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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN
Historia del articulo: El presente documento intenta reflejar y actualizar las principales tareas y cometidos que un laboratorio
Recibido el 30 de junio de 2014 de microbiologia deberia tener para realizar el diagnéstico y seguimiento de los pacientes infectados por

Aceptado el 2 de julio de 2014 el VIH. Se distribuye en 3 apartados: en el primero se trata el diagnéstico serolégico, que en los tGltimos

afios ha sufrido una importante renovacion, y en el que hemos procurado adecuarnos a las demandas
Palabras clave: o diagnésticas y epidemiolégicas actuales, para que desde los laboratorios podamos contribuir a no perder
Virus de la inmunodeficiencia humana oportunidades de diagnéstico. En una segunda parte se describe la determinacién de la carga viral plas-
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Resistencias a antirretrovirales ademas de abordar un tema de enorme interés clinico, la significacion de la viremia persistente de bajo
grado. Finalmente, en el tercer apartado se desarrolla el tema de las resistencias a los fairmacos antirre-
trovirales tanto en pacientes naive como en fracaso, analizando la transcriptasa reversa, la proteasa y la
integrasa, e incorporando como novedades las técnicas de determinacién del tropismo viral, y el papel
de las variantes minoritarias.
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Microbiological diagnosis of human immunodeficiency virus infection

ABSTRACT

Keywords: This document attempts to update the main tasks and roles of the Clinical Microbiology laboratory in HIV
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Introduccion

En esta década se han cumplido los 30 afios de la infeccién VIH-
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clinica que requieren estos pacientes. Durante los afios 80 y 90
se tuvieron que desarrollar e implantar nuevas técnicas para el
diagnéstico microbiolégico de las infecciones oportunistas, en la
segunda mitad de los 90 se generaliz6 el uso de las determinacio-
nes de la carga virica plasmatica, lo que supuso el amanecer de la
microbiologia molecular, y en la primera década de este siglo se
implementaron las técnicas de secuenciacion para la deteccién y
analisis de las mutaciones que confieren resistencias a los farma-
cos antirretrovirales. El presente articulo resume la tercera edicién
del procedimiento del Diagnéstico microbiolégico de la infeccién por
el VIH y en él se han intentado reflejar y actualizar las principa-
les tareas y cometidos que un laboratorio de microbiologia deberia
tener para realizar la atencion integra al paciente infectado por
el VIH. Se han respetado algunos contenidos y el objetivo de la
segunda edicién, orientar de forma conceptual y practica la meto-
dologia empleada en el diagnéstico y seguimiento de la infeccién
por el VIH. Se mantiene su estructura en los 3 apartados anteriores:
diagnéstico seroldgico, determinacion de la carga viral plasmatica
(CVP) y analisis de las resistencias a los farmacos antirretrovirales.
Se ha incorporado un cuadro resumen con las «ideas clave» en cada
uno de los capitulos, que esperamos sean de utilidad para todos los
lectores del procedimiento.

Diagnostico serolaogico

El diagnéstico serol6gico en la presente actualizacién ha sufrido
una importante renovacion, intentando adecuarnos a las demandas
diagnosticas y epidemiolégicas actuales, y a contribuir a disminuir
las oportunidades perdidas en cuanto al diagnéstico. El diagnéstico
de la infeccién por el VIH se realiza mediante la deteccién de anti-
cuerpos especificos en el suero o plasma del paciente. La eleccién
de la técnica apropiada y del algoritmo diagnéstico dependeran del
objetivo a alcanzar.

Pruebas de cribado

El diagnéstico de infeccion por el VIH se hace generalmente en
funcién de la serologia, es decir, la deteccion de anticuerpos VIH-1/2
oladeteccién simultinea de anticuerpos VIH-1/2 y del antigeno p24
del VIH-1. Los ensayos serolégicos para esta determinacién pue-
den ser de cribado (screening) o de confirmacién. Los ensayos de
cribado identifican las muestras reactivas y deben tener una sensi-
bilidad superior, y los ensayos de confirmacién permiten conocer
si las muestras reactivas con un ensayo de cribado contienen anti-
cuerpos especificos para el VIH-1/2 y deben tener una especificidad
superior.

Como prueba de screening el inmunoanadlisis es el mas coste-
efectivo para llevar a cabo en un entorno de laboratorio con un
volumen importante de muestras. Debido a la diversificacién de la
terminologia en cuanto a la denominacién de los inmunoensayos
(EIA, CLIA, CMIA, QIA, etc.) los englobamos a todos con dicho tér-
mino. Los inmunoensayos han ido evolucionando, y se clasifican en
funcién de la base antigénica utilizada. Los de primera generacion,
que incorporaban lisado viral como antigeno, eran relativamente
sensibles, pero carecian de especificidad, y se detectaban los anti-
cuerpos 40 dias después de la infeccién (fig. 1). Posteriormente, se
desarrollaron ensayos de segunda generacion que utilizaban como
antigenos proteinas recombinantesy péptidos sintéticos que detec-
taban anticuerpos frente a los subtipos del grupo M, los grupos
N y O, y también frente al VIH-2. Se acortd el tiempo de detec-
cién de anticuerpos a 33-35 dias. Los inmunoensayos de tercera
generacion o tipo sandwich detectan anticuerpos de clase IgG e
IgM acortando el tiempo de deteccién de 20 a 25 dias. Por tltimo,
se han introducido las técnicas de cuarta generacién que detec-
tan simultaneamente anticuerpos y antigeno p24, reduciéndose

el tiempo de deteccién a 13-15 dias. Con estas técnicas de cuarta
generacion la sensibilidad aumentay se reduce la posibilidad de un
falso negativo, aunque hay que tener en cuenta que esta circuns-
tancia se puede dar, sobre todo, en la primera fase de la infeccién
hasta que se produce la seroconversiéon (periodo ventana), y en
menor medida en estadios finales de la infeccién, en pacientes con
tratamiento inmunosupresor, trasplantados de médula 6sea y en
personas con alteraciones de linfocitos B. Se estd evaluando un
nuevo inmunoanalisis de cuarta generacién que permite la detec-
cién e identificacién de forma individual de los anticuerpos del
VIH-1, anticuerpos del VIH-2 y del antigeno p24 del VIH-1'.

Infeccién aguda

Es la primera etapa de la infeccién por el VIH, inmediatamente
después de esta y antes del desarrollo de los anticuerpos. El 50% de
las personas pueden desarrollar manifestaciones clinicas sugesti-
vas de un sindrome retroviral agudo. En esta fase existen niveles
elevados del virus y por tanto los pacientes presentan altas tasas
de transmisién, por lo que el cribado en esta fase es especialmente
importante para prevenir la transmision. Al comienzo de la infec-
cién hay un aumento de la CVP que coincide con un pico en el nivel
de antigeno p24. Mas tarde, la disminucién de la carga viral y los
niveles de antigeno p24 coinciden con el incremento de los nive-
les de anticuerpos. Las pruebas convencionales del VIH a veces no
detectan la infeccién aguda, por lo que puede ser diagnosticada
mediante la deteccién del ARN-VIH en una muestra con un inmu-
noensayo negativo, o cuando se detecta un inmunoensayo positivo
con un test confirmatorio negativo o indeterminado y una prueba
virolégica positiva (ARN-VIH o antigeno p24)?.

Pruebas rdpidas de diagnostico

Son técnicas de rapida ejecucién, no necesitan aparataje, su
lectura es visual y subjetiva y generan un resultado en menos
de 30 min; cuando este es reactivo se considera preliminar y se
debe enviar una muestra del paciente al laboratorio de micro-
biologia para confirmar con técnicas suplementarias. Debido a su
simplicidad, coste y rapida respuesta, la OMS recomienda el uso
de pruebas rapidas en entornos de recursos limitados, mas que
para el diagnéstico en un laboratorio convencional. Las pruebas
rapidas se pueden realizar a partir de fluido oral, sangre total reco-
gida mediante puncién digital, suero y plasma. En los 2 primeros
casos disponen de licencia CLIA, lo que las habilita para su uso
en entornos fuera del laboratorio. Estas técnicas emplean anti-
genos similares a los inmunoensayos, detectando la presencia de
anticuerpos VIH-1, VIH-2 y/o el antigeno p24 del VIH-1. Pueden
ser de inmunoadherencia inmunocromatografica (flujo lateral) y
de inmunoadherencia por inmunofiltracién o inmunoconcentra-
cién. Estas pruebas tienen una alta sensibilidad y especificidad,
pero inferior a la de los inmunoensayos utilizados actualmente en
el diagnéstico convencional?, incluso las de cuarta generacién, que
detectan anticuerpos y antigeno p24*. Por tanto, las pruebas rapi-
das no son la mejor herramienta para identificar las infecciones
agudas, donde atin no se han desarrollado anticuerpos especificos
del VIH (falsos negativos)°.

Deteccién de antigeno p24 del virus de la inmunodeficiencia
humana

El antigeno p24 es una proteina del ntcleo viral que aparece
en sangre después de la infecciéon por el VIH, coincidiendo con
el aumento del nivel del ARN viral. El ensayo de deteccién de Ag
p24 detecta un nivel de antigeno que corresponde aproximada-
mente a un nivel de ARN del VIH de 30.000 a 50.000 copias/ml y
se convierte en positivo, aproximadamente, de 5 a 7 dias después
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Figura 1. Dias transcurridos desde la fecha de infeccién hasta que se positivizan las técnicas de diagnéstico de VIH-1.

de la deteccién del ARN viral. Esta prueba apenas es utilizada hoy
en dia, su uso queda practicamente restringido a los ensayos combo
de anticuerpo/antigeno, y en algunos laboratorios se utiliza para
el diagnéstico de la infeccién vertical.

Pruebas de confirmacion

Tradicionalmente las pruebas mas usadas son el Western Blot
(WB) y el inmunoanalisis en linea (LIA). Ambas técnicas pueden
llevar antigenos de envoltura del VIH-2 para poder diagnosticarlo.
Uno de sus principales inconvenientes es la lectura de las ban-
das para hacer la interpretacion, la ausencia de las mismas se
interpreta como un resultado negativo, y para valorar los resul-
tados positivos se pueden aplicar varios criterios establecidos por
distintas organizaciones: la OMS considera un resultado positivo
cuando hay al menos 2 bandas de glucoproteinas, el Center for
Disease Control (CDC) 2 bandas de p24, gp41 y gp160/gp120, la
Cruz Roja Americana (ARC) 3 bandas, una de cada gen estructu-
ral y el Consorcio de Estandarizacién de la Serologia de Retrovirus
(CRSS) establece que tiene que existir una banda de glucopro-
teina y otra que no sea de envoltura. También se pueden seguir

los criterios de interpretacién suministrados por el fabricante del
ensayo confirmatorio. Se considera un WB indeterminado cuando
se observan reactividades distintas a las del criterio de positividad,
y puede deberse a una infecciéon aguda o estadio muy avanzado
de la enfermedad, recién nacido de madre seropositiva, sueros
inactivados por el calor, paciente con factor reumatoide, reac-
ciones cruzadas con otros retrovirus, entre otras. En estos casos
es conveniente realizar una carga viral para evaluar una posible
infeccién aguda y al mismo tiempo solicitar una nueva mues-
tra.

El algoritmo actual con inmunoanadlisis mas WB o LIA es lento,
costoso y requiere un equipo sofisticado que hace que sea dificil lle-
varlo a cabo en entornos con pocos recursos. Por todo ello, surge la
necesidad de una prueba de confirmacién mas sencilla, mas barata
y rapida®. Actualmente se dispone de un sistema de confirmacién y
diferenciaciéonindividualizada del VIH-1y del VIH-2. Se trata de una
prueba inmunocromatografica que contiene péptidos recombinan-
tes o sintéticos especificos para el VIH-1 (gp160, gp41, p31, p24) y
para el VIH-2 (gp140, gp36) su lectura e interpretacién estan auto-
matizadas, lo que implica una gran objetividad, dando un resultado
en menos de 30 min.
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Figura 2. Algoritmo diagndstico.

Necesidad de un nuevo algoritmo diagnoéstico

Distintos organismos internacionales abogan por labtasqueda de
nuevos algoritmos para agilizar el diagnéstico de la infeccién por
VIH y asi reducir la transmisién, intentar que no se pierdan opor-
tunidades de diagnéstico y resolver resultados de inmunoanalisis
positivo con WB negativo o indeterminado’-3. La propuesta de un
nuevo algoritmo para los laboratorios asistenciales es la siguiente
(fig. 2): en primer lugar, realizar un inmunoensayo combo de cuarta
generacion, si resulta no reactivo, se interpreta como negativo. Si el
inmunoensayo es reactivo se repite por duplicado inmediatamente,
y las muestras repetidamente positivas se analizan mediante un
ensayo de confirmacién del VIH-1 y VIH-2, asegurando tiempos de
respuesta lo mas cortos posibles. Si este es concluyente se informa
como positivo para el VIH-1 y/o positivo para el VIH-2, y la reco-
mendacién de enviar una segunda muestra solo para verificar que
no han existido errores en la fase preanalitica, pero no hay que
esperar al resultado de esta para emitir el diagnéstico. Si el inmu-
noensayo combo y el de confirmacién son discordantes se realiza
una determinacién del ARN VIH-1, y si este resulta positivo, siem-
pre que se obtengan valores altos (ver apartado de carga viral), se
puede informar como una infeccién aguda por el VIH-1; si el ARN
VIH-1 es negativo estaremos ante la ausencia de infeccién por el
VIH-1 (falso positivo) o una posible infeccién aguda por el VIH-2,
situacién muy poco probable dada su baja prevalencia en Espafia.
El algoritmo también se puede comenzar con un inmunoensayo de
tercera generacion, pero se puede perder alguna infeccién aguda al
no tener la capacidad de detectar el antigeno p24 del VIH-1.

Interpretacion de resultados

Los inmunoensayos actuales tienen una sensibilidad mayor del
99%. Sin embargo no hay que olvidar la importancia de los valores
predictivos positivo (VPP) y negativo (VPN), que estan condiciona-
dos por la prevalencia de la infeccién por el VIH entre la poblacién
estudiada. A menor prevalencia el VPP disminuye y mayor es la

probabilidad de que se produzcan falsos positivos. Las causas de
los resultados falsos positivos son muy variadas: errores en la iden-
tificacién de la muestra, hemélisis, contaminacién microbiana del
suero o inactivacién de la muestra por calor. También se han notifi-
cado en pacientes con enfermedades autoinmunes, en multiparas,
multitransfundidos, hemodializados, en personas con infeccién por
otros virus (VPH, VHB), en individuos recién vacunados frente al
VHB y gripe o en pacientes con anticuerpos frente a distintos anti-
genos HLA.

Finalmente, es necesario resaltar que los resultados de las prue-
bas de cribado deben expresarse de forma claray precisa para evitar
situaciones diagndsticas confusas y de ansiedad innecesaria en el
paciente. En el caso que no se llegue a un diagnéstico definitivo se
daran las pautas especificas a llevar a cabo para poder llegar a un
diagnéstico concluyente.

Infeccién vertical y profilaxis postexposicion

El papel de la serologia en el diagnéstico del VIH en el recién
nacido es limitado. En este caso el diagnéstico requiere de técni-
cas de biologia molecular (ADN proviral o carga viral), ya que la
determinacién de anticuerpos carece de valor al detectarse los anti-
cuerpos maternos. En caso de serologia positiva en el recién nacido
se requiere un seguimiento serolégico de hasta 6 meses para verifi-
car la desaparicién de anticuerpos. Para la profilaxis postexposicién
la serologia se utiliza para el diagnéstico de la infeccién por el VIH
en el caso fuente de la exposicidn, siguiendo las recomendaciones
que se describen en los apartados anteriores. Ademas, se emplea
para el seguimiento del personal que se ha visto expuesto.

Determinacion de carga viral plasmatica del virus de la
inmunodeficiencia humana

La cargaviral del VIH o viremia plasmatica representa la concen-
tracion de virus presente en plasma y se expresa como nimero de
copias de ARN por mililitro o en logqo. Su determinacién, junto con
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Puntos clave

® La deteccién de anticuerpos frente al VIH en plasma o
suero se debe realizar con un inmunoandlisis de screening
o cribado que poseen una sensibilidad elevada y permiten
detectar la infeccién por los distintos grupos de VIH-1y por
VIH-2.

e | as muestras reactivas se deben confirmar siempre con un
ensayo de especificidad superior, que realizara la diferencia-
cién entre VIH-1 y VIH-2.

® Se recomienda emplear inmunoensayos de cuarta genera-
cién que detectan anticuerpos del paciente y antigeno p24
viral, que reduce el periodo ventana a 13-15 dias.

® Ante la sospecha clinica de infeccion aguda o ante evidencia
serolégica es aconsejable realizar la determinacion de la CVP
del VIH.

e El uso de pruebas rapidas esta muy extendido, pero hay que

poner especial atencion a su lectura. Un resultado reactivo

siempre hay que confirmarlo en un laboratorio de microbio-
logia.

El algoritmo diagnédstico de la infeccion por el VIH debe

permitir emitir un resultado positivo confirmado de forma

répida para contribuir a reducir la transmisiéon y no perder
oportunidades de diagnédstico.

el recuento de linfocitos CD4, son los parametros que se utilizan en
la monitorizacién del tratamiento antirretroviral®.

Técnicas disponibles

En la actualidad existen diversas técnicas para la cuantifica-
cién de la carga viral que tan solo difieren en sus formatos,
tiempos y capacidad de procesamiento (tabla 1)!°. Dichas plata-
formas emplean la PCR a tiempo real, que consigue altos niveles
de sensibilidad analitica, reproducibilidad y linealidad. Todas ellas
incorporan métodos automatizados de extraccién de ARN, redu-
ciendo el tiempo de procesamiento, la variabilidad y el riesgo de
contaminacién. Realizan una retrotranscripcién previa del ARN,
posteriormente se amplifica la diana con una PCR a tiempo
real empleando sondas fluorescentes. El limite inferior de detec-
ci6én varia entre las 20-100 copias/ml dependiendo de la técnica,
empleando un volumen de partida que varia entre 0,5-1,2ml de
plasma. Detectan la CVP en todos los subtipos B y no-B del VIH-1

Tabla 1
Técnicas disponibles para la deteccién de la carga viral plasmatica
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grupo M, algunas incluso el VIH-1 grupo O, sin embargo no detectan
la CVP de VIH-2. Se ha descrito variabilidad entre dichas técnicas,
sobre todo en la cuantificacién de los subtipos no-B, por lo que se
recomienda la monitorizacién de la CVP de un paciente siempre
con el mismo sistema.

Indicaciones

La CVP es el principal factor para la monitorizacién del trata-
miento antirretroviral (TAR). Esta desciende de forma acusada tras
lainstauraciéon del TAR, su objetivo segtin la guia de GESIDA es redu-
cir la carga viral rapidamente por debajo de los limites de deteccién
de la técnica (20-75 copias/ml) en 16-24 semanas y mantenerla
suprimida el mayor tiempo posible, ya que con este nivel de carga
viral se ha demostrado que no se seleccionan mutaciones de resis-
tencia. Cuando la carga viral basal sea muy elevada el objetivo del
tratamiento seria un descenso superior a 1log;o tras 4 semanas®.
Se recomienda medir la CVP al comienzo del TAR y a las 4 semanas,
y realizar el seguimiento cada 3-4 meses, pudiendo espaciarse su
determinacién hasta los 12 meses en pacientes con cargas repe-
tidamente suprimidas y estables clinica e inmunolégicamente. Se
considera que hay un fracaso virolégico cuando la carga viral es
detectable pasadas 24 semanas desde el comienzo del TAR, o si
tras alcanzar la indetectabilidad esta vuelve a ser > 50 copias/ml en
2 determinaciones consecutivas separadas 2-4 semanas.

La CVP se correlaciona con el riesgo de transmisién del VIH, de
tal manera que cuanto mayor es la CVP mayor es el riesgo de trans-
misiéon. Aunque no puede excluirse completamente, la transmisién
es poco probable por debajo de 1.000 copias/ml. Esta cifra junto a
las caracteristicas de la exposiciéon condicionan las diferentes pau-
tas de profilaxis postexposicién. En este sentido, hay estudios en
los que se ha demostrado que el descenso de la viremia en la pobla-
cién general (carga viral comunitaria) se ha correlacionado con un
menor evento de transmisién'!.

En el diagnéstico de la infeccién aguda por VIH, cuando los anti-
cuerpos especificos anti-VIH no son detectables, o cuando los
inmunoensayos son positivos pero el confirmatorio es negativo o
indeterminado, se puede emplear la CVP para realizar el diagnés-
tico siempre y cuando se obtenga un nivel de carga viral elevado. Las
pruebas de carga viral no han sido desarrolladas con una especifi-
cidad suficiente y pueden causar falsos positivos, por tanto, cuando
en estas situaciones de obtenga una carga viral baja es preferible
utilizar otras pruebas genéticas de tipo cualitativo con sensibilidad
y especificidad ampliamente demostrada, como el ADN proviral.
Existen situaciones especiales en donde la determinacién de la CVP

Abbott RealTime HIV-1
(m2000rt)

COBAS®
AmpliPrep/COBAS®
TagMan HIV-1, v2.0
(Roche)

NucliSens® EasyQ HIV-1
v1.2 (bioMérieux)

VERSANT® HIV-1 RNA
1.0 (kPCR) (Siemens)

Artus HI Virus-1 QS-RGQ
(Qiagen)

Amplificacién

Rango de carga viral

Subtipos

Grado de automatizacion

Tiempo de procesamiento
Ndmero de test/run

PCR a tiempo real

40 copias/ml
10 millones copias/ml

Grupo M-subtipos A-D,
F-H, J; varios CRF,
incluidos CRFO1_AE y
CRF02_AG; grupoNy O
No detecta VIH-2
Equipo de extracciéon
automatizada separado
del equipo de
amplificacién/deteccién
6h

96

PCR a tiempo real
(TagMan)

20 copias/ml

10 millones
copias/ml

Grupo M-subtipos
A-D, F-H, varios CRF,
incluido CRFO1_AE y
CRF02_AG; grupo O
No detecta VIH-2
Equipo integrado en
uma plataforma

6h
72

NASBA y deteccién en
tiempo real con
molecular beacons

10 copias/ml

10 millones copias/ml

Grupo M-subtipos A-D,
F-H, J; CRFO1_AEy
CRF02_AG

No detecta VIH-2

Equipo de extracciéon
automatizada separado
del equipo de
amplificacién/deteccién
4h

72

PCR a tiempo real
(TagMan)

37 copias/ml
11 millones copias/ml

Grupo M-subtipos A-D,
F-H, CRFO1_AEy
CRF02_AG; grupo O

No detecta VIH-2

Equipo de extracciéon
automatizada separado
del equipo de
amplificacién/deteccién
5,15h

96

PCR a tiempo real

34 copias/ml
44 millones copias/ml

Grupo M-subtipos A-D,
F-H
No detecta VIH-2

Equipo de extracciéon
automatizada separado
del equipo de
amplificacién/deteccién
5h

72
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se puede emplear como diagndstico de la infeccién VIH, como es el
caso del diagnéstico en recién nacidos de madres infectadas, ya que
en estos casos los anticuerpos maternos se transfieren al nifio y el
diagnoéstico serolégico podria dar un falso positivo. Se consideraran
validos solo aquellos resultados en que el nivel de viremia sea ele-
vado (>5.000 copias/ml), si no es preferible descartar la infeccién
mediante el uso del ADN proviral.

En paises con pocos recursos se ha propuesto la utilizaciéon de
gotas de sangre seca (dried blood spots [DBS]) para determinar la
carga viral del VIH de un paciente, ya que este método facilita
la recogida, transporte y conservacion de las muestras'?. Una vez
seco, el DBS puede ser almacenado con desecante y enviado a los
laboratorios centrales para realizar cuantificacién o caracterizacién
del VIH. La carga viral en DBS, sin embargo, puede también generar
falsos positivos debido a la deteccién de ADN proviral o ARN viral
asociado a células. La especificidad de la técnica aumenta cuando
las cuantificaciones son superiores a 3.000 copias/ml, cifra muy cer-
cana al cut off propuesto por la OMS para determinar el fracaso
virolégico que establece en 1.000 copias/ml, por tanto esta meto-
dologia se puede emplear para estas situaciones. Por otro lado, se
estan desarrollando otras estrategias para poder realizar CVP en
pacientes de zonas alejadas o rurales como la realizacién de sen-
cillos tests point-of-care (pruebas a pie de paciente) en microchip
tras concentracion de las muestras, o la estabilizacién y extraccién
del ARN en el centro asistencial antes de su envio al laboratorio
central 3.

Ademas se ha aplicado la determinacién de carga viral sobre
muestras como LCR, semen, muestras cervicovaginales o tejidos.

Interpretacion de los resultados

Para expresar los resultados cuantitativos de la CVP se emplean
habitualmente escalas logaritmicas. Estas permiten manejar mas
facilmente las cuantificaciones en valor absoluto que presentan
los virus en replicacién, y que comprenden varios 6rdenes de
magnitud. La mayoria de los pacientes infectados que no reciben
tratamiento tienen una CVP detectable en un rango muy amplio.
Hay que considerar también que para confirmar un fracaso virol6-
gico se debe confirmar este con una segunda determinacion.

Los criterios de respuesta y fracaso virolégicos siguiendo la guia
de GESIDA son:

- Respuesta virolégica: reduccién de la CVP superior a 1logyq tras
4 semanas desde el inicio del TAR y CVP menor de 50 copias/ml
tras 16-24 semanas de iniciado el TAR.

- Fracaso virolégico: corresponde a cualquiera de las siguientes
situaciones: a) CVP detectable tras 24 semanas del inicio del TAR;
b) si tras alcanzar la CVP indetectable esta vuelve a ser supe-
rior a 50 copias/ml en 2 determinaciones consecutivas (separadas
por 2-4 semanas). En pacientes con CVP muy elevadas (mas de
300.000 copias/ml) pueden requerirse mas de 24 semanas para
obtener una CVP indetectable.

El fracaso virolégico obliga a considerar distintos factores: falta
de adherencia al tratamiento, errores en la dosificacion, interaccio-
nes medicamentosas o alimentarias, problemas de malabsorcién o
desarrollo de mutaciones de resistencias a los firmacos antirretro-
virales.

Factores que aumentan la carga viral

Existen diferentes factores que pueden aumentar la CVP, aparte
de la progresion natural de la infeccién, como cuando se produce
un estimulo inmunolégico que aumenta la produccién de particulas
viricas por los linfocitos infectados. Si la medida de la CVP se efec-
tda tras un proceso infeccioso intercurrente o vacunacién puede

haber elevaciones transitorias. El tratamiento de algunas coinfec-
ciones como tuberculosis, malaria, herpes, sifilis o gonorrea podrian
reducir los niveles de CVP.

En el 15-30% de pacientes con CVP indetectable se pueden
producir ocasionalmente episodios aislados y transitorios de vire-
mia de bajo nivel (inferior a 500 copias/ml) denominados blips.
Esta viremia vuelve espontaneamente a ser indetectable sin nin-
gln cambio en el tratamiento antirretroviral. Los blips podrian
estar causados por la replicacién del VIH-1 en reservorios, fluc-
tuaciones biolégicas o errores en el procesamiento, y no parecen
tener especial relevancia clinica. Las nuevas técnicas molecula-
res para determinar la CVP permiten detectar una proporcién
importante de pacientes con niveles comprendidos entre 20 y
50 copias/ml, ademas de otros con viremia detectable pero no
cuantificable (<20 copias/ml). Distintos autores han indicado que
esta viremia de bajo nivel cuando se detecta de forma persis-
tente se asocia con un mayor riesgo de fracaso virolégico. Los
autores de estos estudios concluyen, de forma undnime, sobre
la necesidad de estudios de intervenciéon que confirmen sus
resultados'-17,

Algunos pacientes infectados (5-7%), después del pico de vire-
miaintensa correspondiente alainfeccién aguda, pueden mantener
la replicacién del virus controlada por periodos prolongados en
ausencia de tratamiento antirretroviral. En estos casos, la CVP
puede ser indetectable durante meses. Esta situacidn suele ocurrir
en pacientes con diagnoéstico de certeza de infeccién, que se
encuentren asintomadticos y con cifras de linfocitos CD4 norma-
les. También darian indetectable la CVP cuando el VIH pertenece
a una variante no detectada por la técnica que empleemos (VIH-1
grupo O, grupo N, variantes genéticas del grupo M o VIH-2); esta
situacion se debe resolver por técnicas seroldgicas y moleculares
especificas.

Puntos clave

e |La mayoria de las plataformas actuales emplean la PCR en
tiempo real para cuantificar la CVP.

e La CVP es el principal factor para la monitorizacion del trata-
miento.

e Otras indicaciones son el diagndstico de la infeccién aguda,
diagnostico de la transmisién materno-fetal y la valoracién
del riesgo de transmision.

e Se suele realizar en plasma, si bien también se puede
emplear DBS, LCR, semen, muestras cervicovaginales o teji-
dos.

® La comunicacion del resultado de CVP se debe realizar en
valor absoluto y escala logaritmica para facilitar su interpre-
tacion.

® Para paises en vias de desarrollo se estan desarrollando sis-
temas point of care para la determinacion de CVP.

e La CVP comunitaria sirve como herramienta epidemioldgica
para valorar el riesgo de transmision de VIH.

® Cualquier nivel de CVP supone un riesgo para el posterior
fracaso virolégico.

Pruebas para la deteccion de resistencias y tropismo viral

Las pruebas para la deteccién de resistencias a antirretrovi-
rales pueden clasificarse en 2 tipos: genotipicas o fenotipicas'®.
Los métodos genotipicos determinan las mutaciones en la secuen-
cia primaria de nucleétidos del gen del VIH objeto de estudio,
comparandola con la secuencia de una cepa salvaje. La resis-
tencia fenotipica se expresa en términos de concentraciéon de
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farmaco necesario para inhibir la replicacién virica en cultivo celu-
lar. Generalmente se expresa en términos de Clsg, indicando la
concentracién de farmaco requerida para reducir al 50% la produc-
cién viral in vitro. La interpretacion de estos valores es diferente
dependiendo del farmaco implicado.

Técnicas genotipicas

La secuenciaciéon de acidos nucleicos es el método genotipico
de referencia para la determinacién de la resistencia del VIH a
los farmacos antirretrovirales. Se obtiene informacién completa
de la secuencia de la retrotranscriptasa (RT), proteasa e integrasa,
en busca de mutaciones que confieran resistencia al tratamiento.
Los ensayos de secuenciaciéon comerciales mds utilizados han sido
TRUGENE™ HIV-1 Genotyping Test (Siemens NAD) y ViroSeq™
HIV genotyping system (Abbott Diagnostics). El primero utiliza la
secuenciacién bidireccional y la electroforesis en gel, y permite
investigar mutaciones en la RT y la proteasa; el segundo emplea el
método unidireccional y la electroforesis capilar, y permite inves-
tigar mutaciones en la RT, proteasa e integrasa. Ambos sistemas
ofrecen un software para la edicién de las secuencias y un algoritmo
propio de interpretacién.

Debido a que es dificil tener un profundo conocimiento de la
significacién clinica de todas las mutaciones, los ensayos genotipi-
cos se suelen acompaiiar de una interpretacién de las mutaciones
encontradas. Es en este punto, en la interpretacién, cuando se acaba
la reproducibilidad interlaboratorio'?. El elevado ntimero de muta-
ciones de resistencia y la existencia de interacciones entre ellas
son algunas de las causas de los problemas en la interpretacion.
La interpretacién de las mutaciones de resistencia se hace princi-
palmente sobre la base de algoritmos informaticos que reconoce
las mutaciones de resistencia. De hecho, el genotipo del VIH-1
interpretado por un conjunto de normas del software, predice la
evolucién virolégica cuando se complementa con la informacién
clinica como base para realizar un cambio de tratamiento. Existen
mas de 25 sistemas de interpretacién; algunos estan disponibles
en Internet (http://www.iasusa.org/) (http://hivdb.stanford.edu/).
En Espafia disponemos del algoritmo de la Red de investigacién
en sida, que se actualiza periédicamente y esta disponible en:
www.retic-ris.net. Todos ellos son facilmente accesibles y presen-
tan sistemas de interpretacién sencillos para todos los farmacos
disponibles, sin embargo cuando se comparan los algoritmos entre
si existen serias discrepancias2’.

Finalmente, hay que destacar que es importante interpretar el
resultado de las pruebas de resistencia teniendo en cuenta la his-
toria previa de tratamiento antirretroviral y, en su caso, estudios
previos de resistencias que se hayan realizado al mismo paciente,
intentando disponer del genotipo acumulado?!.

Técnicas fenotipicas

Los estudios fenotipicos tienen la ventaja de valorar con mayor
fidelidad la sensibilidad del virus frente a cada farmaco, y segtin este
grado de sensibilidad se podria valorar en un futuro la posibilidad
de sobrepasar laresistenciaaumentando los niveles plasmaticos del
farmaco. Sin embargo, los estudios fenotipicos deben considerarse
por el momento como poco viables, principalmente por la compleji-
dad, laboriosidad de la técnicay el tiempo necesario para la emisién
de resultados. Esto ha provocado que queden limitados a métodos
que utilizan virus recombinantes, y que solo se realizan en labora-
torios especializados de investigacion y/o de casas comerciales. Los
3 ensayos de virus recombinantes que se comercializan son: Antivi-
rogram (Tibotec-Virco), Phenosense™ (Virologic) y Phenoscript™
(Viralliance-SAS).

Técnicas para la determinacién del tropismo viral

El tropismo viral en el VIH es la capacidad que tiene el virus
de utilizar un determinado correceptor, como los receptores de
quimiocinas CCR5 y CXCR4, para poder entrar en la célula diana,
lo cual ha permitido clasificar a los aislados virales en variantes
R5-trépicas, X4-trépicas y dual mixtas (D/M) en funcién del corre-
ceptor utilizado. La aprobacién de los antagonistas de CCR5, que
como el maraviroc (MVC) presentan actividad especifica frente a
las variantes R5-trépicas, ha generado la necesidad de disponer
de ensayos para la determinacién del tropismo viral en aquellos
pacientes candidatos a iniciar un tratamiento con este farmaco,
ya que la deteccion de variantes X4-trépicas se ha asociado con
el fracaso al tratamiento.

Desde un principio los ensayos utilizados para la determinacion
del tropismo viral han sido de indole fenotipica y estan basados
principalmente en la generacién de virus recombinantes a partir
de la envuelta del virus (ESTA-Trofile, Tropitest, Toulouse Tropism
Test, etc.), en la combinacién de métodos genotipicos y fenotipicos
(Virco type HIV-1, PhenoX-R, HIV-1 Phenoscript Env, etc.) y final-
mente en el cocultivo a partir de PBMC del paciente con distintas
lineas celulares como U87 (Trocai) o MT2 para determinar el efecto
citopdtico viral. Estos ensayos constituyen todavia el método de
referencia para caracterizar el tropismo viral por su gran sensibi-
lidad para detectar las variantes minoritarias CXCR4 y/o CCR5 en
los subtipos B y no-B del VIH-1, y ademads representan el Gnico
método para medir la resistencia a los antagonistas de CCR5. Sin
embargo, este tipo de ensayos presentan ademas de un precio ele-
vado complicaciones técnicas y en especial logisticas que dificultan
su utilizacién en la practica clinica. En este contexto, los métodos
genotipicos, basados en el andlisis por secuenciacién de la ter-
cera region variable (V3) de la gp120 del VIH-1 se presentan como
una alternativa mas econémica, rapida y factible de desarrollar
en cualquier laboratorio de virologia que cuente con equipo de
secuenciacion. Se han descrito desde un principio diferentes reglas
y algoritmos bioinformaticos para la prediccién del tropismo viral
(WetCat, WebPSSM, FortinbrasPSSM y Geno2pheno) que se funda-
mentan en las caracteristicas de la secuencia de aminoacidos de
dicha regién.

Actualmente las herramientas genotipicas son comparables en
la prediccién de la respuesta a MVC y en la capacidad de identi-
ficar pacientes respondedores y no respondedores, a pesar de su
menor sensibilidad para detectar variantes X4-trépicas respecto
de los ensayos fenotipicos. No obstante, hay que considerar, en
el panorama terapéutico actual, la contribucién de los farmacos
administrados junto a MVC para conseguir la supresion viral. Por
todo esto, las diversas guias de manejo de la infeccién por VIH?22
incluyen entre sus recomendaciones la posibilidad de determinar
el tropismo del VIH-1 mediante métodos genotipicos para guiar el
uso terapéutico de los antagonistas de CCR5.

Los métodos para la determinacién genotipica del tropismo viral
basados en la secuenciacién directa se presentan hoy en dia como
la principal alternativa rapida, fiable y factible de realizar en labo-
ratorios de microbiologia molecular asistenciales®3.

Limitaciones de los test de resistencia

Las técnicas de las que disponemos aseguran un 98-100% de
éxito en la amplificacién en muestras con una carga viral superior
a 500-1.000 copias/ml. No obstante, con las adecuadas modifica-
ciones es posible amplificar practicamente cualquier muestra con
carga viral detectable, es decir, con mas de 50 copias/ml, y estudios
recientes han demostrado la utilidad clinica de la determinacién
de resistencias en pacientes con viremia de bajo nivel, incluso
por debajo de 200 copias/ml242>, Por otra parte, ninguno de los
métodos genotipicos o fenotipicos asegura la deteccién de todas
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las variantes o cuasiespecies virales, sino que solo detectan una
variante si esta representa mas del 20% del total de la poblacién.
Para asegurar la deteccién de las variantes minoritarias es nece-
sario recurrir a técnicas especiales (clonacién de los productos de
amplificacién, PCR mediante diluciones al limite o PCR a tiempo
real) que son de dificil implantacién en la rutina del laboratorio.
Este hecho explica por qué los métodos que utilizamos predicen el
fracaso de un farmaco, pero no aseguran el éxito ya que las variantes
minoritarias pueden ser portadoras de mutaciones de resistencia y
ser seleccionadas mediante el empleo de ese firmaco en concreto.
Sin embargo, la reciente introduccién de métodos de secuenciacién
masiva (UDS), que permiten la deteccién de mutaciones de resis-
tencia presentes en hasta el 0,5% de la poblacién total, abren una
posibilidad real a su implantacién en la rutina asistencial.

Indicaciones

Las indicaciones para la utilizacion de las pruebas de resistencia
recomendadas a nivel nacional® e internacional?25 por diversos
grupos de expertos incluyen:

a) Pacientes sin tratamiento previo: se debe realizar un test de
resistencias en todos los pacientes en el momento del diag-
néstico (All), ademds de repetirlo en el momento de iniciar
tratamiento si este se difiere (GESIDA, All; DHHS, CIII). Se han de
investigar mutaciones trasmitidas en la integrasa viral solo en
aquellos casos en los que exista una alta sospecha (DHHS, CIII).
Se debe realizar un test genotipico para estimar el tropismo viral
en aquellos casos en los que se vaya a iniciar tratamiento con un
antagonista de CCR5 (DHHS, Al).

b) Paciente con tratamiento antirretroviral: recomendar en todo
fracaso al TAR (GESIDA, DHHS, Al). Se han de investigar muta-
ciones de resistencia en la integrasa solo en aquellos casos en
los que se fracasa a un inhibidor de la integrasa (DHHS, CIII). Se
debe realizar un test genotipico para estimar el tropismo viral
en aquellos casos en los que se vaya a iniciar tratamiento con un
antagonista de CCR5 (DHHS, Al). La DHHS recomienda realizar
estudios de resistencia por encima de 500 copias/ml (BII).

Las guias de la DHHS recomiendan ademas la realizacién de los
test de resistencias en los casos en los que la supresién virolégica
tras iniciar tratamiento es subéptima (BIII) y en todas las mujeres
embarazadas antes de iniciar tratamiento (Alll). Finalmente desa-
consejan su empleo después de suspender un tratamiento (DIIII)
por la reversién de la mayoria de las mutaciones que no se detec-
tarian al ser subpoblaciones minoritarias.

Los ensayos de resistencia como herramienta para epidemiologia
molecular

Como consecuencia de su alta diversidad genética, el VIH-1 ha
sido clasificado en 4 grupos (M, O, N y P) en funcién de la homo-
logia de secuencias genéticas completas o parciales. Mientras que
los grupos O, N y P estan restringidos principalmente a Africa cen-
tral, el grupo M es el responsable de la pandemia del VIH-1. Por su
parte, la alta tasa de recombinacién observada dentro del grupo M
contribuye a incrementar su diversidad genética, dando lugar a una
gran variedad de variantes que se clasifican en subtipos (A-D, F-H, ]
y K), subsubtipos (A1, A2, F1 y F2) e intersubtipos como las formas
recombinantes circulantes (CRF, al menos 61 CRF, http://www.hiv.
lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.htmL) y tinicas (URF). La
distribucién geografica de los subtipos del VIH-1 es desigual,
asi el subtipo B solo representa un 10% de las infecciones, sin
embargo es el mas prevalente en los paises desarrollados, de ahi
su interés. El resto de subtipos y formas recombinantes que sue-
len agruparse como «subtipos no-B» han experimentado estos

altimos afios un incremento en su prevalencia en los paises des-
arrollados; en Espafia su prevalencia se estima en torno a un
15%. El andlisis filogenético es la técnica de referencia para el
subtipado y discriminacién entre subtipos y CRF, sin embargo
debido a su complejidad han sido desarrolladas varias herramien-
tas de subtipado automatico que usan las secuencias del gen
pol obtenidas de los estudios genotipicos de resistencia y que se
encuentran disponibles en la Web (REGA, Standford, geno2pheno,
NCBI, STAR, EuResist, TherapyEdge y jpHMM). Por dltimo, y
por lo que respecta al VIH-2, se han descrito 8 grupos (A-H)
siendo los mas frecuentes a nivel mundial el A y el B; hasta el
momento solo se ha descrito una tinica forma de CRF (http://www.
hiv.lanl.gov/content/sequence/HelpDocs/subtypes-more.htmL).

Puntos clave

® | os métodos genotipicos son los preferidos para la determi-

nacion de resistencias y para la estimacion del tropismo.

Se pueden determinar resistencias en la transcriptasa

reversa (RT), proteasa (Pro) e integrasa (INT).

En los estudios de resistencias del VIH la mayor variabilidad

se produce a la hora de la interpretacion.

Las guias clinicas recomiendan la determinacién de resis-

tencias tanto en pacientes naive (solo RT y Pro) como en los

fracasos.

e Se debe considerar la determinacion del tropismo viral en
aquellos pacientes en fracaso con indicacidn de tratamiento
con una antagonista de CCRb5.

e A pesar de su complejidad, las técnicas de variantes mino-

ritarias han demostrado su utilidad clinica, aunque por el

momento son poco accesibles a los laboratorios de rutina.

Los estudios de resistencias aportan una informacién funda-

mental para conocer la epidemiologia molecular del VIH.
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