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RESUMEN
A nivel mundial más de 1.8 millones de niños 
están infectados con el Virus de Inmunodeficiencia 
Humana (VIH).  La determinación mediante técnicas 
moleculares de los genes principales del VIH tipo 1 
(VIH-1), principal causante de la pandemia del SIDA, 
aporta información de valor diagnóstico en pacientes 
pediátricos, primordialmente los nacidos de madres 
seropositivas.  A través de la Reacción en Cadena 
de la Polimerasa (PCR) anidada, una técnica de 
biología molecular altamente sensible y específica, 
la Unidad de Diagnóstico Molecular de la Fundación 
Jacinto Convit (UDM-FJC) detecta dos de los genes 
principales del VIH-1: env y gag.  La especificidad y 
eficacia de la PCR anidada depende en gran medida 
de los cebadores utilizados en la reacción y para ello 
la validación de estos es necesaria.  Esta permite 
verificar la eficiencia y posible uso de los cebadores 
para el diagnóstico.  La UDM-FJC se propuso 
validar los cebadores específicos para la detección 
de env y gag en pacientes pediátricos con sospecha 
de la enfermedad.  Los productos amplificados de 
los genes fueron secuenciados mediante el método 
de Sanger y analizados a través de las herramientas 
bioinformáticas PCR virtual, MultiAlin y BLASTN, 
observando altos porcentajes de similaridad y 

cobertura.  Adicionalmente, las secuencias obtenidas 
fueron publicadas en GenBank.  Esta validación 
demuestra que los cebadores empleados en la Unidad 
son adecuados para el diagnóstico molecular del VIH-
1 en pacientes pediátricos y pueden ser referencia 
adicional para otros laboratorios, debido a su buena 
especificidad y eficiencia para detectar los principales 
genes del virus.

Palabras  clave: VIH, env, gag, cebadores, validación, 
método de Sanger.

SUMMARY

Globally more than 1.8 million children are infected 
with the Human Immunodeficiency Virus (HIV).  The 
determination through molecular techniques of the 
main genes of HIV type 1 (HIV-1) —Main cause of the 
AIDS pandemic— provides diagnostic information for 
pediatric patients, primarily those born to seropositive 
mothers.  Through nested Polymerase Chain Reaction 
(PCR), a highly sensitive and specific molecular biology 
technique, the Unidad de Diagnóstico Molecular of 
Fundación Jacinto Convit (UDM-FJC) detects two of 
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the main genes of HIV-1: env and gag.  The specificity 
and efficacy of nested PCR largely depend on the 
primers used in the reaction; therefore a validation 
of these is necessary.  It allows to verify the efficiency 
and possible use of the primers for diagnostics.  The 
UDM-FJC set out to validate specific primers for the 
detection of env and gag genes in pediatric patients 
with the suspected disease.  The gene products were 
sequenced using the Sanger method and analyzed 
using the virtual PCR, MultiAlin, and BLASTN 
bioinformatics tools, observing in high percentages of 
similarity and coverage.  Additionally, the sequences 
obtained were published in GenBank.  The validation 
carried out shows that the primers used in UDM-FJC 
are suitable for the molecular diagnosis of pediatric 
patients with HIV-1 and can be an additional reference 
for other laboratories, due to their adequate specificity 
and efficiency in detecting the main genes of the virus.

Key words: HIV, env, gag, primers, validation, Sanger 
method.

INTRODUCCIÓN

El virus de inmunodeficiencia humana 
(VIH) es un virus que se disemina por fluidos 
corporales y ataca el sistema inmunitario del 
cuerpo, específicamente las células T CD4+.  El 
VIH debilita progresivamente las defensas del 
paciente ante infecciones y produce el síndrome 
de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (1,2).  
Para el 2019 habían 1.8 millones de niños (<15 
años de edad) a nivel mundial infectados con 
esta enfermedad (3).  

En muchos países con epidemias generalizadas 
de VIH, las mujeres seropositivas pueden decidir 
tener descendencia o las mujeres sanas que 
adquieren la enfermedad durante el embarazo o 
en la etapa de amamantamiento, resultan en un 
riesgo de transmisión vertical al hijo (4,5).  El 
porcentaje de transmisión materno-infantil del 
VIH sin tratamiento profiláctico en países de bajos 
recursos es de hasta el 40 % en infantes que son 
amamantados por sus madres, y del 30 % para los 
bebes nacidos de madres que se infectan durante 
la gestación y el parto (6-8).  Este porcentaje de 
transmisión materno-infantil puede reducirse a 
menos de 1 % con tratamiento profiláctico (9).

En pacientes pediátricos la infección por VIH 
presenta dos tipos de manifestaciones clínicas: 
La primera representa hasta el 80 % de los 

casos, y se caracteriza por una lenta y progresiva 
replicación del virus que culmina en la etapa de 
SIDA.  La segunda comprende hasta el 20 % 
de las manifestaciones clínicas en los pacientes 
pediátricos infectados con el virus, y se presenta 
de forma precoz y severa en los primeros meses 
de vida, con un alto riesgo de muerte debido al 
SIDA en los primeros 2 años (10).

En Venezuela para el año 2019 se estimaron 
hasta 110 000 casos de VIH en la población 
general, de los cuales 3 900 son niños menores 
de 15 años de edad (11).  

El VIH es un retrovirus perteneciente a la 
subfamilia de los lentivirus y se clasifica en dos 
tipos: VIH tipo 1 (VIH-1) y VIH tipo 2 (VIH-
2).  El VIH-1 es el causante de la pandemia del 
SIDA mientras que el VIH-2, aunque también 
puede producir SIDA, se encuentra confinado 
principalmente a zonas del África occidental y se 
considera menos patogénico y transmisible (12).

El VIH-1 presenta gran variabilidad genética 
y se ha distribuido en 3 grupos distintos en todo 
el mundo: M, O y N.  Dentro del grupo M que 
representa más del 90 % de todos los casos de 
VIH-1 en general, la diversidad genética viral es 
tan grande que existen nueve subtipos principales 
tales como A, B, C, D, F, G, H, J y K, así como 
varias formas recombinantes circulantes (13-15).

De los subtipos de VIH-1, se ha diseminado 
en mayor proporción el subtipo B, representando 
hasta el 11 % de todos los casos de VIH-1 a nivel 
mundial y estableciéndose principalmente en 
Sur América (15).  En Venezuela los estudios 
de epidemiología molecular, incluyendo los 
más recientes, demuestran que el fenotipo que 
predomina ampliamente en el país es el subtipo 
B (16).

A nivel estructural el genoma del VIH-1 
está constituido por dos copias de moléculas de 
ARN de cadena sencilla codificante (ARNss).  
Cada una de estas copias da lugar, mediante la 
transcriptasa reversa, a un ADN viral de doble 
cadena que se integra en el genoma de la célula 
huésped (ADN proviral).  Múltiples estudios 
recomiendan la detección de ADN proviral del 
VIH-1 en neonatos hijos de madres seropositivas, 
mediante técnicas moleculares (17,18).  

El genoma del VIH-1 contiene tres genes 
principales: gag, que codifica proteínas 
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estructurales (matriz, cápside, nucleocápside y 
p6); env, que codifica proteínas de la envoltura 
(gp120 y gp41) y pol, que codifica enzimas virales 
(proteasa, transcriptasa reversa e integrasa) (19).  
Dichos genes se han usado como diana para el 
diagnóstico del VIH-1 (20-23).

El uso de una técnica molecular sensible y 
específica como la reacción en cadena de la 
polimerasa anidada (PCR anidada), es capaz 
de detectar de manera eficaz y rápida los genes 
principales del VIH-1.  La determinación de 
estos genes aporta información esencial de valor 
clínico diagnóstico en pacientes pediátricos, 
principalmente para los neonatos nacidos 
de madres seropositivas con sospecha de 
transmisión vertical (17,18).  De acuerdo a guías 
internacionales, con el análisis de dos de los tres 
genes principales del VIH-1 se puede detectar la 
infección (24-28).

La especificidad y eficacia de la PCR anidada 
depende en gran medida de los cebadores 
utilizados.  Estos pueden generar productos 
inespecíficos y formar estructuras secundarias 
o dímeros que disminuyen la eficiencia de 
la  reacción  (29),  lo  que  puede  afectar  el 
resultado del diagnóstico de un paciente.  Los 
cebadores deben ser lo suficientemente sensi-bles 
para detectar la región diana esperada y a su vez 
muy específicos para excluir cualquier región  
no  deseada  (30).  Por  ende,  la  sensibilidad  y 
especificidad analítica de una PCR se puede ver 
afectada por los cebadores seleccionados.

Para garantizar un resultado fiable es necesario 
validar los cebadores que se utilizan en la prueba.  
La validación de los cebadores se puede realizar 
a través de herramientas bioinformáticas y la 
evaluación experimental en el laboratorio a partir 
de la verificación de los productos obtenidos 
mediante la PCR anidada (31,32).

La secuencia de nucleótidos del producto 
obtenido mediante la PCR anidada se puede 
determinar en el laboratorio por el método 
de Sanger, que es la prueba de oro para la 
secuenciación de ácidos nucleícos (33).  
Su resultado puede compararse con otras 
secuencias publicadas mediante herramientas 
bioinformáticas (31), con el fin de evaluar el 
porcentaje de identidad, cobertura, entre otros 
parámetros, que permitan la identificación de 
genes y variantes (34).

Debido a lo expuesto, la Unidad de Diag-
nóstico Molecular de la Fundación Jacinto 
Convit (UDM-FJC) —que brinda un servicio 
de diagnóstico molecular gratuito a la población 
pediátrica más vulnerable  que  acude  a hospitales 
públicos  del  territorio  nacional—  se  propuso 
validar los cebadores específicos previamente 
reportados en la literatura y que se utilizan en la 
detección de dos genes principales del VIH-1, 
env y gag, mediante PCR anidada en pacientes 
pediátricos con la enfermedad.  

MATERIALES Y MÉTODOS

1.  Muestras

1.1  Muestras biológicas

Se utilizó ADNg extraído de un paciente 
considerado positivo para VIH-1 por PCR 
anidada, el cual fue usado como control positivo 
en el presente estudio.  Esta muestra se procesó 
en la UDM-FJC, procedente del Servicio de 
Infectología del Hospital de Niños “J.M. de 
los Ríos”, previo consentimiento informado 
firmado por el representante del paciente.  Dicho 
documento, bajo aval del Comité de Bioética 
de este Hospital, autoriza la realización del 
diagnóstico y estudios a partir de la muestra del 
paciente.  Adicionalmente, se empleó ADN de 
los virus Hepatitis B y Hepatitis C, procedentes 
del Laboratorio de Virología Molecular del 
Instituto Venezolano de Investigaciones 
Científicas (IVIC), para el cual se cuenta con 
el consentimiento informado de los pacientes 
correspondientes.

1.2 Líneas celulares

Se empleó ADNg extraído de la línea celular 
8E5/LAV (8E5) que posee 1 genoma proviral 
defectivo del VIH-1 por célula, procedente del 
Laboratorio de Virología Molecular del IVIC.  
Adicionalmente, se utilizó ADNg proveniente 
de líneas celulares humanas positivas para 
translocaciones genéticas detectadas en leucemia, 
tales como RS4 y K562, donadas por el St.  Jude 
Children’s Research Hospital de Estados Unidos.
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2.  PCR virtual

Las secuencias de los cebadores empleados 
en la UDM-FJC se describen en el Cuadro 1 y 
están reportados en la literatura (17).  El sitio de 
hibridación de estos cebadores fue evaluado in 
silico mediante una PCR virtual con el software 
Sequence Extractor (35), usando secuencias de 
referencia como molde (Cuadro 2).

3.  Reacción en cadena de la polimerasa y 
visualización de productos

La PCR anidada para detectar ADN proviral 
del VIH-1 se realizó por separado para cada gen 
analizado en este estudio, con los cebadores 
descritos en el Cuadro 1.  La calidad del ADNg 
se confirmó amplificando por PCR el gen 
constitutivo GAPDH con los cebadores GAPDH 

Up/Down (36) (Cuadro 1).  La reacción se realizó 
en un termociclador (BIOER) para los genes env 
y gag.  La primera ronda fue programada con 
una desnaturalización inicial a 94 °C durante 
5 minutos, seguido de 35 ciclos de 1 minuto a 
94 °C, 30 segundos a 55 °C para el gen env y 
1 minuto a 50 °C para el gen gag.  Luego para 
ambos genes se utilizó la temperatura de 72 °C 
durante 1 minuto y una extensión final de 72 °C, 
durante 7 minutos.  Para la segunda ronda se 
utilizaron las mismas condiciones de reacción 
para cada gen.  Se incorporaron en la PCR 
anidada controles positivos (pacientes VIH-1 
positivo), sanos (pacientes VIH-1 negativo) y 
negativos (sin templado).  Los productos fueron 
evaluados a través de electroforesis en geles de 
agarosa al 2,5 % teñidos con bromuro de etidio 
(BrEt), visualizados con el equipo Axygen® Gel 
Documentation System y foto documentados con 
Axygen Imaging.

Cuadro 1

Secuencia de los cebadores empleados para la amplificación por PCR

 Gen* Ronda  Cebador  Secuencia
      5’→3’

  GAPDH  GAPDH-HUM-Up CATCAAGAAGGTGGTGAA
   GAPDH-HUM-Down GGGTCTTACTCCTTGGAG

  env (17) 1era Ronda E80 Up  CCAATTCCCATACATTATTGTG
   E105 Down GCTTTTCCTACTTCCTGCCAC
  2da Ronda E110 Up  CTGTTAAATGGCAGTCTAGCAGAAA
   E125 Down CAATTTCTGGGTCCCCTCCTGAGGG

  gag (17) 1era Ronda HIG 202  CTAATACTGTATCATCTGCTCCTGT
   HIG 777  TCACCTAGAACTTTGAATGCATGGG
  2da Ronda HIG 822  GCTTTCAGCCCAGAAGTAATACC
   HIG 1317  CCAAATTCTCCCTAAAAAATTAGCCT

* En superíndice la referencia bibliográfica de cada gen.

Cuadro 2

Secuencias empleadas como molde para la PCR virtual 

 Gen Número de acceso GenBank

 env D86069.1
 gag D86069.1

4.  Purificación de productos y secuenciación 
automatizada

Los productos de la PCR anidada obtenidos 
por separado para cada gen analizado en este 
estudio fueron purificados, empleando el Kit 
comercial FavorPrep GEL/PCR Purification Mini 
Kit (Favorgen Biotech Corp).  Los productos 
purificados fueron visualizados con electroforesis 
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en geles de agarosa y posteriormente secuenciados 
en el Laboratorio de Genética Molecular 
Genmolab, C.A. (Miranda-Venezuela) con el 
empleo de cebadores sentido y antisentido de la 
segunda ronda listados en el Cuadro 1.

5.  Análisis in silico de secuencias

Las secuencias obtenidas del laboratorio 
externo de secuenciación (Genmolab) fueron 
visualizadas empleando el software FinchTV 
Chromatogram Viewer.  Posteriormente se realizó 
la secuencia consenso a partir de la obtenida 
con cada cebador para los genes en estudio, 
empleando la herramienta Multiple Sequence 
Alignment (MultAlin) (37).  Seguidamente 
fueron comparadas con secuencias reportadas 
por otros autores y almacenadas en el banco de 
secuencias GenBank del National Center for 
Biotechnology Information de Estados Unidos, 
por medio del programa Basic Local Alignment 
Search Tool – BLAST (38); con el fin de evaluar 
el porcentaje de identidad, cobertura, entre otros 
parámetros.  Adicionalmente a fin de identificar 
posibles cambios en la secuencia nucleotídica, se 
compararon las secuencias consenso obtenidas 
con las secuencias reportadas por otros autores, 
empleando el software MultAlin.

6.  Determinación de la sensibilidad y especificidad 
analítica de los genes env y gag

La sensibilidad analítica de la PCR anidada 
se determinó haciendo curvas con diferentes 
cantidades del genoma de la línea celular 8E5, 
con el fin de establecer la mínima cantidad de 
ADNg necesario para lograr la amplificación.  
Se realizaron diluciones 1/10, 1/100, 1/1 000, 
1/10 000, 1/100 000 del ADNg extraído a partir 
de una muestra de la línea celular 8E5/LAV con 
una concentración de 1x105 células/mm3.

La especificidad analítica se determinó 
utilizando ADN de los virus Hepatitis B 
y Hepatitis C.  Además se empleó ADNg 
proveniente de líneas celulares humanas positivas 
para translocaciones genéticas detectadas en 
leucemia, tales como RS4 y K562.  Asimismo se 
incluyó ADNg extraído a partir de una muestra 
de sangre periférica de un paciente sano (sin 
infección por VIH).  

RESULTADOS

Gen env

La amplificación por PCR anidada del gen 
env reveló la presencia de una banda de 300 pb 
(pares de bases) aproximadamente (Carril 4, 
Figura 1a) que coincidió con el tamaño de 337 
pb del amplicón, obtenido mediante PCR virtual.  
Para este análisis se empleó la secuencia de 
referencia del gen env (Cuadro 2).  La secuencia 
consenso obtenido con MultAlin (Figura 2) se 
denominó FJC-ENV-VIH y publicó en GenBank 
bajo el número de acceso MH750307.1.  A esta 
última se le realizó un BLASTN para verificar 
que el fragmento obtenido correspondiera al 
VIH-1 y los resultados indicaron coincidencia 
con múltiples aislados de diferentes partes del 
mundo (D86069.1, M14100.1, AF321147.1), 
específicamente en relación con el gen env.  
Adicionalmente con el empleo de MultiAlin, se 
comparó la secuencia consenso FJC-ENV-VIH 
con las secuencias de referencia ya mencionadas 
del gen env, lo que evidenció que coinciden 
en su totalidad (Figura 4).  Esto indica que los 
cebadores de la UDM-FJC son específicos para 
detectar el gen env del VIH-1.  

Como se observa en la Figura 5a, se obtuvo 
una sensibilidad analítica para la detección de 
hasta 10 cels/mm3, donde cada célula equivale a 
un genoma proviral defectivo.  La especificidad 
analítica fue del 100 %, ya que solo se observó 
amplificación para la muestra de ADNg extraído 
a partir de la línea celular 8E5 (positiva para 
VIH-1) (Figura 5b).

Gen gag

La amplificación por PCR anidada del gen 
gag reveló la presencia de una banda de 800 
pb aproximadamente (Carril 4, Figura 1b) que 
coincidió con el tamaño de 828 pb del amplicón, 
obtenido mediante la PCR virtual.  Para este 
análisis se empleó la secuencia de referencia 
del gen gag (Cuadro 2).  La secuencia consenso 
obtenido con MultAlin (Figura 3) se denominó 
FJC-GAG-VIH y publicó en GenBank bajo el 
número de acceso MH750308.1.  A esta última 
se le realizó un BLASTN para verificar que el 
fragmento obtenido correspondiera al VIH-1 
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Figura 1.  A) Amplificación del gen env mediante PCR anidada.  Carriles: 1.  Marcador de peso molecular (MPM) 100 pb 
(Invitrogen).  2.  Control positivo (C+).  3.  Paciente sano.  4.  Paciente VIH-1 positivo.  5.  Control sin templado (NTC).  
B) Amplificación del gen gag mediante PCR anidada.  Carriles: 1.  MPM 100 pb (Invitrogen).  2.  C+.  3.  Paciente sano 
4.  Paciente VIH-1 positivo.  5.  NTC.

Figura 2.  Alineamiento de la secuencia consenso FJC-ENV-VIH con las secuencias D86069.1, AF321147.1 y M14100.1 
reportadas para el gen env del VIH por otros autores.  Las letras de color rojo corresponden a las zonas donde la secuencia 
consenso se comparó con las otras secuencias publicadas.
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Figura 3.  Alineamiento de la secuencia consenso FJC-GAG-VIH con las secuencias HQ198036.1, GQ430663.1 yKY778694.1 
reportadas para el gen gag del VIH por otros autores.  Las letras de color rojo corresponden a las zonas donde la secuencia 
consenso se comparó con las otras secuencias publicadas.  Las letras en azul corresponden a los nucleótidos donde se 
observan cambios entre las secuencias.  
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Figura 4.  A) Determinación de la sensibilidad analítica de la PCR anidada para la detección del gen env.  Carriles: 1.  
Marcador de peso molecular (MPM) 100 pb (Invitrogen).  2.  Línea celular 8E5 dilución 1/10.  3.  Línea celular 8E5 dilución 
1/100.  4.  Línea celular 8E5 dilución 1/1 000.  5.  Línea celular 8E5 dilución 1/10 000.  6.  Línea celular 8E5 dilución 
1/100 000.  7.  Control sin templado (NTC).  B) Determinación de la especificidad analítica de la PCR anidada para la 
detección del gen env.  Carriles: 1.  Marcador de peso molecular (MPM) 100 pb (Invitrogen).  2.  Línea celular 8e5.  3.  
Hepatitis B.  4.  Hepatitis C.  5.  Línea celular RS4; 6.  Línea celular K562.  7.  ADNg de paciente sano (sin infección por 
VIH).  8.  Control sin templado (NTC).

Figura 5.  A) Determinación de la sensibilidad analítica de la PCR anidada para la detección del gen gag.  Carriles: 1.  
Marcador de peso molecular (MPM) 100 pb (Invitrogen).  2.  Línea celular 8E5 dilución 1/10.  3.  Línea celular 8E5 dilución 
1/100.  4.  Línea celular 8E5 dilución 1/1000.  5.  Línea celular 8E5 dilución 1/10000.  6.  Línea celular 8E5 dilución 
1/100 000.  7.  Control sin templado (NTC).  B) Determinación de la especificidad analítica de la PCR anidada para la 
detección del gen gag.  Carriles: 1.  Marcador de peso molecular (MPM) 100 pb (Invitrogen).  2.  Línea celular 8e5.  3.  
Hepatitis B.  4.  Hepatitis C.  5.  Línea celular RS4; 6.  Línea celular K562.  7.  ADNg de paciente sano (sin infección por 
VIH).  8.  Control sin templado (NTC).
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y los resultados indicaron coincidencia con 
múltiples aislados de diferentes partes del mundo 
(HQ198036.1, GQ430663.1 y KY778694.1), 
específicamente en relación al gen gag.  
Adicionalmente, con el empleo de MultiAlin, se 
comparó la secuencia consenso FJC-GAG-VIH 
con las secuencias de referencia ya mencionadas 
del gen gag, lo que evidenció que FJC-GAG-
VIH presenta solo 5 sustituciones de nucleótidos 
dispersos.  Esto indica que los cebadores de la 
UDM-FJC son específicos para detectar el gen 
gag del VIH-1.

Como se observa en la Figura 5a, se obtuvo 
una sensibilidad analítica para la detección de 
hasta 10 cels/mm3, donde cada célula equivale a 
un genoma proviral defectivo.  La especificidad 
analítica fue del 100 %, ya que solo se observó 
amplificación para la muestra de ADNg extraído 
a partir de la línea celular 8E5 (positiva para 
VIH-1) (Figura 5b).

DISCUSIÓN

A nivel mundial la transmisión materno-
infantil representa más del 90 % de las infecciones 
por VIH-1 en pacientes pediátricos menores de 
15 años (8,39).  Estas infecciones ocurren hasta 
en un 80 % durante el parto, y se ha determinado 
que en países de bajos recursos las infecciones 
intrauterinas y en la etapa de amamantamiento 
ocurren en un 30 % y 40 %, respectivamente (8).  
Los neonatos nacidos de madres seropositivas 
reciben por vía transplacentaria anticuerpos 
maternos, por lo que las pruebas serológicas 
tradicionales no resultan útiles para determinar 
el estatus de la infección (40).  Contar con una 
técnica de alta sensibilidad y especificidad 
como la PCR anidada, capaz de detectar de 
manera eficaz y rápida los genes principales del 
VIH-1 en pacientes pediátricos con sospecha 
de transmisión vertical, es de gran importancia.  
Estudios recientes demuestran que la PCR 
anidada es una técnica de biología molecular 
que se continúa empleando para la detección del 
VIH-1 en pacientes con la enfermedad (41-43).

La eficiencia y especificidad de la PCR anidada 
depende en gran parte de la validación de los 
cebadores utilizados (24).  Múltiples estudios 
internacionales han reportado la importancia de 

la validación de los cebadores para su uso en 
PCR (26,43-46).

Para la validación, una de las técnicas de 
laboratorio empleada es la secuenciación, 
la cual permite la identificación de genes 
y variantes (29).  La secuenciación por el 
método de Sanger es la técnica estándar de 
oro que proporciona la información definitiva 
para confirmar las variantes virales mediante 
programas bioinformáticos (29,48).

Con base a lo anterior, la UDM-FJC validó 
los cebadores que se emplean en la detección 
de los genes env y gag del VIH-1 en pacientes 
pediátricos con sospecha de transmisión vertical, 
a través de la secuenciación por el método 
de Sanger de los productos de PCR anidada 
de dichos genes y el empleo de programas 
bioinformáticos.  En concordancia con nuestros 
hallazgos, múltiples estudios reportan el uso de 
los genes env y gag para el diagnóstico de VIH-1 
a nivel mundial (17,23,49,50).

En el caso de ambos genes, los resultados de 
esta validación apoyan el uso de los cebadores 
seleccionados y son consistentes con lo reportado 
por D’Angelo y col. (17), quienes emplearon los 
mismos cebadores para la detección del VIH-1 
en ADN proviral.  En este estudio los autores 
verificaron la infección en los pacientes por 
VIH-1 con técnicas como la de ADN ramificado; 
mientras que en el presente trabajo se confirma 
que los productos de la PCR anidada corresponden 
a secuencias de los genes env y gag mediante la 
secuenciación y herramientas bioinformáticas, 
demostrando que los cebadores amplifican la 
región deseada.  Es importante resaltar que la 
secuencia consenso FJC-GAG-VIH presentó 5 
sustituciones de nucleótidos dispersos que son 
diferentes en relación con las secuencias del gen 
gag publicadas por otros autores en GenBank.  
Esto puede deberse a la alta tasa de mutación y 
gran heterogeneidad genética del VIH-1 (51).

Con el empleo de los cebadores seleccionados 
en la PCR anidada para la detección de los genes 
env y gag, se obtuvo para ambos una sensibilidad 
analítica de hasta 10 copias del virus por muestra, 
lo que coincide con otros estudios (50).  Asimismo 
se obtuvo una especificidad del 100 %, lo que 
confirma que los cebadores son específicos para 
la detección de estos genes del VIH-1.
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Otros laboratorios en Venezuela han reportado 
diversas secuencias de los genes env y gag del 
VIH-1 en GenBank (FJ659409.1, FJ659408.1, 
FJ659407.1, AY017010.1, FJ659674.1).  Las 
secuencias obtenidas en este trabajo fueron 
también publicadas en dicha base de datos, lo que 
constituye un aporte adicional de información 
valiosa para el avance de la investigación 
científica a nivel mundial.

En resumen, los cebadores previamente 
reportados en la literatura y utilizados en la 
UDM-FJC para la detección de los genes env y 
gag del VIH-1, presentan una buena especificidad 
y eficiencia; y pueden ser utilizados en la 
estandarización de pruebas de PCR anidada 
para el diagnóstico de los genes principales de 
VIH-1 en pacientes pediátricos con sospecha de 
transmisión vertical.

CONCLUSIÓN

Mediante la secuenciación por el método 
de Sanger de los productos de PCR anidada 
y el empleo de herramientas bioinformáticas, 
la UDM-FJC confirmó y validó los cebadores 
empleados para la detección de los genes env y gag 
del VIH-1, en los casos de pacientes pediátricos 
con la enfermedad referidos a nuestro centro de 
diagnóstico molecular.  Se pudo comprobar que 
la técnica tiene un límite de detección adecuado, 
ya que se detectó positividad a partir de 10 copias 
de VIH-1 proviral por muestra.  La determinación 
de dichos genes se emplea para el diagnóstico de 
VIH-1 en la población pediátrica con sospecha 
de transmisión vertical, incidiendo de manera 
importante en sus niveles de sobrevida.

Este estudio puede servir como referencia 
adicional para los laboratorios de diagnóstico 
molecular en el país, debido a que confirma 
que los cebadores previamente reportados en la 
literatura y validados por la UDM-FJC, presentan 
buena especificidad y eficiencia en la detección 
de los genes env y gag del VIH-1.

Cabe destacar que las secuencias obtenidas 
y publicadas en GenBank por la UDM-FJC son 
una referencia de las infecciones por VIH-1 en 
pacientes pediátricos de Venezuela.  La proporción 
de las variables genéticas del VIH que prevalecen 
en un país permite hacer comparaciones con 

otros países del mundo, en comportamiento y 
desenlace, lo que proporciona información útil 
de esta patología.
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