diversidad del VIH pueden variar de una regién gendmica a otra. Por lo tanto, es
recomendable para la discriminacidn entre infecciones recientes y no recientes llevar a

cabo un andlisis de la diversidad en mas de una region del genoma del VIH (6,46,47,116).
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La finalidad del ensayo HRM aplicado a la discriminacion entre infecciones recientes y no
recientes por VIH, consiste en medir la amplitud (anchura de la base) de la curva de
disociacion correspondiente a una muestra amplificada por gPCR; y su posterior
comparacion con respecto de un conjunto de muestras de temporalidad conocida. El
fundamento de la diferenciacion entre infecciones recientes y no recientes se encuentra
en que a medida de que aumenta el tiempo de infeccidon en el individuo, la diversidad
genética de su virus se aumenta también, y por ende el ancho de la base de la curva de

disociacion (6,46,47,116).

El fendmeno mediante el cual se construye la curva de disociacion de la muestra, y en el
cual se basa el andlisis del HRM, se conoce como disociacion (fusidn) del amplicén. En los
ensayos de HRM, se observa la fusién del DNA mientras la muestra se calienta en un
intervalo de temperaturas. La disociacion del DNA bicatenario es visualizada como la
disminucion de la fluorescencia debido a la liberacidn de un agente intercalante

fluorescente que saturaba el material genético (5,6,114-116).

Como resultado del ensayo HRM, se genera un Unico dato numérico para cada muestra
conocido como HRM score. Este score refleja el nivel de diversidad del VIH en la region
analizada. El calculo del score es sencillo e incluso se puede realizar de manera
automatica, a partir de los datos de la curva de disociacidn. (Figura 20). En estudios donde
se utiliza el ensayo HRM, se ha encontrado que los HRM scores estan asociados con las
etapas de la infeccidn por VIH en adultos; lo cual sugiere que este ensayo puede ser util

para estimar la incidencia de VIH a partir de estudios transversales (6,46,115,117).
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Figura 20. Datos representativos del ensayo HRM. (A) Datos de HRM de una muestra clinica representativa (gréfica de
fluorescencia vs temperatura). (B) Curva de disociacién para la muestra del panel A (grafica de la primera derivada
negativa fluorescencia vs temperatura, (-d[fluorescencial/d[T])). Los margenes de la curva de disociacién (en las lineas
roja y azul), definen el HRM score (medida de la amplitud de la curva de disociacion). Estos margenes se establecen de
acuerdo al anélisis de los datos, justamente en donde la curva alcanza un angulo de 30° en comparacion con la linea

horizontal base (45).

De manera general, el ensayo HRM se inicia con la extraccion del material genético de
interés a partir de las muestras bioldgicas. Las muestras biolégicas mas utilizadas, en el
caso del VIH, son el suero y el plasma. Posteriormente el RNA o DNA extraido es
purificado, y mediante gPCR con el uso de un agente intercalante se amplifica la regién
gendmica de eleccion. En caso de que el material genético extraido haya sido RNA, es
necesario realizar un RT-PCR (reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa
reversa) para generar DNA o directamente un PCR tiempo real con reversotranscripcion
(RT-gPCR). En estudios previos donde usan HRM para analizar la diversidad genética del
VIH, los fragmentos gendmicos mas utilizados pertenecen a sus genes estructurales: gag,

poly env (5,45,116).

Al término de la amplificacién, se lleva a cabo la etapa de disociacién. Durante esta etapa
el DNA es disociado mientras se aumenta la temperatura, y el agente intercalante es

liberado. Al final de esta etapa se construye la curva de disociacién, con los datos
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recogidos de fluorescencia vs temperatura (5,6,114,116).

La adicion del ensayo HRM, implica que al término de la etapa de disociacién (una vez
generada la curva), los datos de fluorescencia y temperatura son analizados con la libreria
DivMelt: HRM diversity assay analysis tool (http://cran.r-

project.org/web/packages/DivMelt/index.html) en el software R; con el objetivo de

establecer los margenes de cada curva de disociacion. El margen de inicio de la curva de
disociacion se conoce como Theta 1 (T1) y el margen final como (Theta 2) T2. Cada uno de
estos margenes esta asociado con una temperatura especifica, y la diferencia entre estas

(T2-T1) origina el HRM score (116) (Figuras 21y 22).

. HRM Score .

-dFluorescence/dTemperature

Temperature
T1 - The temperature where T2 - The temperature where
amplicon melting begins amplicon melting is complete

Figura 21. Curva de disociacién y sus mdrgenes. Con los datos de temperatura obtenidos de la curva de disociacién, el

calculo del HRM score se realiza restando T2 menos T1 (116).
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Figura 22. Ejemplo grafico de un HRM score. En la gréfica se observa la curva de disociacién de una muestra
representativa, cuyo pico maximo correspondiente a un solo amplicén se encuentra en 84.47 2C. Asi mismo, se ubican
los margenes inicial y final de la curva (lineas azules) y sus correspondientes temperaturas: 81.86 y 86.30 9C,

respectivamente. El HRM score correspondiente a esta muestra (4.43) se obtiene del célculo de la diferencia de T2
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(86.302C) y T1 (81.86 C) (116).

La determinacion de T1 y T2, se realiza mediante el trazado de diversas lineas tangentes
en los limites de la curva de disociacidn. En el limite de la curva de disociacidn se establece
una ventana de amplitud, la cual contiene a los puntos exactos donde la curva inicia y
termina. En esta ventana es en donde se trazan las lineas tangentes. Para cada linea se
calcula el correspondiente angulo respecto de la linea basal horizontal. La linea elegida
inicialmente (recomendada por los desarrolladores del software) serd aquella que posea
un angulo de entre 30° y 50°. Cuando se requiera un ajuste en el angulo se probaran
configuraciones diversas para este propodsito. Entonces, justo donde esta linea toca a la

curva de disociacién se establecen T1 o T2 segun sea el caso (5,45,116) (Figura 23).
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Figura 23. Seleccion de los valores de T1 y T2. En colores se muestran las lineas tangentes a la curva y los puntos exactos
donde se unen a la misma. Asi mismo, se observan los valores del dngulo que forman con la linea basal horizontal. Los
valores 6ptimos de T1y T2 son aquellos marcados en lineas azules (angulo 30°) (modificada) (116).

En el presente trabajo, se utilizé el ensayo HRM para diferenciar las infecciones recientes
de las que no lo son; a través del anadlisis de las curvas de disociacion generadas al
amplificar los fragmentos gendmicos elegidos del VIH mediante qPCR y RT-qPCR con

agente intercalante (SYBR Green).

En un primer analisis se establecié el punto de corte en los HRM scores para definir si la
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muestra corresponde a una infeccidn reciente o a una no reciente. Esto con base en los
HRM scores hallados para infecciones verdaderamente recientes (muestras de paneles
confirmados de incidencia real) y no recientes (muestras de paneles confirmados de
prevalencia). Estos paneles de muestras provienen de HSH que viven con VIH y que
acuden a la Clinica Especializada Condesa, la composiciéon de estos se detallara mas
adelante. Las muestras de estatus desconocido con HRM scores menores al punto de
corte se clasificardn como infecciones recientes, y aquellas con HRM scores por encima del

mismo seran clasificadas como no recientes.

8. CONSIDERACIONES ETICAS Y DE BIOSEGURIDAD.

Las muestras y los datos que se utilizaron en el presente estudio fueron obtenidos de la
segunda “Encuesta de seroprevalencia de VIH en sitios de encuentro de hombres que
tienen sexo con hombres (versién 2013); la cual fue disefiada y realizada por el Centro de
Investigacion en Evaluacion y Encuestas (CIEE) del Instituto Nacional de Salud Publica
(INSP). Como parte fundamental de esta encuesta se obtuvo el consentimiento informado

de cada uno de los participantes.

Con aprobacién del grupo investigador responsable de las muestras e informacion de la
encuesta, en el presente trabajo se determinaron las infecciones recientes por VIH; asi
como la diversidad genética de estas muestras. Para fines de este trabajo, también se
analizé la informacién proporcionada de manera anonima por cada participante. Se anexa
la carta de autorizacion de uso por el responsable del estudio, ANEXO 2. Asi también, se
anexa la carta de acreditacién del curso de bioética del CITI Program correspondiente al

responsable del presente trabajo (ANEXO 3).

En el desarrollo de este trabajo se utilizaron muestras bioldgicas de tipo sangre seca en
papel filtro (DBS). La manipulacién de la muestras se realizd6 bajo las normas de
bioseguridad adecuadas, con el uso de equipo de proteccidon personal completo en un
laboratorio nivel 2 de bioseguridad (Se anexa acreditacidon del curso de bioseguridad

perteneciente al CITI program, ANEXOS 4 y 5). De acuerdo con el procedimiento de
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manejo de los residuos peligrosos biolégico-infecciosos (R.P.B.l.), el material de desecho
se dispuso en bolsas o contenedores rojos debidamente etiquetados y pesados para su
posterior manejo por una empresa externa al INSP; la cual recolecta el residuo de manera

semanal (todos los martes de 9-10hrs).

Asi mismo, algunos procedimientos que formaron parte del estudio contemplan el uso de
materiales peligrosos tipo C.R.E.T.l., principalmente bromuro de etidio, y algunos
solventes como Fenol, Cloroformo y Alcohol Isoamilico. El desecho de estos materiales se
dispuso en frascos de plastico debidamente etiquetados y pesados. Estos residuos se
pusieron a disposicion del responsable de bioseguridad en el Centro de Investigaciéon
sobre Enfermedades Infecciosas (C.I.S.E.l.) en los periodos de recoleccién indicados para

su manejo final (aproximadamente cada 6 meses).

9. RESULTADOS.

9.1.Estimacién de la prevalencia, infecciones recientes e incidencia de VIH entre HSH

que acuden a sitios de encuentro.
9.1.1 Prevalencia de VIH en la poblacién de estudio.

A partir de los DBS de cada participante y de manera previa al presente estudio se realizé
un inmunoensayo quimioluminiscente de microparticulas para determinar infecciones por
VIH mediante la deteccidon simultdnea de antigenos y anticuerpos (HIV Ag/Ab Combo,
Architect, Abbott Diagnostics Division™, sensibilidad 100% y especificidad =99.68%); el

cual se utilizé de acuerdo a lo establecido por el fabricante (ANEXO 6) (120,121).

De los 6942 participantes de la encuesta, se excluyeron 102 por carencia de muestra
bioldgica. Se procesaron 6840 muestras para la deteccion de VIH, de las cuales 1193
resultaron positivas. De acuerdo con la férmula siguiente se calculd la prevalencia total

(P), quedando como sigue:

x100 =17.44%

_[(1193)
B l(6840)
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Asi mismo, se calculd la prevalencia para cada regidn con la misma metodologia (tabla 21).

9.1.2 Porcentaje de infecciones recientes e incidencia de VIH (algoritmo RITA).

Anteriormente al presente trabajo, las muestras de DBS de cada participante de la
encuesta de seroprevalencia de VIH 2013 fueron procesadas para determinar cuales de
ellas eran infecciones recientes por VIH. El ensayo utilizado fue el de diferencia de
proporciones BED, y el procesamiento se realizé de acuerdo a las especificaciones del
fabricante (Ver ANEXO 1). El total de muestras incluidas en este estudio (n= 6840) fueron
procesadas con este ensayo y resultaron 472 (6.9%) clasificadas como infecciones

recientes con base Unicamente en el resultado obtenido con el estuche comercial y de

acuerdo a los puntos de corte que el mismo establece (104,105,109,122). Cabe
mencionar, que el nimero de infecciones recientes determinadas sélo con el ensayo BED

se ve modificado mas adelante al constituir el algoritmo siguiente con mayor informacion.
9.1.3 Algoritmo de pruebas para infecciones recientes por VIH (RITA).

El RITA generado para el presente estudio, inicio con los 6840 participantes con muestra
bioldgica disponible. Este continué con todos aquellos participantes con un resultado
positivo a VIH mediante la prueba combo (n= 1193). Se decidié utilizar como variable de
importancia clinica al reporte de TARV. De los participantes positivos a VIH, se
mantuvieron aquellos que reportaron en su cuestionario no haber iniciado la terapia
antiretroviral (n= 848). Para el caso del uso de TARV se decidid conservar solo a los
participantes que reportaron no estar bajo terapia, debido a que de acuerdo con las
especificaciones del estuche comercial BED y al fundamento de este para la determinacion
de una infeccién reciente, las personas en TARV pueden presentar resultados erréneos y
mal clasificarse como recientes cuando no lo son. Como ultimo paso en el algoritmo, se
clasific6 como infecciones recientes a aquellos participantes que en la prueba BED

resultaron con un indice menor a 0.8, de acuerdo a lo especificado por el fabricante (n=
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242) (Ver ANEXO 1).

Con el propdsito de mejorar el RITA propuesto, se llevd a cabo la estandarizacién de un
ensayo molecular para discriminar infecciones recientes llamado High Resolution Melting

(HRM). Este ensayo sera descrito posteriormente.

‘ 6 942 HSH encuestados

102 excluidos por falta muestra biolégica

’ 6 840 HSH con prueba Ag-Ac para VIH ‘

R

| 5 647 VIH negativos l | 1193 VIH (+) o prevalentes ‘
| aastarv | | s4sNoTARV |
| 606 BED >0.8 ‘ ’ 242 BED <0.8 ‘
Infecciones por 242 Infecciones
VIH no recientes recientes por VIH

Figura 24. Algoritmo de pruebas para infecciones recientes por VIH o RITA generado para el estudio (serologia).

Con el nimero de participantes positivos a VIH (casos prevalentes), los negativos y los
casos de infecciones recientes, se llevo a cabo el calculo de la incidencia estimada con la

férmula de Hargrove y colaboradores descrita en la metodologia.

Se consideraron los siguientes datos:

* El nimero de infecciones recientes obtenido con el RITA (incluye exclusivamente

resultados de serologia).

* Laventana de deteccion (w) de 153 dias, de acuerdo a lo recomendado por la OMS
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para el uso del ensayo BED en paises como México, con predominio de infecciones

por VIH-1 tipo B (mayores del 95%) (43).

* La proporcién de falsos recientes (FRR) o (€), que se calculé con un estudio previo
de 224 HSH asistentes a la Clinica Especializada Condesa, en el cual se
determinaron los parametros de la prueba BED con muestras de DBS. Se obtuvo un
FRR de 10.71% (123). Este dato coincide con el utilizado por otros estudios en
paises americanos con prevalencias de VIH-1 B superiores al 95% como Honduras,

El Salvador y Estados Unidos, en sus ajustes a la incidencia (43).

Incidencia estimada:

(242)—(0.1071)(1193)

= [(¥)+[5647(%)]—(0.1071)(5647)—[0.1071(112ﬁ)]

]x 100 =6.3 apo

Asi mismo, los resultados obtenidos con la féormula anterior fueron corroborados con la
hoja de calculo SACEMA's online resource for incidence estimation, publicada por la OMS
para la estimacion de la incidencia a partir de datos transversales, la cual considera los

pardmetros ya descritos. Esta hoja se encuentra disponible en http://www.incidence-

estimation.org/page/spreadsheet-tools-for-biomarker-incidence-surveys.

Para cada regidn, se siguid el mismo algoritmo y se estimd el porcentaje de infecciones

recientes y la incidencia estimada de VIH (tabla 12).

9.2 Determinacidn de los factores de riesgo individuales para la prevalencia e incidencia

de VIH entre HSH que acuden a sitios de encuentro.
9.2.1 Descripcion de la poblacidn de estudio.

De acuerdo con los datos recabados en la encuestra de seroprevalencia de VIH en sitios de
encuentro, se conservaron para el analisis descriptivo las variables que se detallan en la

tabla 7.
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De los ocho bloques de preguntas incluidos en el cuestionario, resultaron 181 preguntas
con multiples respuestas. A conveniencia del estudio, se inicid el analisis con 137
preguntas (de aqui en adelante denominadas variables). Se generé una base de datos y se
llevé a cabo la limpieza de la misma, eliminando aquellas variables que presentaron mas
del 15% de datos perdidos. También, se generaron nuevas variables llamadas indices, al
conjuntar multiples variables ampliamente relacionadas; por ejemplo el indice de bienes
descrito en metodologia. Aquellas variables con multiples opciones de respuesta, fueron
recategorizadas con la finalidad de que cada una de ellas contara tan sélo con cuatro
respuestas (de aqui en adelante denominadas categorias). Asi mismo, se realizé una
recodificacién de las variables para trabajar con numeros asignados a cada categoria.
Finalmente, se desarrollaron todos los andlisis estadisticos con 21 variables ya
recategorizadas y recodificadas. Tal como se menciond en la metodologia, los analisis

estadisticos fueron realizados con el programa SPSS Statistics versiéon 23.0.0.2 .

La poblacion analizada presentd diferencias por region geogréfica, tanto en caracteristicas
demogréficas como de comportamiento sexual. La mayor proporcion de participantes se
encontro entre los 21-30 afios, con el mayor porcentaje en el Sur (60.7%) y el menor en el
Noroeste (46.8%). En relacién al indice de bienes, el porcentaje de personas en el estrato
alto fue fue mayor en la regién CDMX (70.6%) y menor en la region Sur (58.8%). Entre las
variables de comportamiento sexual, el 40.1% de la poblacién reportd saber que su uGltima
pareja sexual no tenia VIH, con diferencias regionales desde un 36.6% en CDMX hasta un
53.1% en el Sur. Para el tipo de rol sexual, el 27.8% reporté un rol activo en sus tres
ultimas relaciones, siendo entre el Noroeste (31.5%) y el Centro (25.3%) las regiones con

las mayores diferencias.

41 6 mas
EDAD (afios) 31-40 1285 18.8 19.8 10.7 14.6 22.8 234 15.7

21-30 3694 54.0 54.6 60.7 55.5 48.9 46.8 58.1

<0.001%
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18-20 1231 18.0 16.4 22.7 24.7 13.6 145 21.2
Bajo 716 10.5 8.9 19.6 115 11.6 13.8 8.8
[NDICE DE BIENES Medio 1499 221 20.4 21.6 248 253 235 21.0 <0.001%
Alto 4583 67.4 70.6 58.8 63.7 63.2 62.6 70.2
Capasit 68 1.0 1.0 1.0 11 1.2 1.2 0.4
SERVICIO DE SALUD (utilizado Servicio de gobierno 1096 16.1 17.2 19.3 13.2 14.0 11.9 19.1
en caso de necesidad) <0.001%
Servicio privado 842 124 13.4 11.7 14.8 9.5 8.8 11.6
Ninguno 4806 70.6 68.4 68.0 70.8 75.4 78.1 68.8
6-96 222 3.2 3.2 2.7 13 2.4 4.9 5.1
*
RRUEBS DE VI ONFRECIDAS 1-5 2387 349 375 33.0 26.8 27.5 40.0 375 <0.001%
(dltimo afo)
Ninguna 4231 61.9 59.4 64.3 71.9 70.1 55.1 57.4
Servicio de gobierno 1998 29.3 315 30.4 25.8 24.7 331 26.6
Servicio privado 850 125 12.0 15.1 121 13.0 131 12.8
PRUEBAS DE VIH HECHAS* &
P m <0.001
(dltimo afo)
No se hizo prueba 3533 51.9 50.9 47.8 55.7 56.3 48.1 51.9
Sitios de reunién 427 6.3 5.7 6.7 6.4 6.0 5.8 8.7
8-14 1425 21.7 231 233 18.6 21.0 225 19.9
EDAD DE DEBUT SEXUAL
(i) 15-19 3641 55.5 54.7 59.4 59.8 51.7 51.5 59.4 <0.001%
20-52 1489 22.7 223 17.4 21.6 27.4 25.9 20.7
D) BE A6 CRCES Sélo hombres 5913 88.5 89.8 84.9 88.7 83.6 83.2 92.6
&
SEXUALES <0.001
Hombres y mujeres 772 11.5 10.2 15.1 11.3 16.4 16.8 7.4
Si 1824 26.8 26.8 35.6 243 26.6 28.1 25.8
SEXO RECOMPENSADO 0.008%
No 4972 73.2 73.2 64.4 75.7 73.4 71.9 74.2
Sé que si tiene 275 43 5.4 33 3.0 3.0 4.2 35
No sé si tiene 2197 343 36.1 27.1 30.7 35.7 329 337
ESTATUS DE VIH DE LA <0.001%
ULTIMA PAREJA SEXUAL )
Creo que no tiene 1369 21.4 220 16.5 21.1 21.2 20.8 216
Sé que no tiene 2569 40.1 36.6 53.1 45.2 40.1 42.2 41.1
Si 3747 55.2 61.7 56.5 46.8 46.2 54.8 49.7
CONOCIDOS CON VIH/Sida <0.001%
No 3035 44.8 38.3 435 53.2 53.8 45.2 50.3
11 6 mas 117 19 2.6 1.2 1.6 1.0 1.4 15
NUMERO DE PAREJAS &
SEXUALES** 2-10 1859 30.9 333 336 303 25.2 29.1 28.6 <0.001
Oor1l 4044 67.2 64.0 65.2 68.1 73.9 69.5 69.9
102 veces 959 15.5 15.2 17.2 13.8 14.2 16.4 17.9
CONSISTENCIA EN EL USO DE " &
CONDON *** Ninguna 1041 16.8 15.0 235 18.9 16.3 20.5 16.1 <0.001
3 veces 4206 67.8 69.8 59.3 67.3 69.5 63.1 66.0
Pasivo 1447 23.0 22.4 26.2 24.6 24.2 241 20.3
CONSISTENCIA EN EL ROL
SEXUAL*** o
Ambos 3102 49.3 50.4 435 50.2 45.6 44.4 53.1 0.007
Activo 1749 27.8 27.2 30.3 253 30.1 315 26.7
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*Ultimo afio. ** Ultimo mes. ** *Ultimas tres relaciones sexuales.  Estadisticamente significativo.

Tabla 7. Analisis descriptivo de la poblacién de estudio. La tabla detalla las caracteristicas demograficas y de

comportamiento sexual de la poblacién analizada.

9.2.2 Evaluacion de factores de riesgo individuales para la prevalencia e incidencia de

VIH.

En relacidn a los factores sociodemograficos asociados a la prevalencia de VIH, los HSH de
la regidn Centro tuvieron 1.7 veces mas posibilidades de estar infectados que las personas
de la regidon Occidente; al aumentar la edad se incrementd la posibilidad de estar
infectado con VIH y las personas con un bajo indice de bienes tuvieron la mayor
probabilidad de estar infectados por VIH. La asistencia a Capasits y el mayor nimero de
pruebas ofrecidas, se asociaron a la frecuencia de VIH. En relacion al comportamiento
sexual, el inicio temprano de vida sexual (8-14 afios), el tener parejas sexuales sdlo
hombres, el tener conocidos con VIH, asi como el saber que la ultima pareja sexual tenia

VIH, fueron factores asociados a la infeccidn, tal como se presenta en la tabla 8.

Al realizar el andlisis considerando las infecciones recientes por VIH, los hombres de la
region Centro tuvieron casi tres veces mas riesgo de tener VIH en relacién a la regién
Occidente; la mayor edad, el inicio temprano de vida sexual y el bajo indice de bienes no
fueron factores de riesgo para presentar infeccidén reciente por VIH. Los hombres que
tuvieron relaciones sexuales sélo con hombres y los que mencionaron tener el rol sexual
pasivo, tuvieron el doble de riesgo de adquirir VIH, aquellas personas que mencionaron
conocer a una persona con VIH tuvieron 1.4 veces mas riesgo de tener VIH en

comparacion con aquellos sin conocidos con VIH.

Los resultados muestran que la region presenta diferencias estadisticamente significativas
para ambas medidas epidemioldgicas. El Sur y el Centro presentaron la mayor asociacién

con la prevalencia de VIH, en el caso de las infecciones recientes el mayor riesgo se
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encontré en la regidon Centro; la regién Sur no fue estadisticamente diferente. La edad y la
edad de inicio de vida sexual indican un mayor tiempo de exposicién, por lo que la medida
de prevalencia de VIH esta asociada con dichos indicadores; no asi la medicion de
infecciones recientes. Las personas que asisten a algin Capasits presentaron tanto una
asociacion con la prevalencia de VIH, como un mayor riesgo de tener infecciones
recientes. El saber que la ultima pareja sexual tenia VIH (estatus de VIH) presentd la
asociacion mas alta (RM=4.3) para el caso de la prevalencia, mientras que para infecciones
recientes de VIH no mostré diferencias (RR=0.9). El tener relaciones sexuales sélo con
hombres y el rol sexual pasivo, mostraron un mayor riesgo para infecciones recientes por
VIH en comparacion con prevalencia de VIH. El nUmero de parejas sexuales en el ultimo
mes y el reporte de sexo recompensado no mostraron diferencias, tanto en el modelo de
prevalencia de VIH como en el de infecciones recientes de VIH. El reporte de uso

consistente de conddn, no se encontré como un factor protector para VIH.

CDMX 'y érea conurbada 1.5(1.2-1.9) 1.6(0.9-2.8)
Sur 1.7 (1.1-2.7) 2.1(0.9-5.0)
Centro 1.7 (1.3-2.4) 2.7(1.5-5.0)
REGION Noreste 1.3(1.0-1.9) 1.5(0.8-3.0)
Noroeste 1.1(0.7-1.5) 1.4(0.7-2.9)
*Occidente 1 1
41 6 mas 2.3(1.6-3.2) 1.4(0.8-2.6)
31-40 2.3(1.7-3.1) 1.3(0.7-2.2)
EDAD (afios)
21-30 1.7 (1.3-2.2) 1.0(0.7-1.6)
*18-20 1 1
Bajo 1.6(1.3-2.1) 1.1(0.7-1.9)
[NDICE DE BIENES Medio 1.0(0.8-1.2) 0.7(0.5-1.1)
*Alto 1 1
Capasit 8.6 (4.5-16.6) 3.3(0.7-15.3)

SERVICIO DE SALUD
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(utilizado en caso de Servicio de gobierno 2.1(1.7-2.5) 1.2(0.8-1.9)
necesidad)
Servicio privado 1.5(1.2-1.9) 1.4(1.0-2.2)
*Ninguno 1 1
6-96 1.5(1.0-2.2) 0.8(0.3-2.4)
PRUEBAS DE VIH
OFRECIDAS 1-5 1.3(1.1-1.6) 1.5(1.0-2.0)
(Gltimo ano)
*Ninguna 1 1
Servicio de gobierno 2.5(1.7-3.6) 1.5(0.8-3.0)
PRUEBAS DE VIH HECHAS Servicio privado 2.0(1.3-3.0) 1.7(0.8-3.6)
(Gltimo afio) No se hizo prueba 2.3(1.5-3.3) 1.4(0.7-2.8)
*Sitios de reunion 1 1
8-14 1.6 (1.2-2.0) 1.2(0.7-1.9)
EDAD DE DFBUT S2:C0E 15-19 1.3(1.1-1.6) 1.1(0.7-1.7)
(afios)
*20-52 1 1
GENERO DE LAS PAREJAS Sélo hombres 1.8 (1.3-2.5) 2.0(1.0-4.1)
S22 *Hombres y mujeres 1 1
Si 1.3(1.1-1.5) 1.2(0.9-1.7)
SEXO RECOMPENSADO
*No 1 1
Sé que si tiene 4.3(3.2-5.9) 0.9(0.4-2.4)
ESTATUS DE VIH DE LA No sé si tiene 1.7 (1.4-2.0) 1.3(0.9-1.8)
SR ARS8 2 EAE Creo que no tiene 1.1 (0.9-1.4) 0.9(0.6-1.4)
*Sé que no tiene 1 1
CONOCIDOS CON Si 2.1(1.8-2.5) 1.4(1.0-2.0)
VIH/Sida “No ] ]
11 6 mas 1.0 (0.6-1.5) 0.7(0.2-2.4)
NUMERO DE PAREJAS
SEXUALES (altimo mes) 2-10 1.1(0.9-1.2) 1.3(0.9-1.8)
*061 1 1
16 2 veces 0.7 (0.6-0.9) 0.7(0.4-1.0)
CONSISTENCIA EN EL
USO DE CONDON (ultimas Ninguna 0.6 (0.4-0.7) 0.5(0.3-0.8)
3 relaciones sexuales)
*3 veces 1 1
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CONSISTENCIA EN EL ROL Pasivo 1.5(1.2-1.9) 1.9(1.2-3.1)

SEXUAL
Ambos 1.5(1.2-1.8) 1.7(1.1-2.6)
(altimas 3 relaciones
sexuales) *Activo 1 1

Tabla 8. Caracteristicas sociodemograficas y de comportamiento sexual, y su asociaciéon con prevalencia e infecciones
recientes por VIH entre HSH asistentes a sitios de encuentro. RMA: razén de momios ajustada, RRA: razén de riesgos

ajustada y I1Cgsy: intervalos de confianza al 95%.

9.3 Determinacién de los factores de riesgo regionales para la prevalencia, infecciones

recientes e incidencia de VIH en HSH que acuden a sitios de encuentro.

Las variables regionales o ecoldgicas, surgieron del agrupamiento por regiones de todos
los HSH que participaron en la encuesta de seroprevalencia de VIH 2013 (tabla 9). Con el
uso de la informacidn recabada en sus cuestionarios y con informacion adicional externa,

se construyeron las variables como se describe a continuacién:

* Prevalencia: se calculé con respecto de los resultados del ensayo Combo vy la

totalidad de HSH de cada region.

* Incidencia estimada: para cada region, con los datos obtenidos del RITA generado
en este trabajo y descrito con antelacidn; y con el uso de la férmula de Hargrove y

colaboradores.

* Porcentaje de infecciones recientes: surgié para cada regidon del numero de HSH

con infeccidn reciente por VIH, obtenido con el RITA.

* Diagndstico: como numerador el total de HSH que se sabian con VIH, dividido

entre el total de HSH positivos a VIH (confirmados en laboratorio).

* Cobertura de TARV (tratamiento antiretroviral): considerd el nimero de HSH que

declararon estar en TARV, entre el total de PVV que conocian su estatus.

* Mortalidad (ponderada): se construyd con informacidn externa, la cual fue tomada
del estudio publicado por Bravo-Garcia y Ortiz-Pérez (110). Se consideré la

mortalidad de cada ciudad, dentro de la regidn en cuestion y se calculd un
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porcentaje ponderado dependiente del tamaiio de la poblacién.

* (Carga viral (CV) en monitoreo: se refiere al porcentaje de personas con al menos
un dato de CV en el afio (2013). Se calculo de manera ponderada para cada region,
con base en los datos estatales publicados en el boletin SALVAR #23 (cierre del

2013) (111).

* Carga viral (CV): resulté del indicador virolégico (CV<400 copias/mL) publicado en
el boletin SALVAR #23 (cierre del 2013), por estado (111). Este dato fue ponderado

con respecto de los estados incluidos en cada regidn.

INFECCIONES

PREVALENCIA Igg{ﬁigk‘ RECIENTES DIAGNOSTICO COI?&'}{T‘?RA *MORTALIDAD ** CV EN -
(%) ENTRE PVV (%) o MONITOREO
(100apo) (%) (%)

CDMX 3162 20.7 5.7 17.8 41.2 80.7 4.6 19.8 59.4
(19.4-22.0) (3.2-82) (15.1-21.0) (37.5-45.0) (75.6-85.0)

Sur 300 19.0 6.1 193 38.6 71.3 7.0 252 58.0
(15.0-23.8) 0-13.7) (11.0-31.5) (27.0-51.6) (56.2-90.3)

Centro 963 16.9 11.6 29.4 22.1 80.6 4.1 35.8 61.5
(14.7-19.4) (6.6-16.6) (23.0-36.9) (16.4-29.1) (64.7-90.6)

Noreste 779 13.5 3.5 18.1 28.6 90.0 4.0 29.5 53.5
(11.3-16.1) (0-7.1) (11.8-26.6) (20.8-37.9) (73.697.3)

Noroeste 697 14.9 5.6 21.2 29.8 77.4 54 13.7 52.6
(12.5-17.8) (1.2-10.0) (14.3-30.0) (21.8-39.2) (59.9-88.9)

Occidente 939 11.5 49 23.1 30.6 90.9 2.8 347 64.3
9.6-13.7) (1.6-8.3) (16.2-32.0) (22.6-39.8) (75.7-97.6)

Nacional 6840 17.4 6.2 203 35.4 81.8 42 29.1 59.7
(16.6-18.4) (4.4-1.9) (18.1-22.7) (32.7-38.1) (77.8-85.2)

Tabla 9. Estimaciones de prevalencia, incidencia e infecciones recientes y su relacidn con la cascada de atencién de VIH;
por region. Donde n: numero de muestras, apo: afos-persona-observacién, PVV: personas que viven con VIH, TARV:

tratamiento antiretroviral y CV: carga viral.

En la tabla 9 se presenta la prevalencia, el porcentaje de infecciones recientes entre PVV,
la incidencia estimada, la cobertura de la terapia antirretroviral y la mortalidad; todas a
nivel nacional y regional. La prevalencia nacional de VIH fue de 17.4% con diferencias
entre regiones; la mas alta se obtuvo en CDMX con 20.7% y la mas baja en Occidente
11.5%. El porcentaje nacional de infecciones recientes entre PVV fue de 20.3%; entre
regiones geograficas, el porcentaje mas alto se encontré en el Centro 29.4% y el mas bajo

en CDMX. La incidencia nacional estimada se calculé en 6.2 por 100 personas-aiio, siendo
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el Centro, la region que reportd los datos mas altos con un 11.6 por 100 personas-afio y el
mas bajo en el Noreste con 3.5 por 100 personas-afios. La cobertura de TARV fue de
81.8% a nivel nacional, con diferencias de 77.3% en el Sur a 90.9% en el Occidente (Ver la

figura 25 y tabla 9).

Al considerar las variables por regidon como representativas de las etapas del continuo de
atencion al VIH, surgen escenarios regionales distintos; los cuales muestran que las
estimaciones de prevalencia, infecciones recientes e incidencia se explican con las
variables agrupadas. Es decir que las variables o factores agrupadas (os) que explican la
transmisién del VIH en nuestra poblacidn de estudio son diferentes para cada regién

geografica.

Para la CDMX se encontré el menor porcentaje de infecciones recientes y esto responde a
su alto porcentaje de diagndstico (41.2%). Lo anterior implica que son mas las personas
diagnosticadas y entonces estas entran al continuo de atencién al VIH, una vez dentro la
TARV y con apoyo de la prevencion con positivos se disminuye la transmision del virus. En
el caso del Sur, encontramos que la prevalencia y el porcentaje de infecciones recientes
son similares (19% vs 19.3%) lo que quiere decir que la supervivencia de las PVV es muy
baja. Esto se explica debido a la baja cobertura de TARV (77.3%, la menor de todas) y en
consecuencia a la alta mortalidad en dicha regién (7.0, la mas alta de todas). La region
Centro resulté con el mas alto porcentaje de infecciones recientes (29.4%) y esto podria
ser consecuencia del bajo porcentaje de diagndstico (22.1%), lo que hace que las personas
desconozcan su estatus y por ende continuen con su vida sexual y esto aumenta la
transmisién del VIH. La transmisidn permanece alta a pesar de que la CV en monitoreo
(35.8%, proxy de la retencién) es la mds alta en esta regidn. Para el Noreste se encontrd
que la prevalencia, incidencia e infecciones recientes fueron muy bajos, se podria decir
gue es la regidn que se encuentra mejor en cuanto a estos estimadores. En esta regién a
pesar de que su diagndstico no es tan alto (28.6%), su cobertura de TARV es la segunda
mas alta (90%) que de hecho cumple con la estrategia 90-90-90. Asi también, su retencién

en cuidado (CV monitoreo, 29.5%) es muy alta lo que podria disminuir la transmision viral.
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En el Noroeste el porcentaje de infecciones recientes es alto (21.2%) lo que podria
deberse a un bajo porcentaje de diagndstico (29.8%), una baja cobertura de TARV (77.4%),
variables que impactan en las ultimas etapas del continuo que es la retencién en cuidado
(CV monitoreo, 13.7%) y supresion viral (CV, 52.6%) que son los menores datos para todas
las regiones. Finalmente, en la region Occidente se encontré un alto porcentaje de
infecciones recientes (23.1%) a pesar de que su porcentaje de diagndstico es promedio
(30.6%). Sin embargo, esta regién resultd con la mayor cobertura de TARV (90.9%) lo que
podria ser causante de su alto porcentaje de CV (64.3% el mds alto de todos, proxy

supresion viral) (Tabla 9).

La siguiente figura detalla las seis regiones geograficas analizadas y resalta el escenario de
transmisién para cada una con respecto de la prevalencia, porcentaje de infecciones

recientes, mortalidad y cobertura de TARV (figura 25).

24
22
20
1 NORTHWEST

16

1 .

10

PREVALENCE

16 18 20 22 24 26 28 30 32

RECENT INFECTIONS PERCENTAGE

MORTALITY (%) :

ART COVERAGE (+): [ —

<77.8 77.8-85.2 >85.2

Figura 25. Gréfica de escenarios de transmision de VIH por regién, de acuerdo con las variables de la cascada de atencién
al VIH. De acuerdo con las variables agrupadas, le regién Sur se destaca como la regién con mayor necesidad en atenciéon
a las personas con VIH. En contraparte, la regiéon Noroeste figura como la regién con un mejor estado general en la

atencidn al VIH. Cabe destacar que los resultados presentados en el grafico, representan Unicamente los hallazgos para
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el afio 2013 (afio de la encuesta), lo que sugiere que el escenario para cada regidén puede ser diferente en la actualidad.

9.4 Metodologia molecular para la diferenciacidon de infecciones por VIH recientes y no

recientes.

La parte de la metodologia molecular propuesta en este proyecto se inicié con el objetivo
de obtener el material biolégico para la amplificacién de un fragmento de VIH. Con este
material se dio inicio a la estandarizacion del ensayo qPCR y HRM para diferenciar
molecularmente las infecciones por VIH recientes de las no recientes. Para ello, se llevo a

cabo una extraccion de DNA a partir de diferentes muestras bioldgicas.
9.4.1 Extraccidon de DNA a partir de plasma.

La metodologia molecular se inicié con muestras de plasma de hombres que tienen sexo
con hombres (HSH) positivos a VIH provenientes de la Clinica Especializada Condesa
(CDMX). ElI DNA extraido del plasma se utilizd inicialmente para la estandarizacion de la
técnica de qPCR para amplificar un fragmento de VIH (la cual se detallara mas adelante).
La extraccion de DNA se realizd con dos técnicas de extraccion: estuche comercial de
columnas de intercambio idnico ZYMO Research y Fenol/Cloroformo. A continuacion se

detallan los resultados de las extracciones de plasma con ambos protocolos.

‘ ZYMO research ‘ Fenol/Cloroformo
MUESTRA [DNA] ng/pL A260/280 [DNA] ng/pL A260/280
R1 0 3.81 47.1 1.07
R2 0 5.7 90.3 1.13
R3 0 6.63 240.8 1.25
R4 0 18.31 166.1 1.08
R5 0 1.13 9.9 1.18
R6 0 3.15 137.9 0.94
R7 0 2.55 85.0 0.88
C1 0 5.36 11.6 0.96
C2 0 1.23 173.5 0.76
C3 0 2.0 103.6 1.07
c4 0 2.79 151.3 0.86
C5 0.7 0.89 90.9 0.90
Cé6 0 2.34 87.4 0.94
c7 0 1.97 31.7 0.90

Tabla 10. Resultados de extraccion de DNA, a partir de plasma con el estuche comercial ZYMO Research (columna 2) y
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con el protocolo Fenol/Cloroformo (columna 4).

9.4.2 RNA a partir de plasma.

Se realizé también una modificacion al material biolégico a partir del cual se iniciarian los
ensayos de gPCR. Se decidié llevar a cabo una extraccién de RNA a partir de muestras de

plasma fresco.

El RNA se extrajo con el estuche comercial QlAamp Viral RNA Mini Kit® de QIAGEN, el
procedimiento se detalla en el ANEXO 9. De manera breve, el protocolo se inicia con 140
ul de plasma al cual se le adiciona un buffer preparado con una solucidn acarreadora del
RNA, la que se incuba por 10 minutos para lograr la lisis de la particula viral.
Posteriormente, se afiade etanol absoluto y la mezcla completa se coloca en una mini-
columna provista por el estuche comercial. Mediante centrifugacion se hace pasar la
solucion a través de la membrana en la mini-columna, de manera que el RNA se fije en
esta. Se llevan a cabo dos lavados con dos diferentes buffers provistos por el fabricante
(uno de ellos contiene guanidina). Finalmente se lleva a cabo una elucién del RNA que
yacia en la membrana de la columna, esto ultimo con un buffer especifico (provisto por el
estuche comercial) para eluir el material bioldégico de interés. Al igual que en los
protocolos de extraccion de DNA, el RNA obtenido se cuantific6 en un equipo

NanoDropTMLite Spectrophotometer.

Las muestras utilizadas formaron parte de un panel de 102 muestras de plasma fresco
provistas por la Clinica Especializada Condesa, provenientes de HSH VIH positivos con un
estatus de infeccidén conocido. Estas muestras se procesaron en 4 bloques (1 de 30y 3 de
24). De todas las muestras se obtuvo RNA, para el blogue 1 se obtuvieron concentraciones
de entre 26.9-63.1 ng/uL, para el 2 de 15.8-68.5 ng/uL, para el 3 de 33.0-51.1 ng/uL y para
el 4 de 21.8-56.5 ng/uL (valor minimo y maximo de concentracidon obtenido en cada

bloque, respectivamente).

A partir del RNA extraido, se llevé a cabo una amplificacién de un fragmento del VIH

mediante un PCR en tiempo real con reverso transcripcion (RT-qPCR). El cual sera descrito
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posteriormente.
9.4.3 PCR tiempo real (qPCR) para la amplificacion de un fragmento de VIH.

La amplificacién de un fragmento de VIH permite corroborar la presencia del virus en el
fluido bioldgico utilizado. Especificamente para este trabajo, se estandarizé un gPCR para
la deteccidén del VIH con uso de un agente intercalante SYBR Green, y una vez con este
ensayo, estandarizar una técnica para discernir entre infecciones recientes y no recientes
por VIH. Con los resultados de ello, se pretende mejorar el algoritmo de pruebas para
infecciones recientes detallado con anterioridad (RITA con informacion clinica y pruebas

seroldgicas).

9.4.4 Eleccion del fragmento de VIH para la amplificacion: pol.

Tal como se detalld6 en la seccion de metodologia, se realizdé un analisis de los
oligonucleétidos publicados para un fragmento de cada uno de los genes estructurales del

VIH (tablas 11-13). Enseguida se muestran los analisis:

Secuencia (5°-3") ACTGAGAGACAGGCTAATTTTTTAG GGTCGTTGCCAAAGAGTGATTTG
Tamaiio (pb) 25 23

Tm (°C) 52.9 56.9

GC (%) 36 47.8

Hairpin (Kcal/mol) 1(-2.61) 3(-0.61,-0.1y0.16)
Homodimeros 14 (mal 1 de -5.36 / los demas de 11 (mal 1 de -5.84 / los demas de -
(Kcal/mol) -4.5 a-0.96) 3.9a-1.47)
Heterodimeros 21 (mal 1 de -6.21 / los demas de -3.89 a -1.34)

(Kcal/mol)

BLAST Solo VIH-1

Tabla 11. Analisis del fragmento GAG2, donde en rojo se muestran las caracteristicas que se encuentran en el limite del
disefio dptimo. Se considera un par de oligonucleétidos adecuado, sin embargo es necesario realizar una disminucién

del tamafio del amplicon.
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Secuencia (5°-3") TAAAAGAAAAGGGGGGATTGG TCTGCTGTCCCTGTAATAAACC
Tamaiio (pb) 21 22

Tm(°C) 52.8 54.4

GC (%) 42.9 45.5

Hairpin (Kcal/mol) 7 (de 1.66 a 2.14) 1(0.26)
Homodimeros 8(-1.94 a-0.96) 7 (-3.14 a -0.96)
(Kcal/mol)

Heterodimeros 23 (mal 4 de-7.74,-7.71, -6.14 y -6.14 [ los demds de -3.42 a -0.96)
(Kcal/mol)

BLAST Solo VIH-1

Tabla 12. Analisis del fragmento POL3, donde en rojo se muestran las caracteristicas que se encuentran en el limite del

disefio dptimo. Se considera un par de oligonucledtidos adecuado, y no requiere disminucién de tamafio porque cumple

con el ideal para gPCR (60-150pb).

Secuencia (5°-3") CAGCAGGWAGCACKATGGG GCARATGWGYTTTCCAGAGCADCC
Tamaiio (pb) 19 24

T (°C) Min 55.1 / Mean 57 / Max 58.9 Min 56.8 / Mean 59.4 / Max 62.6
GC (%) 60.5 51.4

Hairpin 1(-1.49) 2 (0.49y0.89)
(Kcal/mol)

Homodimeros 13 (de -3.87 a-1.27) 24 (mal 4 de -6.69, -5.79, -5.64 y -5.09
(Kcal/mol) / los demas de -4.01 a -1.57)
Heterodimeros 23 (mal 4 de -9.49, -6.69, -5.98 y -5.02 / los demds de -4.7 a -1.27)
(Kcal/mol)

BLAST VIH-1y virus de inmunodeficiencia en simios

Tabla 13. Andlisis del fragmento ENV1, donde en rojo se muestran las caracteristicas que se encuentran en el limite del

disefio 6ptimo. Se considera un par de oligonucleétidos adecuado, sin embargo es necesario realizar una disminucién

del tamafio del amplicon.

Como los amplicones para GAG y ENV superaban el tamano éptimo para un ensayo de



gPCR, estos se redujeron y se propusieron los nuevos amplicones. Esto se llevo a cabo con
el uso del programa PrimerQuest Tool de IDT Tools disponible en

http://www.idtdna.com/PrimerQuest/Home/Details/0_2, en la opcion gPCR para agentes

intercalantes. El propdsito fue el de generar un amplicdn mas pequeno dentro de los que
ya se encuentran publicados, y llevar a cabo el analisis de los oligonucleétidos resultantes.
Para el amplicon GAG2, se tomd la secuencia original (211pb) y se generd un amplicén
interno de 135pb (Figura 26). Una vez con el fragmento interno, se llevo a cabo el analisis

de sus oligonucledtidos disefiados (Tabla 14).

actgagagacaggctaattttttagggaagatctggccticctacaagggaaggcecagggaattttcttcagagecagacc

agagccaacagcecccaccagaagagagcettcaggtctggggtagagacaacaactccccctcagaageaggagecg
atagacaaggaactgtatcctttaacttccctcaggtcactctttggecaacgacc

Figura 26. Amplicon disefiado para GAG2. En azul se muestran los oligonucleétidos para la secuencia original (211pb) y

en rojo los oligonucleétidos del amplicén interno (135pb).

Secuencia (5°-3") gaagatctggccttcctacaag tctatcggcetectgcettcet
Tamaiio (pb) 22 19

T (°C) 54.9 55.2

GC (%) 50 52.6
Hairpin (Kcal/mol) -0.33,-0.31y .31 -0.97
Homodimeros -9.28,-7.82,-5.12,9de-3.54 a - 7 de -3.61 a-0.96
(Kcal/mol) 0.96

Heterodimeros -6.21,18 de -3.54 a -1.57

(Kcal/mol)

BLAST Solo VIH

Tabla 14. Andlisis de los oligonucledtidos internos para GAG2. En rojo se muestran las caracteristicas que se encuentran

en el limite del disefio dptimo. Sin embargo fue el mejor disefio posible dado el tamafio de la secuencia base.

Asi mismo, para el amplicon ENV1 se tomé la secuencia original (239pb) y se generd un

amplicén interno de 119pb (Figura 27). Una vez con el fragmento interno, se llevo a cabo
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el analisis de sus oligonucledtidos (Tabla 15).

cagcaggaagcactatgggegeagectcaatgacgetgacggtacaggecagacaattattgtctggtatagtgeagea

gcagaacaatttgctgagggctattgaggcgcaacagceatctgttgcaactcacagtctggggcatcaageagetccag

gcaagaatcctggctgtggaaagatacctaaaggatcaacagetectggggatttggeggtigetctggaaaactceattig
[

Figura 27. Amplicdn disefiado para ENV1. En azul se muestran los oligonucledtidos para la secuencia original (239pb) y

en rojo los oligonucleétidos del amplicén interno (119pb).

Secuencia (5°-3") tttgctgagggctattgagg ccaggagctgttgatcctttag
Tamaiio (pb) 20 22

T (°C) 54.9 55.2

GC (%) 50 50

Hairpin (Kcal/mol) -1.27 -0.83,-0.26 y -0.08
Homodimeros 9de-3.14 a-0.96 -6.34,-6.24,7 de -4.62 a -0.96
(Kcal/mol)

Heterodimeros 15de-4.74 a-1.47

(Kcal/mol)

BLAST VIH-1y virus de inmunodeficiencia en simios

Tabla 15. Analisis de los oligonucledtidos internos para ENV1. En rojo se muestran las caracteristicas que se encuentran

en el limite del disefio dptimo. Sin embargo fue el mejor disefio posible dado el tamafio de la secuencia base.

De los fragmentos analizados y modificados, el elegido para la amplificacién de VIH fue el
correspondiente al gen pol (uno de los tres estructurales del virus). El fragmento
amplificado se encuentra en la secuencia que codifica para la integrasa del VIH, proteina
responsable de la integracion del genoma viral al genoma del hospedero. Este fragmento
se eligié de entre los publicados por Cousins y colaboradores en sus articulos sobre la
estandarizacion del ensayo HRM para VIH; en dichas publicaciones se le llamo POL3 (115).
A pesar de que el fragmento publicado cumplia con el tamano adecuado para el gPCR
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139pb (figura 28), y de que el analisis bioinformdtico de los oligonucledtidos para su
amplificacién mostré un disefio dptimo de los mismos; su Tm se encontrd entre 72-74°C;
lo que podria ocasionar problemas al diferenciar el producto amplificado de los dimeros
de oligonucledtidos (que usualmente se presentan en ese mismo intervalo de

temperatura).

Figura 28. Confirmacién de tamafio del fragmento de interés de pol 139pb VIH. En el carril 1 se muestra el marcador de
peso molecular de 1Kb (GeneRuIerTNI 1Kb Plus DNA ladder), carriles 2-5 y 7 DNA de plasma con resultados sin
amplificacion de producto, carril 6 control negativo (agua) y carril 8 muestra positiva a pol 139pb a partir de producto de
PCR mrt2000 (dilucién 1:10). Condiciones: electroforesis en gel de agarosa al 2%, preparacidn y corrimiento en buffer

TAE [1X] con 1pL de Bromuro de Etidio, 30 minutos a 75mV; revelado en transiluminador.

Debido a lo anterior, el fragmento se amplié de 139 a 199pb a partir de un alineamiento
de aproximadamente 2000 secuencias parciales de “HIV-1 pol gene Mexico”, en el
programa Mega.7.0.14 (124). La Tm tedrica del nuevo fragmento se calculé en 79.04°C. A

continuacion se detallan los oligonucledtidos disefiados para este propodsito y el
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fragmento amplificado (figuras 29 y 30, tabla 16).

taaaagaaaaggggggattggggggtacagtgcaggggaaagaatagtagacataatagcaacagacatac
aaactaaagaattacaaaaacaaattacaaaaattcaaaattttcgggtttattacagggacagcagaaat
ccactttggaaaggaccagcaaagctcctctggaaa

Figura 29. Amplicon de pol VIH de 199pb. En amarillo se encuentra marcado el oligonucledtido forward flanqueando al

fragmento amplificado en negritas. En rojo se muestra el nuevo oligonucleétido reverse.
Como oligonucledtido forward se mantuvo el mismo publicado por Cousins vy
colaboradores. La ampliacion del fragmento conllevo el disefio de un nuevo

oligonucleétido reverse, el cual fue disefiado con el programa Primer Blast disponible en

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/. El andlisis de este par de

oligonucleétidos obtenido con el software OligoAnalyzer 3.0 se muestra a continuacion.

Secuencia (5-3") TAAAAGAAAAGGGGGGATTGG TATTACTACTGCCCCTTCAC
Tamaiio (pb) 21 20

Tm (°C) 52.8 51.1

GC (%) 42.9 45.0

Hairpin (Kcal/mol) 7 (de 1.66 a 2.14) 4 (de 1.58 a 2.12)
Homodimeros 8 (de-1.94 a-0.96) 8 (de -3.14 a -0.96)
(Kcal/mol)

Heterodimeros 24 (de -12.75 a -0.96)

(Kcal/mol)

BLAST Solo VIH-1

Tabla 16. Analisis del nuevo fragmento pol de 199pb, se muestran las caracteristicas de los oligonucledtidos y en rojo se

encuentran aquellas en el limite del disefio 6ptimo.
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Figura 30. Confirmacién de tamafo del nuevo fragmento de interés de pol 199pb VIH. En el carril 1 se muestra el
marcador de peso molecular de 1Kb (GeneRuIerT'VI 1Kb Plus DNA ladder), carriles 2-7 muestras positivas a pol 139pb a
partir de producto de PCR mrt2000, carril 8 control negativo (agua). Condiciones: electroforesis en gel de agarosa al 2%,
preparacidon y corrimiento en buffer TAE [1X] con 1uL de Bromuro de Etidio, 30 minutos a 100mV; revelado en

transiluminador.

Una vez con el par nuevo de oligonucleétidos, se procedio a la estandarizacion del gPCR.
El programa utilizado para el gPCR a partir de DNA, asi como las mezclas de reaccién
utilizadas se detallan en la seccién de anexos (ANEXO 10). Enseguida se muestran la curva
de amplificacidon, la estandar y la de disociacién obtenidas en la estandarizacién del

ensayo (figuras 31-33).

Amplification Plot
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Figura 31. Curva de amplificacion de qPCR po/ 199pb (DNA), a partir de 5 diluciones de pol-VIH. Cada color representa
una dilucion, y estas van por triplicado: amarillo dilucién 1 (1:10) Ct 12.3, color lima dilucién 2 (1:100) Ct 16.4, verde

claro dilucién 3 (1:1,000) Ct 19.4, color aqua dilucién 4 (1:10,000) Ct 23.2, azul dilucién 5 (1:100,000) Ct 26.7 y en rosa se

muestra el NTC Ct indeterminado.
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Figura 32. Curva estandar de qPCR pol/ 199pb (DNA), a partir de 5 diluciones. En el caso del PCR tiempo real a partir de

DNA, se realizd una curva estandar con material genético de concentracién conocida para determinar la eficiencia de la

reaccion. En la figura se muestra que la eficiencia de la reaccién fue de 107.7% (éptima).

Derivative Reporter (-R )

Figura 33. Curva de disociacién de qPCR pol 199pb (DNA). En la figura se muestra que la Tm experimental del producto

amplificado resulté de 77.71°C (mayor a la obtenida con el amplicon de 139pb), aunque no se alcanzé la Tm tedrica

calculada, que era de 79.04°C.
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Durante el procesamiento de las muestras problema a partir de DNA, se obtuvieron Tms
del producto amplificado con diferencias mayores de 0.5°C con respecto de la Tm
obtenida del amplicén de referencia (en el ensayo de estandarizacion y el procesamiento
de muestras problema); intervalo aproximado de Tm’s de 77.0 a 80.6°C (segun datos del
sistema acoplado al equipo de PCR tiempo real) (figura 34). En los ensayos de gPCR, de
manera convencional se considera aceptable una variacion maxima de Tm de no mas de

0.5°C para corroborar la especificidad del amplicon generado.

Melt Curve Mokt Curve Melt Curve Melt Curve

Tm: 76.97 Tm: 7?.42 Tm: 77.71 Tm: 78.90

Melt Curve Melt Curve Melt Curve Meit Curve

Tm: 79.34 Tm: 79.49 Tm: 80.38 Tm: 80.68
Figura 34. Curvas de disociacidn de pol 199pb con diferentes Tm’s. Se muestran curvas obtenidas a partir de DNA y RNA.
En cada una se detalla la Tm del producto, las cuales van desde 76.97°C hasta 80.68°C. El tercer panel superior (izquierda

a derecha) corresponde al producto purificado de po/ 199pb en el ensayo de estandarizacidn de gPCR.
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Como los resultados obtenidos mostraron diferencias en Tm mayores a lo cominmente
aceptado, lo cual podia ser consecuencia de la diversidad genética en el fragmento. Para
confirmar este resultado y comprobar que lo encontrado no era producto de errores en la
técnica, se decidid realizar el proceso de amplificacion de pol 199 pb a partir de RNA. El
programa de RT-gPCR y la mezcla de reaccién utilizada se describe en el ANEXO 11. Las
figuras siguientes muestran los resultados obtenidos con este material genético (figuras

35y 36).
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Figura 35. Curva de amplificacion de RT-qPCR (RNA), ejemplo bloque 1.
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Figura 36. Curva de disociacion de RT-qPCR (RNA), ejemplo bloque 1.

El panel de muestras de plasma obtenidas de la Clinica Especializada Condesa (n= 102),
fue procesado para la extraccién de RNA de acuerdo a lo descrito en la seccion de
metodologia. Asi mismo, las muestras fueron procesadas por medio de RT-gPCR de
acuerdo a lo detallado en el ANEXO 11. Se procesé igualmente que en la extraccién, en
cuatro bloques de amplificacién (bloque 1 n= 30, bloque 2 n= 24, bloque 3 n= 24 y bloque

4 n=24); cada muestra por triplicado.
9.4.5 Andlisis de las curvas de disociacion y secuenciacion de los productos.

A partir de los ensayos de RT-gqPCR, igualmente que el procesamiento con DNA, se
obtuvieron Tm’s diferentes entre los productos generados. Para evaluar la especificidad
de estos, los productos del RT-qPCR resultantes del panel de Clinica Condesa se
recuperaron y se realizé con ellos una electroforesis en gel de agarosa para corroborar el
tamafio de banda (199pb). De cada uno de los bloques de procesamiento, se eligieron
para secuenciar aquellas muestras que resultaron con mayores diferencias en Tm,

igualmente para confirmar la especificidad del producto amplificado. Finalmente se
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enviaron 27 muestras para su secuenciacion, las 4 correspondientes a infecciones

recientes (3 recientes y 1 aguda) y 23 de larga duracién (figura 37).

Figura 37. Resultados de la electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de RT-gPCR de pol 199pb, ejemplo

bloque 4.

Las muestras fueron preparadas y enviadas a la unidad de sintesis y secuenciacién al
Instituto de Biotecnologia de la UNAM, Campus Cuernavaca. De acuerdo con las
instrucciones para la secuenciacion, cada muestra se purificé a partir de su banda en el gel
de agarosa y se recuperaron de 100-120ng de DNA para su procesamiento final, ademas
de afadir 10pmoles/uL de oligonucledtido especifico. Se utilizé para este propdsito el
estuche comercial DNA Extraction Kit Pure Extreme™ de Fermentas, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Cada una de las muestras fue enviada por duplicado, una de

ellas con el oligonucledtido forward y la otra con el reverse.

Los electroferogramas resultantes de la secuenciacion (archivos .ab1) fueron visualizados
inicialmente con el programa 4dpeaks disponible en

https://nucleobytes.com/4peaks/index.html. Posteriormente, se realizd un curado de las

secuencias (ediciones en minuscula) y se obtuvo la secuencia consenso de cada uno de los
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27 amplicones con el ensamblador de secuencias Staden Package (125,126) disponible en

http://staden.sourceforge.net/.

Con estas secuencias nucleotidicas se llevd a cabo un anadlisis tipo Blast

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LIN

K_LOC=blasthome), con el cual se corroboré que todas las secuencias a pesar de presentar

variaciones amplias en la Tm si correspondian al producto de interés: pol 199 pb de VIH

(figura 38).
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+45 23-3F ATAGACATEATAGCARCAGACATACARACTARAGAAY TACARAABCARAT TACARARATTCAARATTTTCGGETTTATTA
+39 22-3F ATAGACATEATAGCARCAGACATACAAACTARAGAAT TACAARABCAAAT TACAAAAATTCARARATTTTCGGGTTTATTA
+15 10-2F ATAGAYATRATAGCASCAGACATACAAAC TAAAGAACTACARARACAAAT THCAARART TCARAATTTTCGGGTTTATTA
+17 11-2F TTAGACATAATAGCAACAGACATACAAACTAARGAAC TACARAAACAAAT TACAARAATTCARAATTTTCGGGTTTATTA
+19 13-1F ATAGANATEATAGCATCAGACATMCAAAC TARAGAAY TACARARACAAAT THCAARART TCARAATTTTCGGETHTATTA
+21 14-1F BTAGACATAATAGCARCAGACATACAAACTAARGAAT TACARRAACAAAT TACAARAATTCARRATTTTCGGGTTTATTA
+23 14-4F GTAGATATRATAGCARCAGACATACAAACTARAGAAC TACARRAACANMATTACARAASTTCARRATTTTCGGGTTTATTA
+25 15-3F ATAGATATAATAGCARCAGACATACAAACTARAGAACTACARARARACAT THCAARABT TCARRATTTTCGGGTTTATTA
+29 16-4F ATAGAYATRATAGCARCAGACATACAAACTAAAGAACTACAAARAMANAT TACAARARTTCARAATTTTCGGGTTTATTA
+31 17-4F TTAGAYATAATAGCATCAGACATACAAACTAARGAAT TACAARAACAMAT TACAARART TCARRATTTTCGGGTTTATTA
+3 2-2F ATAGACATAATAGCASCAGACATACAAAC TARAGAACTACARARACAAAT TACARRAAT TCARARTTTTCGGETTTATTA
+5 2-4F BTAGAYATEATAGCAICAGACATACARACTAARGAAC TACARAAACANMAT TACAARARTTCARRATTTTCGGGTTTATTA
+35 21-2F ATAGACATAATAGCARCAGACATACAAAC TARAGAACTACAAARACAAAT TACARAAATTCAARATTTTCGGETTTATTA
+37 21-3F ATAGAYATAATAKCAWCAGACATACAAACTARAGARY TACAAARACARAT TACAARARTTCARRATTTTCGGGTTTATTA
+41 22-4F BTAGAYATRAYAGCAICAGACATACAAACTAARGAAY TACAARAACAMAT TACAAAART TCARAIITTTTCGGGTTTATTA
+43 23-1F BTAGAYATRATAGCAACAGACATACAAAY TARAGAAC TACARAAACAAAT THCAARAMT TCARRATTTTCGGGTTTATTA
+47 24-3F BTAGACATAATAGCAACAGACATACAAACTAARGAAT TACARRAACAAATTTCAARACTTCARRATTTTCGGGTTTATTA
+49 26-1F BTAGAYATEATAGCASCAGACATRCAAACTAARGAAY TACARAANCAAAT TWCAARAMT TCARRANT TTCGGGTTTATTA
+51 29-1F GTAGAYATKATAGCATCAGACATACAAACTARAGHAY TACAARAACARAT TWCAAAAMT TCARRATTTTCGGGTTTATTA
+7 3-2F ATAGACATRATAGCARCAGACATACAAACTAAAGAACTACAAARACAAAT TACAARAATTCAAAATTTTCGGGTTTATTA
+9 3-3F BTAGACATAATAGCASCAGACATACAAACTAARGAAC TACAARAACAAAT TACAARAATTCARRATTTTCGGGTTTATTA
+53 30-1F BTAGACATTATAGCATCAGACATACAAACTAARGHAT TACARAAACAAAT TACAARAATTCARRATTTTCGGGTTTATTA
+11 4-2F ATAGATATRATAGCAECAGACHTACAAAC TARAGAACTACARARACAAAT THCAARARTICARARNTTTCGGETTTATTA
+13 4-3F BTAGAYATARTAGCASCAGACATACAAAC TAAAGAAC TACARARANMANAT TACARAARTTCARAATTTTCGEGTHTATTA
¥ 1-2F ATBEACATAATAGCARCAGACATACAAAC TARAGAAC TACARARACAAAT TACARARATTCARAATTTTCGEGTTTATTA
+27 15-4F TAGCEACAGACATACAAACTAAAGAATTACAARAACENMAT THCAAAART TCARRATTTTCGGGTTTATTA
+33 18-1F GAACTACARAAACAAATTTCAARACTTCARAATTTTCGGGTTTATTA
< CONSENSUS —---|ATAGACATAATAGCATCAGACATACAAACTARAGAACTACARARACAAAT TACARRAAT TCARAAT TTTCGGGTTTATTAL

21-3R(#38) Clone:unknown Yector:unknown Type:unknown;unknown primer Tmpl:E
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10-2R ATAGACATRATAGCABCRGACATACAAACTARAGAACTACARNAACAAAT THCAARART TCARAAYTITCGGETTTATTA
1-2R ATAGACATAATAGCARCAGACATACARAC TARAGAAC TACARAAACAAATTACARRAATTCAAAATTTTCGGETTTATTA
21-2R ATAGACATAATAGCAACAGACATACAAAC TARAGAAC TACARARACAAAT TACARRAATTCARAATTTTCGGETTTATTA
2-4R RTAGAYATRATAGCARCAGACATACARACKARAGAAC TACARAAANANAT TACARRARTTCARRATTTTCGGGTTTATTA
2-2R ATAGACATAATAGCAACAGACATACAAAL TARAGAACTACARARACAAAT TACARRAATTCARAATTTTCGGETTTATTA
18-1R ATAGAYATEATAGCAACAGACATACAAAC TARAGAAC TACARAARCARAT TTCAARART TCARRATTTTCGGGTTTATTA
17-4R ATAGAYATAATAGCAWCAGACATACAAAC TARAGAAN TACARARARANAT TACAARARTTCARARTTTTCGGETTTATTA
16-4R ATAGAYATRATAGCAACAGACATACAAAC TARAGAAC TACARAAACAMAT THCAARARTTCARRATTTTCGGGTTTATTA
15-4R ATAGAYATMATAGCARCAGACATACAAACTARAGAANTACARAAAMAMAT TACARARATTCAARATTTTCGGGTTTATTA
15-3R ATAGAYATAATAGCAACAGACATACAAAC TARAGAAC TACARAAAMAAAT THCARANMGT TCARAATTTTCGGGTTTATTA
14-4R RTAGAYATAATAGCARCAGACATACAAACKARAGAAC TACARAARACANATTACAARAMTTCARAATTTTCGGETTTATTA
14-1R GTAGACATAATAGCAACAGACATACAAAC TARAGAAT TACARAAACARAT TACARRAATTCARAATTTTCGGETTTATTA
13-1R ATAGACATEATAGCAWCAGACATACAAAC TARAGAAY TACARAAACAAAT THCARAMATTCARAATTTTCGGETYTATTA
11-2R ATAGACATAATAGCAACAGACATACAAAC TARAGAAC TACARAAACAAAT TACAARAATTCARAATTTTCGGGTTTATTA
71-3R ATAGAYATAATARCAWCAGACATACARAC TARAGABT TACARAAACANAT TACAARARTTCARRATTTTCGGETTTATTA
22-3R ATAGACATEATAGCAACAGACATACAAAC TARAGAAT TACARAABCARAT TACARRAATTCARAATTTTCGGETTTATTA
22-4R RTAGAYATAATATCARCAGACATACARAC TARAGAAY TACARAAACANATTACAARARTTCARAATTTTCGGGTTTATTA
23-1R RTAGAYATRATAGCAACAGACATACAAAY TARAGAAC TACARARACAAAT THCAARAATTCARARTTTTCGGETTTATTA
23-3R ATAGACATEATAGCARCAGACATACARAC TARAGAAY TACARAABCAAAT TACARRAATTCAARATTTTCGGETTTATTA
24-3R BTAGACATAATAGCAACAGACATACAAAC TARAGAAT TACARARACAAAT TTCAARACTTCARARTTTTCGGETTTATTA
26-1R RTAGATATEATAGCAACAGACATRCAAACTARAGAAY TACARAAACAAAT TTCAAAMMT TCAAAANT TTCGGGTTTATTA
29-1R RKAGAYATKATAGCACAGACATACAAAC TARAGHAY TACARARMACAAAT THCAAAMMT TCARART TTTCGGETTRATTA
3°2R ATAGACATRATAGCAACAGACATACHAAC TARAGAAC TACARAAACAART TACARRAATTCARAATTTTCGGETTTATTA
3-3R ATAGACATAATAGCARCAGACATACARACTARAGAAC TACAAAAACAAAT TACARARATTCAARATTTTCGGGTTTATTA
30-1R RTAGACATTATAGCATCAGACATACAAAC TARAGEAT TACARAAACARAT THCARRAATTCARAATTTTCGGETTTATTA
3572 ATAGATATEATAGCARCAGACATACARAC TARAGAAC TACARAAACARATTTCAARAETTCARAATTTTCGGETTTATTA
4-2R ATAGAYATRATAGCAWCAGACATACAAAC TARAGAAC TACARAAACARAT THCARAMAT TCARAATTTTCGGGTTTATTA
4-3R RTAGAYATARTAGCARCAGACAKACARAC TARAGAAC TACARAAANANAT TACAARARTTCARAATTTTCGGETTTATTA
CONSENSUS —--—|ATAGACATAATAGCATCAGACATACAAAC TARAGAAC TACARAAACAAAT TACARAAATTCAAAATTTTCGGGTTTATTA

21-2R(#36) Clone:unknown Yector:unknown Type:unknown;unknown primer Tmpl:E

Figura 38. Secuencias obtenidas de los productos de amplificacién. Se muestran dos capturas de pantalla donde se

aprecian las secuencias recibidas, y en azul los posibles polimorfismos. Confirmacion de que el producto de pol 199pb

puede tener variaciones de Tm mayores a lo establecido en la teoria del qPCR (0.5°C).

A continuacién se muestra el alineamiento de las secuencias en el programa Clustal

Omega (CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alighment):
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TTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATAATAGAYATAATAK 60
TTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATAATAGACATCATAG 60
TTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATAATAGACATCATAG 60
TTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGAGAAAGAATAGTAGACATAATAG 60
TTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATAATAGACATSATAG 60
TTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATAGTAGACATAATAG 60
TTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGRTACAGTGCAGGGGAAAGAATAATAGAYATGATAG 60
TTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGRTACAGTGCAGGGGAAAGAATARTAGAYATRATAG 60
TTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGRTACAGTGCAGGRSAAAGAATARTAGAYATSATAG 60
TTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGATACRGTGCAGGGGAAAGAATARKAGAYATKATAG 60
TTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGATACAGTGCAGGGGAAAGAATARTAGACATTATAG 60
TTAAAAGAAAAAAGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAGAGAATAATAGACATAATAG 60
TTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAGAGAATAATAGACATAATAG 60
TTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGARAGAATARTAGACATRATAG 60
TTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGRTACAGTGCAGGGGARAGAATAATAGAYATRATAG 60
TTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAGAGAATAATAGACATRATAG 60
TTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAGAGAATAATAGACATAATAG 60
TTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGARAGAATAATAGACATAATAG 60
TTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGARAGAATAATAGACATAATAG 60
TTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATARTAGAYATARTAG 60
TTWAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATAATAGAYATAATAG 60
TTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATARTAGAYATRATAG 60
TTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATARTAGATATAATAG 60
TTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGRTACAGTGCAGGRGAAAGAATAATAGAYATMATAG 60
TTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGARAGAATAATAGAYATRATAG 60
TTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGARAGAATAATAGAYATAATAG 60
TTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTAYAGTGCAGGGGARAGAATARTAGAYATRAYAG 60
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CAWCAGACATACAAACTAAAGARYTACAAAAACAMATTACAAAARTTCAAAATTTTCGGG
CAACAGACATACAAACTAAAGAATTACAAAAGCAAATTACAAAAATT CAAAATTTTCGGG
CAACAGACATACAAACTAAAGAAYTACAAAAGCAAATTACAAAAATTCAAAATTTTCGGG
CAACAGACATACAAACTAAAGAATTACAAAAACAAATTTCAAAACTTCAAAATTTTCGGG
CATCAGACATACAAACTAAAGAAYTACAAAAACAAATTWCAAAMMTT CAAAATTTTCGGG
CAACAGACATACAAACTAAAGAATTACAAAAACAAATTACAAAAATT CAAAATTTTCGGG
CAACAGACATACAAACTARAGAACTACAAAARCAAATTTCAAAAMTT CAAAATTTTCGGG
CAACAGACATACAAAYTARAGAACTACAAAAACAAATTWCAAAAMTT CAAAATTTTCGGG
CAACAGACATRCAAACTAAAGAAYTACAAAAACAAATTWCAAAMMTT CAAAAWTTTCGGG
CAWCAGACATACAAACTAAAGMAY TACAAAMACAAATTWCAAAMMTT CAAAATTTTCGGG
CATCAGACATACAAACTAAAGMAYTACAAAAACAAATTWCAAAAATTCAAAATTTTCGGG
CAACAGACATACAAACTAAAGAACTACAAAAACAAATTACAAAAATTCAAAATTTTCGGG
CAACAGACATACAAACTAAAGAACTACAAAAACAAATTACAAAAATTCAAAATTTTCGGG
CAACAGACATACAAACTAAAGAACTACAAAAACAAATTACAAAAATTCAAAATTTTCGGG
CAWCAGACATACAAACTARAGAACTACAAAAACAAATTWCAAAMMTWCAAAAWTTTCGGG
CAACAGACATACAAACTAAAGAACTACAAAAACAAATTWCAAAAMTT CAAAATTTTCGGG
CAACAGACATACAAACTAAAGAACTACAAAAACAAATTACAAAAATTCAAAATTTTCGGG
CAACAGACATACAAACTAAAGAACTACAAAAACAAATTACAAAAATT CAAAATTTTCGGG
CAACAGACATACAAACTAAAGAACTACAAAAACAAATTACAAAAATTCAAAATTTTCGGG
CAACAGACATACAAACTAAAGAACTACAAAAAMAMATTACAAAARTTCAAAATTTTCGGG
CAACAGACATACAAACTAAAGAACTACAAAAAMACATTWCAAAMGTTCAAAATTTTCGGG
CAACAGACATACAAACYAAAGAACTACAAAAAMAMATTACAAAARTT CAAAATTTTCGGG
CAACAGACATACAAACYAAAGAACTACAAAAACAMATTACAAAASTTCAAAATTTTCGGG
CAACAGACATACAAACTAAAGAAYTACAAAAACAMATTACAAAARTTCAAAATTTTCGGG
CAACAGACATACAAACTAAAGAACTACAAAAAMAMATTWCAAAARTTCAAAATTTTCGGG
CAWCAGACATACAAACTAAAGAAYTACAAAAACAMATTACAAAARTTCAAAATTTTCGGG
CAACAGACATACAAACTAAAGAAYTACAAAAACAMATTACAAAARTTCAAAATTTTCGGG
¥k jokockckokkk kokkk Xk kok ook Rk kok kookck ckokkk ok sokockskok skokskokokskok

TTTATTACAGGGACAGCAGAGAYCCACTTTGGAAAGGACCAGCAAAACTTCTYTGGAAAG
TTTATTACAGGGACAGCAGAGATCCACTTTGGAAAGGACCAGCAAAGCTTCTTTGGAAAG
TTTATTACAGGGACAGCAGAGATCCACTTTGGAAAGGACCAGCAAAGCTTCTTTGGAAAG
TTTATTACAGAGACAGCAGAGATCCACTTTGGAAAGGACCAGCCAAGCTTCTCTGGAAAG
TYTATTACAGRGACARCAGAGAKCCACTTTGGAAAGGACCAGCAAAGCTTCTCTGGAAAG
TTTATTACAGAGACAGCAGAGACCCCCTTTGGAAAGGACCAGCCAARCTCCTCTGGAAAG
TTTATTACAGGGACAGCAGAGATCCACTTTGGAAAGGACCAGCAAAGCTTCTCTGGAAAG
TTTATTACAGGGACAGCAGAGAYCCWCTTTGGAAAGGACCAGCAAAGCTTCTCTGGAAAG
TTTATTACAGRGACARCAGAGAYCCACTTTGGAAAGGACCAGCAAAGCTTCTCTGGAAAG
TTTATTACAGRGACAGCAGAGATCCACTYTGGAAAGGACCAGCAAARCTTCTCTGGAAAG
TTTATTACAGRGACAGCAGAGATCCWCTYTGGAAAGGACCAGCAAARCTTCTCTGGAAAG
TTTATTACAGGGACAGCAGAGATCCGCTTTGGAAAGGACCAGCAAAGCTACTCTGGAAAG
TTTATTACAGGGACAGCAGAGATCCGCTTTGGAAAGGACCAGCAAAGCTWCTCTGGAAAG
TTTATTACAGGGACAGCAGAGATCCRCTTTGGAAAGGACCAGCAAAGCTWCTCTGGAAAG
TTTATTACAGRGACAGCAGAGATCCACTTTGGAAAGGACCAGCAAARCTTCTCTGGAAAG
TTTATTACAGGGACAGCAGAGATCCRCTTTGGAAAGGACCAGCAAAGCTWCTCTGGAAAG
TTTATTACAGGGACAGCAGAGATCCGCTTTGGAAAGGACCAGCAAAGCTACTCTGGAAAG
TTTATTACAGGGACAGCAGAGATCCGCTTTGGAAAGGACCAGCAAAGCTWCTCTGGAAAG
TTTATTACAGGGACAGCAGAGATCCGCTTTGGAAAGGACCAGCAAAGCTWCTCTGGAAAG
TYTATTACAGRGACARCAGAGAYCCMCTTTGGAAAGGACCAGCAAARCTYCTCTGGAAAG
TTTATTACAGAGACARCAGAGAYCCCCTTTGGAAAGGACCAGCAAAACTTCTCTGGAAAG
TTTATTACAGRGACAGCAGAGAYCCMCWTTGGAAAGGACCAGCAAARCTTCTCTGGAAAG
TTTATTACAGAGACAGCAGAGAYCCMCTTTGGAAAGGACCAGCMAARCTTCKCTGGAAAG
TTTATTACAGAGACARCAGAGAYCCMCTTTGGAAAGGACCAGCAAARCTTCTCTGGAAAG
TTTATTACAGRGACAGCAGAGAYCCSCTTTGGAAAGGACCAGCAAARCTWCTCTGGAAAG
TTTATTACAGRGACAGCAGAGAYCCCCTTTGGAAAGGACCAGCAAARCTYCTCTGGAAAG
TTTATTACAGGGACAGCAGAGAYCCRCTTTGGAAAGGACCAGCAAARCTWCTCTGGAAAG
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21-3 GTGAAGGGGCAGTAGTAAT 199

22-3 GTGAAGGGGCAGTAGTAAT 199
23-3 GTGAAGGGGCAGTAGTAAT 199
24-3 GTGAAGGGGCAGTAGTAAT 199
13-1 GTGAAGGGGCAGTAGTAAT 199
14-1 GTGAAGGGGCAGTAGTAAT 199
18-1 GTGAAGGGGCAGTAGTAAT 199
23-1 GTGAAGGGGCAGTAGTAAT 199
26-1 GTGAAGGGGCAGTAGTAAT 199
29-1 GTGAAGGGGCAGTAGTAAT 199
30-1 GTGAAGGGGCAGTAGTAAT 199
1-2 GTGAAGGGGCAGTAGTAAT 199
2-2 GTGAAGGGGCAGTAGTAAT 199
3-2 GTGAAGGGGCAGTAGTAAT 199
4-2 GTGAAGGGGCAGTAGTAAT 199
10-2 GTGAAGGGGCAGTAGTAAT 199
11-2 GTGAAGGGGCAGTAGTAAT 199
21-2 GTGAAGGGGCAGTAGTAAT 199
3-3 GTGAAGGGGCAGTAGTAAT 199
4-3 GTGAAGGGGCAGTAGTAAT 199
15-3 GTGAAGGGGCAGTAGTAAT 199
2-4 GTGAAGGGGCAGTAGTAAT 199
14-4 GTGAAGGGGCAGTAGTAAT 199
15-4 GTGAAGGGGCAGTAGTAAT 199
16-4 GTGAAGGGGCAGTAGTAAT 199
17-4 GTGAAGGGGCAGTAGTAAT 199
22-4 GTGAAGGGGCAGTAGTAAT 199
ok sk ok kool ok ok skokok Kok

Figura 39. Alineamiento de las 27 secuencias de pol 199pb en el programa Clustal Omega (CLUSTAL O(1.2.4) multiple
sequence alignment), disponible en https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/.

Con lo anteriormente descrito se detectd que las variaciones en la Tm del amplicon eran
resultado de la presencia de polimorfismos en la secuencia amplificada; los cuales
modificaban la temperatura de disociacidon del producto. Como se puede observar en las
secuencias, se tienen diversos sitios polimdrficos; los cuales estdn representados con las

bases degeneradas: M(A/C), R(A/G), W(A/T), S(C/G), Y(C/T) y K(G/T).

Con la finalidad de justificar tedricamente las diferencias en Tm, se realizé un modelaje de
las curvas de disociacion y Tm tedrica esperada para las secuencias obtenidas (software
uMelt (127), modelo Unified-SantalLucia (Natl. Acd. Sci.,, 1998) disponible en

https://www.dna.utah.edu/umelt/umelt.html). Para el modelaje de las curvas de

disociacion, los sitios polimodrficos representados con bases degeneradas fueron
modificados por la primera opcién de base de acuerdo al cddigo sefialado anteriormente.

Esta primera coleccién se denomind “divergente 1”. Se realizd el mismo procedimiento
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pero ahora los sitios polimérficos se sustituyeron por la segunda opcidon de base y se
denominaron “divergente 2”. Los resultados de las curvas tedricas mostraron que las
diferencias obtenidas si dependen de la secuencia y se dan a causa de los polimorfismos.
Si bien todas correspondian al producto esperado (pol 199pb), las Tm experimentales y
tedricas resultaron distintas, incluso distintas entre secuencias divergentes 1 y 2. En la

siguiente tabla se detallan los resultados (Tabla 17).

Tm TEORICA Tm TEORICA Tm
SECUENCIA ESTATUS Divergente 1 Divergente 2 EXPERIMENTAL
21-3 85.20 84.80 79.08
22-3 85.40 85.40 79.48
23-3 Recientes 85.70 85.40 79.48
24-3 85.10 85.10 78.66
13-1 85.50 85.70 79.49
14-1 85.10 85.10 79.64
18-1 85.00 86.00 79.64
23-1 84.70 85.70 79.49
26-1 84.70 86.10 79.53
29-1 85.30 86.00 79.29
30-1 84.60 85.00 79.04
1-2 85.00 85.00 80.24
2-2 85.50 85.50 80.14
3-2 85.20 86.20 80.04
4-2 84.70 86.00 79.64
10-2 Larga 85.50 86.20 79.89
11-2 duracién 85.50 85.50 81.77
21-2 85.20 85.50 79.94
3-3 85.20 85.50 79.58
4-3 84.90 86.30 79.23
15-3 85.50 85.60 79.22
2-4 85.20 86.20 79.88
14-4 85.20 85.60 79.83
15-4 84.30 85.60 79.93
16-4 84.80 86.10 79.33
17-4 85.10 85.20 79.43
22-4 85.70 85.60 79.23

Tabla 17. Tm tedricas y experimentales de las secuencias divergentes: resultados de las curvas de disociacion
y Tm’s de las secuencias de pol 199pb. En las secuencias denominadas “divergente 1” cada uno de los
polimorfismos verdaderos encontrados en ellas fueron sustituidos por la primera opciéon de base
nucleotidica correspondiente a cada base degenerada; lo anterior de acuerdo con el siguiente cddigo:
M(A/C), R(A/G), W(A/T), S(C/G), Y(C/T) y K(G/T). Mientras que en las secuencias “divergente 2” cada uno de
los polimorfismos verdaderos encontrados en ellas fueron sustituidos por la segunda opcién de base
nucleotidica correspondiente a cada base degenerada; lo anterior de acuerdo con el siguiente cddigo:
M(A/C), R(A/G), W(A/T), S(C/G), Y(C/T) y K(G/T). En la columna 1 se muestra el nimero consecutivo de la
muestra, en la siguiente el estatus de infeccidon de la misma (recientes y de larga duracién), la columna de
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Tm tedrica divergentes 1 y la siguiente columna Tm tedrica divergentes 2 concentran los resultados de la
disociacién de cada secuencia llevada a cabo con el programa uMelt, finalmente en la columna de Tm
experimental se presentan las Tm’s resultantes en los ensayos de RT-qPCR. En negritas se resaltan los datos
minimos y maximos de cada columna de Tm’s.

9.4.6 Ensayo HRM: a partir de RNA y DNA.

De manera posterior a los experimentos de qPCR y RT-qPCR, los datos de salida (archivos
.eds) donde se detallan las lecturas de temperatura vs fluorescencia (equipo de PCR en
tiempo real Applied Biosystems StepOne Real-Time PCR 7500, Thermo Scientific); se
convirtieron al formato .FLO (mediante un programa informatico hecho en casa, para su
ingreso, analisis y obtencidn del HRM score en el software DivMelt (disponible en

http://cran.r-project.org/web/packages/DivMelt/index.html) (116). Los desarrolladores

implementaron el software DivMelt como una libreria dentro del programa estadistico R

(http://www.R-project.org/) (128).

El software DivMelt presenta una interfaz grafica para el analisis de los datos, a través de
un menu. Los pardmetros seleccionados para analizar los datos tanto de qPCR (DNA) como
de RT-gPCR (RNA), se basaron en las recomendaciones de los desarrolladores del mismo
(116). A continuaciéon se describe brevemente la configuracion inicialmente elegida:
angulo de T1 50°, dngulo de T2 30°, ventana de amplitud para T1 y T2 de 1°C, exclusién de
picos anteriores o shoulders cuando estos superen el 10% del pico principal

(correspondiente al amplicon de interés).

Los resultados obtenidos del DivMelt se visualizan en una grafica de disociacién del
producto generada con el software en cuestidn a partir de los datos de temperatura (eje
x) vs fluorescencia (eje y). En las graficas de salida se muestra el HRM score
correspondiente, T1 y T2; asi como la Tm. Las siguientes figuras resultaron del andlisis
HRM con los resultados del experimento de estandarizacion de gPCR (DNA) para

amplificar pol 199 pb (figura 40).
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Figura 40. Resultados HRM de la estandarizacion de qPCR pol/ 199 pb. Se presentan las graficas de salida del software
DivMelt para cada una de las diluciones incluidas en la curva estandar. Las diluciones se muestran a la izquierda y van en
orden de arriba abajo, la concentracidn inicial de DNA para la curva fue de 134.6ng/uL. En la parte superior de la figura
se detallan las réplicas técnicas de cada dilucién con su niumero correspondiente. Todas las muestras resultaron con una
Tm de 77.68°C (denominadas peak, linea magenta). Asi mismo, se pueden notar con lineas azules T1 y T2 para cada

muestra, y el HRM score calculado por DivMelt; los cuales presentaron una variaciéon minima.

Se realizaron experimentos de gPCR con DNA obtenido a partir de muestras de plasma

(estatus de infeccién desconocido), DBS artificiales generados en laboratorio con sueros
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de estatus conocido, y con pools de producto de PCR del RT-qPCR automatizado mrt2000
RealTime System® de Abbott. Todas las muestras utilizadas fueron proporcionadas por la
Clinica Especializada Condesa. El producto de mrt2000, al provenir de diferentes muestras
se considerd como “infeccidn de larga duracion (artificial)” debido a la gran cantidad de
cuasiespecies y diversidad genética que contenia. El panel de muestras analizadas constd
de 44 muestras, de las cuales 10 eran infecciones recientes, 22 de estatus desconocido y

12 de larga duracion.

Del procesamiento por qPCR, se obtuvo que el 38.6% de las muestras amplificaron pol de
199 pb. Los datos de la curva de disociacién de estas se analizaron con el software DivMelt
y se obtuvo su HRM score. El promedio de los HRM scores de las infecciones recientes fue
de 4.65, mientras que el promedio para las desconocidas 4.8, y 6.25 para las de larga

duracién (tabla 18).

MUESTRA ‘ HRM score ‘ PROMEDIO
R1 -
R2 4.81
R3 -
R4 -
R5
R6 -
R7 -
RS -
R9 -
R10 -
D1 -
D2
D3 -
D4 -
D5 -
D6 -
D7 -
D8 -
D9 -
D10 -
D11
D12 -

4.65

4.8
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D13 -
D14 -
D15 -
D16 -
D17 -
D18 -
D19 -
D20 -
D21 -
D22 -
LD1 7.7
LD2 6.89
LD3 6.61
LD4 6.3
LD5 6.59
LD6 7.62
LD7 5.5 6.2>
LD8 5.5
LD9 5.5
LD10 5.7
LD11 5.7
LD12 5.4

Tabla 18. Resultados de HRM score obtenidos con el qPCR a partir de DNA. La tabla muestra el total de muestras: R
(recientes), D (desconocidas) y LD (larga duracidn). Para aquellas que si amplificaron, se muestra el HRM score y en las
gue no se nota un signo de menos. En la ultima columna se puede observar el promedio de HRM score para cada grupo

de muestras.

De acuerdo con el fundamento planteado para diferenciar infecciones recientes y no
recientes por HRM, con el panel de DNA analizado se obtuvo que las infecciones recientes
si tuvieron un HRM score menor al de las infecciones de larga duracion (tabla 18). El HRM
score obtenido para las muestras recientes corresponde con los publicados por otros
autores para infecciones igualmente recientes (HRM score <5) (5,45,117,119,129). En las
siguientes graficas se ejemplifican los resultados de este panel y se puede observar el

incremento en el ancho de la base de las curvas de disociacion (figura 41).
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Figura 41. Graficas de salida del andlisis HRM de las muestras de DNA, con el software DivMelt. Se puede notar el
incremento en el ancho de la base de la curva, desde el grafico A (arriba izquierda) hasta el D (abajo derecha), asi
también el incremento en el HRM score. La curva A corresponde a una muestra de infeccidn reciente por VIH (Tm
77.66°C), la B a una de estatus desconocido (Tm 77.67°C), y las C (Tm 76.77°C) y D (77.36°C) son de infecciones de larga
duracién. Como se puede notar en las Tm de cada curva, las diferencias entre ellas superan lo permitido tedricamente

para especificidad de producto en qPCR.

Con el cambio de material biolégico de DNA a RNA, tal como se menciond en el apartado
anterior, se procesaron las 102 muestras (provenientes del panel de la Clinica
Especializada Condesa). Del total de muestras (por triplicado), el 99% amplificé el
producto de interés (pol 199 pb). De estas, 98 pertenecian a infecciones de VIH de larga
duracién, 3 de infecciones recientes (<1 afio) y 1 de infeccion aguda (positiva para Ag de

VIH y negativa a Ac, aproximadamente menos de 1 mes de infeccion).

El promedio de los HRM scores para las infecciones recientes a partir de RNA se calculd en
4.11, mientras que para las infecciones de larga duracion, todos los scores resultaron >5.
De este panel de 102 muestras, como ya se menciond antes se eligieron 27 productos
para secuenciacidn; entre estos se incluyeron las 3 infecciones recientes, la infeccién
aguda y 23 infecciones de larga duracion. Para confirmar los resultados obtenidos con el

HRM vy para corroborar que la diversidad genética es mayor en infecciones de larga
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duracidn con respecto de las recientes, se analizo la diversidad genética de las secuencias.

Una vez obtenida la secuencia consenso de dichos productos, se generaron dos

colecciones una de infecciones recientes (n=4) y una de larga duracién (n=23). Con ellas se
o, ”

calculd la diversidad nucleotidica o “n” con el software DNA sequences polimorphism

(disponible en http://www.ub.edu/dnasp/) (130); de acuerdo con lo representado en la

tabla siguiente (tabla 19):

Muestras \ n \ S \ S/L n \I‘I/L(n)
Recientes 4 | 17 |0.0854 | 7.0227 | 0.0353

Larga duracion | 23 | 42 | 0.2111 | 8.8754 | 0.0446

Tabla 19. Diversidad nucleotidica/genética calculada con base en la secuenciacion. Donde n= niUmero de muestras o
secuencias en la coleccidn, S= nimero de sitios polimérficos, L= longitud del fragmento amplificado en pb (199 para este

caso), M= diversidad genética y n= diversidad nucleotidica en el fragmento amplificado.

Con los resultados obtenidos se concluye que, a pesar del tamafio de muestra para cada
coleccion, la diversidad nucleotidica presente en las infecciones recientes (0.0353) es
menor con respecto de la diversidad en las infecciones de larga duracion (0.0446). Lo
anterior demuestra la validez de los resultados obtenidos con el analisis HRM, al comparar

lo obtenido con el estandar de oro que es la secuenciacion.

Se realiz6 también una evaluacion para determinar si el material genético inicial afecta los
resultados del HRM; para ello, se hizo una comparacién de las muestras recientes con
base en su HRM score; usando ambos acidos nucleicos para cada una: DNA y RNA. No se
encontro diferencia estadisticamente significativa entre los HRM scores obtenidos con

DNA y RNA. Los resultados se detallan en la siguiente tabla (tabla 20).
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PROMEDIO DE HRM
SCORE POR MUESTRA

MUESTRA DNA RNA
1465277 3.88 4.37
1466297 4.05 4.40
1466294 4.51 4.51
1466111 4.00 4.20

PROMEDIO 4.11 4.37
DESV.EST. 0.28 0.13

Tabla 20. Promedio de los HRM scores obtenidos de las muestras recientes, tanto con DNA como con RNA. Se puede
notar que los HRM scores obtenidos se mantienen por debajo de 5, sin importar el material genético utilizado. Al realizar
una prueba t de student para comparar ambos grupos, se obtuvo una p=0.14. Al tomar en consideracién una

significancia estadistica p<0.05, se concluye que no existe diferencia estadisticamente significativa entre los HRM scores

obtenidos para las muestras recientes a partir de DNA y RNA.

Adicionalmente a los resultados iniciales obtenidos con la configuracién del software
DivMelt sugerida por los desarrolladores, se llevaron a cabo modificaciones en los angulos
para determinar T1 y T2. Lo anterior con la finalidad de mejorar la medicién del ancho de
la base de la curva. Las siguientes figuras muestran las graficas de disociacién y el analisis
HRM de las 4 muestras recientes con DNA y RNA (sus correspondientes replicados
técnicos), y se detallan los pardmetros utilizados para cada una. Los parametros para
configurar el analisis HRM se modificaron individualmente (figuras 41-60), al analizar cada
curva desde un dngulo de 10° hasta 90° para T1, con incrementos de 5° en 5°. Lo mismo se
realizé después para T2. De manera general, para todas las muestras a partir de DNA se
obtuvo una mejor medicién de la base de la curva con un dngulo de T1=50° y uno de T2=
75° (figuras 42-52). Para el caso de las muestras de RNA, los pardmetros fueron distintos
para cada muestra (figuras 53-61). Lo detallado se puede observar en las figuras

correspondientes.
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Figura 54. Muestra de RNA reciente 1465277, réplica 3.
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Figura 57. Muestra de RNA reciente 1466297, réplica 3.
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Figura 58. Muestra de RNA reciente 1466294, réplica 1.
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Figura 59. Muestra de RNA reciente 1466294, réplica 2.
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Figura 61. Muestra de RNA reciente 1466111, réplica 3.

A pesar de que los desarrolladores del software sefialan como primera opcién angulo

T1=50° y T2=30°, no invalidan los resultados obtenidos con diferentes T; si se cumple el
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propdsito de tomar el mejor punto de inicio y final de la curva de disociacidn.

En este trabajo sélo se contd con 4 muestras recientes, por lo que, aunque los resultados
nos permiten hipotetizar que los HRM scores menores de 5 obtenidos con infecciones
recientes corresponden con menor diversidad genética; estos deben ser interpretados con

cautela ya que se requiere de una validacidn de los mismos con una n mayor.

10. DISCUSION

* Determinacién de infecciones recientes por VIH.

El presente estudio sigue las recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), al tener en cuenta el uso de un algoritmo de pruebas para infecciones recientes
por VIH (RITA) y corregir los datos por FRR (43) Ya que el FRR se refiere a la probabilidad
especifica de que un individuo que esta infectado por mas tiempo que el considerado
como “reciente” (de acuerdo a lo establecido por la prueba diagnéstica utilizada, BED 153
dias), produzca un resultado reciente (131); la determinacion especifica de este error en
el contexto de la poblacion de estudio analizada y del subtipo de VIH es de suma
importancia. En este trabajo se utilizé un FRR calculado previamente con muestras de DBS
y suero de HSH VIH positivos de México; es decir que se obtuvo de una poblacion
altamente similar a la aqui analizada. A pesar de que existen publicaciones que detallan el
uso de diversos parametros para modelar y calcular el FRR, tales como la carga viral; asi
como algunas condiciones a excluir en los ensayos BED para el calculo del FRR como el uso
de TARV y el ser control elite, nosotros no contabamos con informacidn tan detallada para
incluirla y tomarla en cuenta para la estimacién del FRR. El calculo se realizé de manera
simple, al Unicamente contrastar los datos de infeccién “reciente” obtenidos del ensayo
BED con el expediente clinico de la persona, y con ello asumir un error en la clasificacién
(131,132). Una publicacién de Hallett T. en 2011 mostré que de 39 articulos, ninguno
corregia sus datos de infecciones recientes con un FRR especifico para su poblacidn, ni por
otro dato utilizado para otras poblaciones o regiones; en consecuencia, la estimacién de la

incidencia puede contener errores (133). Lo anterior destaca la validez del trabajo actual,
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en el que el calculo de la incidencia estimada se realizé y corrigié con un FRR calculado
exclusivamente en HSH en México (123). Actualmente se han concebido mejoras en la
estimacion del FRR a utilizar en los algoritmos tipo RITA. Si bien nosotros basamos
nuestros resultados en un FRR calculado de manera mds simple, existe la posibilidad de
estimar un nuevo FRR siguiendo las recomendaciones mas recientes y reanalizar nuestros
datos (132). La correccion con el FRR aqui realizada, representa una mejora en los datos
de incidencia presentados; en comparacidn con asumir y utilizar un FRR=0%, que de
acuerdo a articulos publicados sobreestimaria de manera significativa los resultados (131).
La estimacion publicada sobre la prevalencia e incidencia nacional de VIH no describe lo
que sucede a nivel regional o de ciudad, y menos en una poblacién vulnerable como los
HSH. Existen publicaciones que calculan la incidencia del VIH en la poblacion general e
incluyen a la poblacién HSH. No hay datos de incidencia enfocados exclusivamente en la
poblacién de HSH por region geografica; aunque hay estimaciones de la incidencia en
pequefias comunidades de HSH (14,15,133-136). Los resultados muestran los contrastes
entre la prevalencia, las infecciones recientes y la incidencia estimada a nivel regional, lo
gue indica que la dindmica poblacional de la epidemia de VIH entre los HSH difiere entre
regiones en el mismo pais. Esta dindmica de transmisidn podria estar bajo la influencia de

multiples variables, a diferentes niveles con diferente impacto (figura 25).

* Factores de riesgo asociados a la transmision de VIH entre HSH que acuden a sitios

de encuentro: analisis regional.

No todas las etapas en el continuo de la atencion al VIH son posibles de estimar con la
informacién de una encuesta, debido a que hay un alto porcentaje de personas que
desconocen su diagndstico y no pueden ser incluidas directamente en las etapas
sucesivas. Ademas, factores como la mortalidad por VIH medida como parte de la
vigilancia tienen un papel importante en la prevalencia y la incidencia (70,110). La alta
mortalidad puede disminuir la acumulacion de casos y, por lo tanto, dar lugar a una baja
prevalencia. En contraparte, cuando la mortalidad es baja la prevalencia aumenta. Como

consecuencia tardia de esto, si la mortalidad es alta y la prevalencia es baja, la incidencia
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podria aumentar, especialmente si el diagndstico es alto. Existen escenarios especificos
para cada region, como aquellos donde el mayor numero de casos tiende a prevalecer
frente a la baja mortalidad, como en Occidente, que tiene una mortalidad mas baja que la
nacional. Sin embargo, en otras regiones con alta mortalidad, la prevalencia y el
porcentaje de infecciones recientes son bajos, un ejemplo de esto es la regidon Sur. Como
es posible notar, la mortalidad es una variable agrupada que afecta directamente la
dinamica de la epidemia del VIH. Para los efectos del presente trabajo, un factor limitante
para considerar la mortalidad por VIH es que los datos presentados se estimaron en la
poblacidén general y pueden no explicar completamente los hallazgos en HSH para cada

region y su disparidad (110).

Otro factor relevante es el hecho de tener conocidos con VIH/Sida, lo que también parece
influir en la busqueda de diagndsticos en individuos y su acercamiento a los servicios de
salud, con consecuencias para las etapas sucesivas (LTC, RiC, TARV y supresién viral). Por
ejemplo, la CDMX es la regidn con el porcentaje mas alto de personas con conocidos con
VIH/Sida (61.7%) y también presenta el porcentaje mas alto de diagnédstico (41.2%) (Ver
tablas 7-9). Esto ilustra la relacién entre el conocimiento de la infecciéon o enfermedad
dada por aquellos conocidos por el VIH/Sida y la busqueda de un diagnéstico. El mismo
factor también puede estar relacionado con el estigma y la discriminacion, porque en
algunas regiones el reporte de conocidos con VIH/Sida es bajo (posiblemente debido al
estigma y la discriminacidn), y precisamente esas regiones son las que presentan datos
mas altos de infecciones recientes. Este es el caso de la regién Occidente, en la que solo el
49.7% de los HSH encuestados refirieron conocer a personas con VIH/Sida; y su porcentaje
de infeccién reciente es superior al nacional (consulte las tablas 8 y 9). En nuestros
resultados, la variable conocidos con VIH/Sida mostré diferencias entre las dos regiones

mas dispares: Occidente y CDMX, esta variable debe estudiarse mas a fondo.

En este sentido, los resultados publicados por Bautista y colaboradores (15) el estigmay la
discriminacion social en Occidente alcanzaron el 50,9% de los encuestados; siendo esto

mas notable entre los colegas de la escuela, los policias, los amigos y la familia. Este
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porcentaje de estigma y discriminacidn podria impactar en multiples factores asociados
con la incidencia del VIH, como el acceso y la realizacion de pruebas de diagndstico. Esto
daria como resultado un ingreso tardio al continuo de atencién del VIH, y podrian
aumentar la transmision del virus; por lo tanto, promover el aumento de nuevas
infecciones por VIH. De acuerdo con las referencias de los participantes, la discriminacion
es percibida incluso por parte de los profesionales de la salud y los servidores publicos,
como consecuencia, la cascada de atencién del VIH/Sida podria truncarse y causar
diagnosticos y tratamientos tardios; esto también podria afectar la prevalencia e

incidencia del VIH (15,66).

La cobertura de TARV es una variable que podria afectar la prevalencia y la incidencia del
VIH porque esta altamente relacionada con la transmisidn del virus. La alta cobertura de
TARV, podria causar una carga viral indetectable y como consecuencia disminuir el
numero de infecciones recientes. Como ejemplo, en el Noreste, la prevalencia y la
incidencia estan por debajo de los datos nacionales y esta region tiene una alta cobertura
de TARV (90%), por lo que la transmisidon podria estar disminuyendo y por lo tanto, la
incidencia. Si esta dindmica es constante, también la prevalencia podria disminuir, como
se puede observar en esta misma region (consulte la tabla 9). La alta cobertura de TARV
puede generar diferentes escenarios; a nivel individual, las personas con mejor estado de
salud general contindan con su vida normal, incluidas las conductas de alto riesgo vy
aumentan las posibilidades de transmisién del virus debido a la cantidad y el tipo de
contactos sexuales. Esto puede desencadenar un aumento en nuevas infecciones, como
en el caso del Occidente (consulte la tabla 9). Todas las ideas anteriores se presentan
asumiendo una buena adherencia al TARV. Sin embargo, esta medida podria
sobreestimarse debido a que en la mayoria de los paises se basa en el autoinforme del

paciente (14,15,66,67,96).

Las variables agrupadas (o regionales) tienen diferentes efectos y algunos de ellos pueden
interactuar como una cadena de eventos en la misma dindmica, y las consecuencias de

eso son diferentes. La alta mortalidad podria ser una consecuencia de una cobertura de
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TARV baja, y por lo tanto, la supervivencia disminuye. Por ejemplo, en el Sur la prevalencia
del VIH y el porcentaje de infecciones recientes son casi iguales y la supervivencia es
minima. Esta relacion se puede explicar con la siguiente expresion: Prevalencia =
(Incidencia) (Duracion de la enfermedad o supervivencia); esto incluso cuando es una
region con un alto porcentaje de diagndstico (tres puntos porcentuales por arriba de los

datos nacionales).

En relacién con los objetivos 90 90 90 de ONUSIDA para 2020, diagndstico, cobertura y
supresion viral; el presente trabajo explora dos de estos objetivos: el diagndstico y la
cobertura de TARV (137,138) Detectamos regiones con bajo diagndstico y baja cobertura
de TARV, por lo que el resultado es un aumento de infecciones recientes y, por lo tanto,
una alta incidencia de VIH, como la regién Centro. Del mismo modo, con un bajo
porcentaje de diagndstico, una deficiente cobertura de TARV y alta mortalidad, la
prevalencia disminuye pero las infecciones recientes aumentan, como en la regién del

Noroeste.

Ademas del porcentaje de diagnodstico, la cobertura de TARV y la mortalidad, los
comportamientos sexuales pueden determinar diferentes dinamicas de transmision del
VIH o modificar las existentes. En el analisis de los comportamientos sexuales por regién,
las personas diagnosticadas con VIH informaron comportamientos de mayor riesgo que
las personas no diagnosticadas; posiblemente, esto podria condicionar un aumento en la
transmision viral. Por ejemplo, en la regidon Sur, que tiene una alta prevalencia incluso con
la mortalidad mas alta para todas las regiones; también presenta un mayor porcentaje de
personas diagnosticadas con dos o mas parejas sexuales en el Ultimo mes (44.4%) en
comparacion con aquellas personas no diagnosticadas con dos o mas parejas sexuales en
el ultimo mes (34.2%). En el Noroeste, del total de trabajadores sexuales el 11.1% fueron
diagnosticadas con VIH, mientras que el 5.3% de ellos no fue diagnosticado. Esta region
presenta un alto porcentaje de infecciones recientes, lo cual podria ser consecuencia de
este comportamiento sexual. Estos resultados son similares al menos para otras cuatro

regiones, las personas con diagndsticos de VIH informaron comportamientos sexuales de
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mayor riesgo (datos no mostrados).

De acuerdo con los hallazgos de este trabajo, el efecto de las variables agrupadas en las
regiones determina diferentes escenarios de transmisién del VIH y, por lo tanto, resalta las
diferentes dinamicas de la epidemia de VIH dentro del mismo pais (Figura 25). Si bien,
México en general, esta clasificado como un pais con una epidemia de VIH concentrada en
grupos con comportamientos de riesgo, se ha encontrado que las variables analizadas a
nivel individual y de poblacion participan en esta dinamica con diferente impacto en cada
region; lo que lleva a una epidemia con dindmica de transmision del VIH especifica en

cada regidén analizada.

* HRM como ensayo molecular para disminuir el error de las pruebas seroldgicas

para infecciones recientes.

En este estudio planteamos el ensayo HRM como una técnica para mejorar la
especificidad del algoritmo RITA que generamos. En nuestro algoritmo incluimos
informacidn clinica y los resultados de una prueba serolégica para infecciones recientes y
la pretension era la de dilucidar el estatus de la infeccidn con los resultados del HRM.
Cousins y colaboradores publican que evaluaron con HRM dos variables que normalmente
suelen confundir los resultados de las pruebas seroldgicas para infecciones recientes y

resultan en mala clasificacion: el uso de TARV y una cuenta baja de CD4" sugerente de Sida

(6).

Para esta evaluacidén, los autores incluyeron en el ensayo HRM un panel de muestras de
infecciones de larga duracién; algunos con TARV y otros con Sida (CD4<50 células/mm?).
En el caso del gen pol, no encontraron diferencias significativas entre los HRM scores de
las muestras de larga duracién provenientes de personas en TARV en comparacion con las
qgue no tenian TARV, ni en las muestras de las personas con Sida vs las que no tenian aun
la enfermedad. Esto soporta la idea de aplicar el HRM como una técnica molecular para
diferenciar con menor error las infecciones por VIH recientes de las no recientes, sin los

potenciales confusores que impactan a las pruebas seroldgicas (6).
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* HRMy el material bioldgico utilizado.

En este trabajo encontramos que la cantidad y el tipo de material bioldgico utilizado para
el ensayo HRM no tiene implicaciones en los resultados. Existen publicaciones que
detallan que con el HRM es posible evaluar la diversidad genética del VIH tanto en RNA
como en DNA proviral. Para el caso de las aplicaciones del ensayo a la estimacidon de
incidencia, se sugiere que tiene mayor sentido analizar los virus del pool activo de
replicacion; es decir el RNA viral en plasma mas que el DNA proviral que es muy probable
que incluya secuencias virales de virus que circularon en la persona de manera anterior a
la toma de muestra y/o momento del estudio (6). Lo descrito valida los resultados que
aqui presentamos, ya que surgen de muestras de RNA obtenidas de plasma de personas

VIH positivas.

En este mismo sentido, existe evidencia de que los resultados del ensayo de HRMno se
ven afectados por utilizar diferentes concentraciones de material genético molde. Un
articulo publicado por James y colaboradores, detalla que sus resultados fueron
reproducibles aun utilizando volumenes de muestra diferente (0.1 vs 0.5mL), muestras
provenientes de personas con carga viral diferente (intervalo de 2,000 a 50,000
copias/mL) y numero de copias de RNA usadas para preparar la muestra (intervalo de 100

a 5,000 copias de RNA-VIH) (6,119).

En este estudio los volumes de muestra utilizados fueron de 10uL de RNA por reaccidn,
para el caso de las muestras problema. En el caso de los controles positivos para la
estandarizacién de la reaccidn utilizamos del orden de 134 ng/ puL de DNA, con sus
respectivas diluciones. Pese a lo anterior, encontramos los mismos resultados en el
ensayo HRM lo que coincide con que la cantidad de material biolégico no interfiere con los

resultados.

Adicionalmente, en nuestro estudio nos planteamos a manera de criterio de seleccion

para la estandarizacién del ensayo RT-gPCR y HRM que las muestras provinieran de
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personas con carga viral detectable. Para el caso de la Clinica Especializada Condesa, de
donde se obtuvieron las muestras el limite menor de detectabilidad es de 35 copias/mL;
asi que lo que buscabamos al solo incluir detectables era tener suficiente material
biologico. Sin embargo, como se ha descrito anteriormente la evidencia sugiere que no es
necesario tener una cuantificacién de carga viral de VIH o cuenta de CD4" previa a la

realizacion del ensayo (5,45).
* HRM en poblacién de HSH.

Al respecto de la poblacidn analizada en este este trabajo, nosotros aplicamos el ensayo
HRM para evaluar las infecciones en HSH. Se puede pensar que al ser esta una poblacién
con practicas sexuales de riesgo, se hace dificil que las técnicas utilizadas para el
diagnodstico o estimacion de incidencia se apliquen de la misma forma que en la poblacion
en general. No obstante, estudios previos han reportado la reproducibilidad del ensayo
HRM en poblaciones con distintas caracteristicas como: la raza, afroamericanos,
caucasicos y latinos (5,117); el sexo, hombres y mujeres (5); la edad, nifios de semanas de
nacidos, 1 o 2 afos, 8 afos y adultos (6,45,115,118,119,129); tipo de VIH (5,119) y

practicas de riesgo, HSH o usuarios de drogas inyectables (6,118), entre otras.
* HRMy HRM scores en infecciones recientes y gen analizado.

En nuestro trabajo encontramos que las infecciones recientes resultan con menores HRM
scores en comparacién con infecciones de larga duracidn. Estos hallazgos coinciden con lo
publicado sobre HRM en VIH. A este respecto, Cousins y colaboradores encontraron
también para el gen pol, una asociacién entre la etapa de la infeccidn y el HRM score; los
menores correspondientes a infecciones recientes en su poblacion de adultos analizados
con estatus confirmado por expediente clinico (115). Asi mismo, Chen y colaboradores
reportan que los hombres adultos con infecciones agudas o recientes por VIH presentan
menores HRM scores en los tres genes estructurales de VIH, en comparacion con las
personas con infecciones por VIH de larga duracidén; y que esta asociacion es

independiente de la TARV y de la resistencia a ARV (117).
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En el caso de estudios con nifios VIH positivos, debido a que su infeccidn fue adquirida de
manera vertical, su edad es una variable surrogada de la temporalidad de infeccion. En
este caso, diversas publicaciones detallan una asociacion entre la edad de los nifios y los
HRM scores encontrados tanto en gag, pol y env (45,118,119,129). En una cohorte de
niflos en Uganda, James y colaboradores encontraron que para el gen pol, los HRM scores
encontrados para cada grupo etario iban aumentando al igual que los afios. Para sus
plasmidos control reportan HRM scores de 3.5, para nifios de 6-8 semanas de edad 4.1,
nifios de 12 meses 4.3 y para nifos de 18 meses 4.4 (119,129). Igualmente, Towler y
colaboradores publican un estudio donde analizan la diversidad genética del VIH en pares
de madres y sus recién nacidos, ambos VIH positivos. Ellos encontraron mayores HRM
scores en las madres en comparacién con los de sus recién nacidos, que a su vez
presentaron mayores HRM scores que los plasmidos control, 5.7, 43 y 3.4,

respectivamente (45).

A pesar de que en este trabajo solo evaluamos un gen estructural del VIH, pol, existen
varios reportes para los otros dos genes: gag y env que describen tambien HRM scores
menores para infecciones recientes (<4.5), independientemente del gen analizado
(47,129). Sin embargo, se recomienda analizar mds de un gen con la finalidad de evitar
resultados modificados por otros eventos en VIH como los cambios en la diversidad de
ciertos fragmentos en respuesta a presiones de seleccién (por ejemplo a los

medicamentos ARV) (129).

* HRM y secuenciacion del fragmento analizado.

El ensayo HRM se propone como una técnica que nos permite evaluar la diversidad
genética de una fragmento nucleotidico sin la necesidad de secuenciar el producto de

interés (115).

En este trabajo solo se secuenciaron 27 muestras, 4 recientes y 23 de larga duracién. La
primera utilidad de la secuenciacién surge de la necesidad técnica de corroborar los

productos amplificados. Debido a que en el trabajo se encontraron Tm’s con diferencias
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>0.5°C en los amplicones de pol 199pb, sin importar si se utilizé DNA o RNA como material
bioldgico, se recurrié al estandar de oro para obtener la secuencia de los fragmentos
(secuenciacion, en este caso Sanger) y con ello al realizar el alinemiento en Blast se
corroboré que se trataba del producto esperado. Resulté necesario determinar que los
productos amplificados correspondian a pol 199pb, ya que el tener diferentes Tm’s podria

invalidar el ensayo de gPCR y eso impediria el llevar a cabo el HRM.

Como segunda utilidad, la secuencia obtenida de los 27 productos nos permitié generar
dos colecciones de secuencias (las recientes y las de larga duracion) como paso inicial del
calculo de la diversidad nucleotidica (mt) en el fragmento amplificado. Resultado de esto,
obtuvimos que el valor de m fue menor en las infecciones recientes que en las de larga
duracién (0.0353 vs 0.0446), lo que corrobora lo encontrado en el ensayo HRM: scores

menores para infecciones recientes y mayores para las de larga duracion.

Lo encontrado por nosotros es similar a las publicaciones que reportan que los datos de
diversidad genética calculados en los fragmentos de interés (porcentaje de diversidad, el
porcentaje de complejidad y el indice de Shannon) a partir de la secuenciacion coinciden
con lo encontrado en el ensayo HRM; es decir encontraron menores HRM scores en las
muestras con datos sugerentes de menor diversidad, de acuerdo a los pardmetros de

secuenciacion (47).

En el estudio de Towler y colaboradores donde evaluaron secuencias de madres e hijos
VIH positivos, también encontraron que la diversidad genética calculada con los datos a
partir de secuenciacién era mayor en las madres que en los hijos (3.51 vs 0.31,
respectivamente); y que esto correspondia con los HRM scores de ambos grupos (mayores
en madres que en hijos). A su vez esto indicaba la temporalidad de la infeccion: HRM

scores menores en hijos, ya que tenian infecciones recientes (45).
11. CONCLUSIONES

* El disefio y propuesta de un RITA siguiendo las especificaciones de la OMS,

permitié conjuntar la informaciéon clinica de los HSH y sus resultados de los
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ensayos serolégicos. El resultado del algoritmo y la correccion de Hargrove y
colaboradores, mostraron ser una herramienta eficiente para el calculo de Ia

incidencia estimada a partir de estudios de tipo transversal.

Los factores o variables que explican la prevalencia difieren de aquellos que
explican a las infecciones recientes (incidencia). Por tanto, aquellos relacionados

con cada estimador son clave para la intervenciones preventivas.

La transmisién del VIH puede abordarse desde diferentes niveles; sin embargo, en
este trabajo, se ha demostrado que las variables agrupadas pueden conducir a una
explicacion de la disparidad regional de la prevalencia y la incidencia del VIH. Es
por todo esto que aclarar y comprender esta dinamica permitiria enfocar los
programas hacia la prevencién del VIH o hacia el tratamiento de las personas ya
infectadas, de acuerdo con su dindmica de transmisién y su region geografica

especifica.

Es factible realizar la metodologia HRM con datos obtenidos de qPCR y RT-qPCR,
no sélo a partir de PCR punto final (como es el caso de todas las publicaciones de
HRM en VIH). A pesar del tamafio de muestra reducido, los HRM scores
encontrados para infecciones recientes son menores con respecto de los scores de
las infecciones de larga duracion; y coinciden con los publicados en la literatura.
Ademas de que fueron corroborados con el cdlculo de la diversidad genética (m) de
los productos secuenciados (n= 27). Los resultados encontrados van acorde con la
premisa de que a menor duracidn de la infeccion menor diversidad genética del
VIH y por ende menor HRM score; apoyando asi la propuesta de la diversidad

genética viral como biomarcador de temporalidad de infeccidn.

El disefio, la informacion del cuestionario y la muestra bioldgica recolectada en la
encuesta de 2013 se pueden utilizar mediante la ampliacion de los procedimientos
de laboratorio y el andlisis de datos, para obtener mds informacidon sobre Ia

dinamica de transmision del virus; asi como para determinar la carga viral de la
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comunidad, la carga viral de la poblacidn, la resistencia a los antirretrovirales u
otras infecciones de transmisién sexual (ITS) (13,25,40,41). Se requieren
investigaciones futuras con diferentes enfoques para comprender y aclarar los
factores que podrian explicar la disparidad regional de la prevalencia y la

incidencia del VIH/Sida entre los HSH.

12. LIMITACIONES DEL ESTUDIO.

Las principales limitaciones de este trabajo son las siguientes:

1)

2)

3)

4)

Los resultados obtenidos sélo representan a la poblacién HSH que acude a sitios de
encuentro; es decir, probablemente se trate de individuos con un buen estado de

salud general, el cual les permite acudir a estos sitios.

Los datos aqui presentados muy probablemente no describen lo que sucede
actualmente con la epidemia de VIH entre HSH que acuden a sitios de encuentro.
Lo anterior de acuerdo con la fecha en que se realizé la encuesta (2013) y a la de

los analisis aqui detallados (2019).

La encuesta previa de la cual proceden las muestras bioldgicas y el banco de datos,
se llevo a cabo solamente en algunas ciudades representativas de cada regién
geografica analizada. Es por ello, que los resultados podrian no describir

exactamente lo que sucede en toda la region.

Existen otras pruebas mas adecuadas para la determinacion de incidencia como la
prueba seroldgica LAg-Avidity y la secuenciacidn. Sin embargo, en este trabajo se
utilizé la prueba BED en respuesta a la logistica del proyecto. Asi mismo, el calculo
simple del FRR utilizado en el RITA podria estar confundiendo los verdaderos
resultados. Sin embargo, el FRR utilizado cumple con el requisito de provenir de la
poblacidén especifica y region especifica de este estudio lo que hace valioso los

resultados; dado que la determinacién de dicho pardmetro responde a variables
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como la prevalencia, incidencia, tamano de muestra, cobertura de tratamiento,

subtipo de VIH, etcétera, que para ambos casos son similares.

5) La técnica molecular propuesta HRM se estandarizd solamente a partir de

muestras de plasma y producto de PCR, tanto con DNA como con RNA.

6) El tamafio de muestra utilizado para la técnica molecular propuesta HRM, fue muy
pequefio para infecciones recientes por VIH (n=4); sin embargo los resultados

coinciden con lo publicacién en materia de HRM vy diversidad genética.

13. PERSPECTIVAS.

* Experimentar la extraccion de acidos nucleicos a partir de DBS colectados
recientemente, para su procesamiento en los analisis moleculares propuestos en

este trabajo.

* Corroborar los resultados del ensayo HRM con un mayor nimero de muestras, de

estatus conocido.

* El disefio, la informacidon del cuestionario y la muestra bioldgica colectada en la
encuesta de 2013, se puede utilizar para obtener mas informacion sobre Ia
dinamica de transmision del virus explorando nuevas variables, carga viral previa
estandarizacion de la extraccién de acidos nucleicos, resistencia antiretroviral y

otras ITS.

141



14. ANEXOS.

ANEXO 1. Sedia™ BED HIV-1 Incidence EIA: Prueba seroldgica para deteccién de infeccion
reciente por VIH. Disponible en la pagina: (http://www.sediabio.com/products/bed-eia).

Sedia™ BED HIV-1
Incidence EIA

Enzyme Immunoassay for Population
Estimates of HIV-1 Incidence

Cat. No. 1000

FOR RESEARCH USE ONLY
not intended for use in
diagnostic procedures

Includes Two Packs:
3012 - Refrigerator Pack (Store at 2 to 8°C)
3013 - Freezer Pack (Store at-25°C t0o -10°C)

Manufactured in the USA
Sedia Biosciences Corporation

Portland, Oregon USA
+1 _(503)_459_41 59 Copyright 2014. Sedia Biosciences Corporation
Al rights reserved
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ANEXO 2. Carta de autorizacion de uso de muestras e informacion.

Instituto Nacional . .. .
da Salud Péblica Centro de Investigacion en Sistemas de Salud

Direccion de Area: Innovacion de Servicios y Sistemas de Salud

) Mtro. Sergio Antonio Bautista Arredondo
Generacidn de conocimiento

para el desarrollo de politicas de salud

Cuernavaca, Morelos, a 16 de mayo de 2018

Comisidn de Investigacion.
Presente

Por este medio, autorizo a la alumna Dayana Nicté Vergara Ortega, responsable del protocolo
de tesis de doctorado "Dindmica de la transmisién del VIH en hombres que tienen sexo con
hombres que acuden a sitios de encuentro” el uso del banco de muestras de sangre seca en
papel filtro generado a partir del proyecto ““ENCUESTA DE SEGUIMIENTO Y EVALUACION DE
IMPACTO DE LAS ESTRATEGIAS DE PREVENCION” del cual fungi como investigador
responsable, asi mismo, le autorizo el uso de la base de datos generada en dicho proyecto, en

el cual las muestras se identificaron sélo con una clave.

Atentamente.

-t

Mtro. Sergio A. Bautista Arredondo
Director de Innovacién de Servicios y Sistemas de Salud del CISS

Instituto Nacional de Salud Publica (INSP)

Avenida Universidad 655

Cerrada Los Pinos y Caminera

Telefono: +52 (777) 329 3068 Colonia Santa Marfa Ahuacatitldn
+52 (777) 329 3000 Ext.5451 62100 Cuernavaca, Morelos, México
e-mail: sbautista@insp.mx conm.: (777) 329 3000

web: www.insp.mx
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ANEXO 3. Acreditacién del curso de bioética del CITI Program.

a4 Completion Date 06-Jul-2016
.. Expiration Date 06-Jul-2018
us Record ID 19842836

“x PROGRAM

This is to certify that:
Dayana Nicte Vergara Ortega
Has completed the following CITI Program course:

Human Research (Curricuium Group)
Group 1 (Course Leamer Group)
1-Basic Course  (5tge)

Under requirements set by:

Instituto Nacional de Salud Pablica

Verify at www.citiprogram.org/verify/2we0c230dc-1108-4fa8-9821-d63a344a740d-15842836

ANEXO 4. Acreditacidn del curso de bioseguridad del CITI Program: programa basico.
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_ Completion Date 26-Apr-2018
: Expiration Date 26-Apr-2019
» Record ID 24920982

GCITI P~
‘\! PROGRAM

S

This Is to certify that:

Dayana Nicte Vergara Ortega
Has completed the following CITI Program course:
Basic Introduction to Biosafety (Curriculum Group)

Basic Introduction to Biosafety (Course Learner Group)
1 - Biosafety/Biosecurity (Stage)

Under requirements set by:
Instituto Nacional de Salud Pablica
Collaborative Institutional Training Ir

Verify at www.citiprogram.org/verify/?weee54746-56aa-4df8-ab33-b43f6bc1a986-24920982

ANEXO 5. Acreditacién del curso de bioseguridad del CITI Program: capacitacion inicial.
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a4 Completion Date 27-Apr-2018
.. Expiration Date 27-Apr-2019
" Record 1D 24920983

¥ PROGRAM

This is to certify that:

Dayana Nicte Vergara Ortega

Has completed the following CITI Program course:

Initial Biosafety Training (Curriculum Group)
Initial Biosafety Training (Course Learner Groug)
1 - Biosafety/Biosecurity (5tage)

Under requirements set by:

Instituto Nacional de Salud Pablica

Verify at www.citiprogram.org/verify/2wc7df7085-9e3b-4be0-9653-f001519e2¢87-24920983

ANEXO 6. HIV Ag/Ab Combo, Architect, Abbott Diagnostics Division™: Prueba de
deteccion de Ag y Ac de VIH. Disponible en la pagina:
(http://www.ilexmedical.com/files/PDF/HIVAgAbCombo.pdf).
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s

SDARCHITECT en

SYSTEM HIV Ag/Ab Combo

4J27

48-3504/R4
B4J270

Read Highlighted Changes
Revised February, 2009

HIV Ag/Ab Combo

Customer Service
For additional product information, please contact your local customer service organization.

This package insert must be read carefully-prior to use. Package insert instructions must be followed accordingly. Reliability
of assay results cannot be guaranteed if there are any deviations from the instructions in this package insert.

Key to symbols used
List Number ASSAY CD-ROM Assay CD-ROM
In Vitro Diagnostic Medical [sN] Serial Number
Device
Control Number
Lot Number
Reagent Lot
E Expiration Date
REACTION VESSELS Reaction Vessels
8°C
Jf Store at 2-8°C
ze Sample Cups
I::Ii:l Consult instructions for use Septum
‘ Manufacturer Replacement Caps

See REAGENTS section for a full explanation of symbols used in reagent
component naming.

ABBOTT
Diagnostics Division

ANEXO 7. ZYMO RESEARCH Quick-DNA™ Miniprep Plus Kit: extraccion de DNA a partir de

estuche comercial. Disponible en la
(https://files.zymoresearch.com/protocols/ d4068 d4069 quick-
dna_miniprep_plus_kit.pdf).

pagina
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(@) DNA
OO Purificatien

ZYMO RESEARCH INONFXIN Made Simple”

The Beauty of Science is to Make Things Simple

Quick-DNA™ Miniprep Plus Kit

Catalog Nos. D4068 & D4069

Highlights

e Extract high-quality DNA easily and reliably from any biological fluids, cultured/monolayer cells,
or solid tissues.

e Zymo-Spin™ Technology ensures DNA is ready for all sensitive downstream applications such
as qPCR, DNA-sequencing, arrays, and methylation analysis.

Contents
Product Contents & Specifications ..............cccccoiiiiiiiiiiiii 1
SAMPIE SOUMCES ...ttt 2-3
Product DesCription ..........cuiiuniiiie e 4
Purification Guide ...5
Protocol & Reagent Preparation ...............cccoooiiiiiiiiin, 6
Appendice:

A. Cell Monolayer/Buccal Cell Collection and Preparation ........ 7

B. Samples in DNA/RNA Shield™ ...........ccccooviiiiiiieiiiineeeennn, 8

C. Nucleated Blood Samples .............cceeeiiiiiiiiiiiiiniiiiiiinns 9

D. Hair and Feathers

E. FFPETISSUE ......uviiiiiiiiiiic e,

F. Samples Collected onto Storage Papers/Cards .................. 12

G. Quick Protocol ...........cccociiiiiiiiiiinninnn. ...13-14
Troubleshooting ................ ...156-17

Ordering Information

For Research Use Only Ver. 1.2.1

ZYMO RESEARCH CORP.
Phone: (949) 679-1190 = Toll Free: (888) 882-9682 = Fax: (949) 266-9452 = info@zymoresearch.com = www.zymoresearch.com

ANEXO 8. Protocolo fenol/cloroformo: extraccion de DNA a partir de mezclas con
solventes.

A. Agregar en un tubo 200 pl de muestra y un volumen igual de fenol.
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B. Mezclar vigorosamente (vortex®)) y centrifugar por 3 minutos a 16000g a
temperatura ambiente (15-25°C).

C. Transferir la fase superior 0 acuosa a un tubo nuevo y desechar el resto.
U Afadir un volumen igual de fenol/cloroformo (1:1, v/v) y repetir el paso A, By C.
U Afadir un volumen igual de cloroformo y repetir el paso A, By C.

*El cloroformo debe prepararse en una solucién v/v 24:1, cloroformo y alcohol
isoamilico.

v" Recuperacion del DNA por precipitacion con etanol absoluto: estimar el volumen
de la solucidn y mezclar con dos voliumenes de etanol absoluto frio (-20°C), mezclar
bien y almacenar a -20°C por 1 hora.

v Centrifugar a temperatura ambiente por 10 minutos a 13000g.

Retirar el sobrenadante y dejar el tubo en una posicién invertida sobre papel
absorbente.

v Resuspender el pellet de DNA en 100 pl agua MiliQ estéril.
Incubar la solucién a 37°C por 5 minutos.

v" Cuantificar el DNA obtenido.

ANEXO 9. QlAamp Viral RNA Mini Kit® de QIAGEN: extraccion de RNA a partir de estuche
comercial. Disponible en la pagina (https://www.giagen.com/us/products/diagnostics-
and-clinical-research/sample-processing/giaamp-viral-rna-mini-kit/#orderinginformation).
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March 2018

QIAamp® Viral RNA
Mini Handbook

For purification of viral RNA
from plasma, serum, cell-free
body fluids and culture
supernatants

00000
— Sample to Insight QIAGEN —

ANEXO 10. Protocolo de PCR en tiempo real (qPCR) para amplificacion de po/ 139 y 199 pb
a partir de DNA.

Para ambos ensayos:
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» Asegurar la limpieza del material que se va a utilizar, usar puntas estériles.

e Tener calculadas las concentraciones y los volimenes que seran utilizados.

e Atemperar las muestras y reactivos.

* Realizar la mezcla de reaccién de acuerdo con el volumen de reaccion recomendado.
e Utilizar un control positivo y uno negativo para cada corrida.

U Previamente, PCR punto final para la amplificacidn del fragmento de pol 139pb con
el propésito de corroborar el tamafio de banda.

Mix de reaccion [final] Volumen final

(1 reaccion de 25uL)

Buffer KCI [10x] 1x 2.5
MgCI2 [25mM] 2.5mM 2.5
dNTP’s [10mM] 0.32mM 0.8
Taq [5u/pL] 0.1u/pL 0.5
Oligo Forward-POL3F [10uM] 1uM 2.5
Oligo Reverse-POL3R [10uM] 1uM 2.5
Agua - 8.7
DNA molde [1-100ng] - 5

* Programa de PCR

45 ciclos

95°C | 94°C 72°C | 72°C

30s

U PCR punto final para la amplificacién del fragmento de pol 199pb con el propdsito
de corroborar el tamafio de banda.

Mix de reaccion [final] Volumen final

(1 reaccion de 25pL)
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Buffer KCI [10x] 1x 2.5
MgCl2 [25mM] 2.5mM 2.5
dNTP’s [10mM] 0.32mM 0.8
Taq [5u/pL] 0.1u/pL 0.5
Oligo Forward-POL3F [10uM] 1uM 2.5
Oligo Reverse-POL3R nuevo 1uM 2.5
[20uM]

Agua 8.7
DNA molde [1-100ng] - 5

* Programa de PCR

45 ciclos

95°C 94°C 72°C | 72°C

30s i

U PCR en tiempo real (gqPCR) para amplificacién de pol 199 pb. Uso de
oligonucleétidos sintetizados en IDT.

Mix de reaccion [final] Volumen final

(1 reaccion de 12plL)
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Maxima SYBR Green/ROX qPCR 1X 6
Master Mix (2X)

Oligo Forward- POL3F [10uM] 0.3uM 0.36
Oligo Reverse-POL3R nuevo 0.6uM 0.36
[20uM]

Agua 4.28
DNA molde [1-100ng] - 1

U PCR en tiempo real (gqPCR) para amplificacién de pol 199 pb. Uso de
oligonucledtidos sintetizados en la unidad de sintesis y secuenciacidon del IBT,
UNAM.

Mix de reaccion [final] Volumen final

(1 reaccion de 12plL)

Maxima SYBR Green/ROX qPCR 1X 6
Master Mix (2X)

Oligo Forward- POL3F 0.3uM 0.30
[12.1uM]

Oligo Reverse-POL3R nuevo 0.6uM 0.30
[25.3uM]

Agua 4.40
DNA molde [1-100ng] - 1

* Programa de qPCR

40 ciclos

95°C | 95°C 72°C | 95°C 95°C
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ANEXO 11. Protocolo de PCR en tiempo real con reversotranscripcion (RT-gPCR) para
amplificacién de pol 199 pb a partir de RNA.

U Uso de oligonucledtidos sintetizados en la unidad de sintesis y secuenciacién del
IBT, UNAM.

Mix de reaccion [final] Volumen final

(1 reaccion de 25pL)

Agua libre de nucleasas 3.7
Buffer one step [5X] 1X 5.0
dNTP’s [10mM] 0.4mM 1.0
Oligo Forward- POL3F 0.6uM 1.2
[12.1uM]

Oligo Reverse-POL3R nuevo 0.6uM 0.6
[25.3uM]

Mix de la enzima --- 1.0
SYBR Green [10X] 1X 2.5
RNA molde --- 10

* Programa de RT-gPCR
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40 ciclos

i '
95°C | 94°C 72°C | 72°C 95°C 95°C
| '

30min ! ! 30s Smin

QIAGEN OneStep RT-PCR Procedure

Primers Enzyme Mix

Buffe
\ A/ d‘fj\lTPrMix

W RNasefree water
Master mix

Distribute
Add template
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October 2012

QIAGEN® OneStep RT-PCR
Handbook

For fast and highly sensitive one-step RT-PCR

00000
QIAGEN®

Disponible en la pagina (https://www.giagen.com/us/products/discovery-and-
translational-research/pcr-gpcr/pcr-enzymes-and-kits/one-step-rt-pcr/qiagen-onestep-rt-
pcr-kit/#orderinginformation).
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