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En el diagnéstico de la infeccién VIH, para considerar un resultado positivo, se recomienda el uso de tres
técnicas con distinto principio o base antigénica, siendo obligado que para la confirmacién una de ellas
sea el Western Blot. Las técnicas seroldgicas de cuarta generacion acortan el periodo ventana a 13-15 dias,
debido a que incluyen la deteccién de antigeno-p24. La deteccién del genoma-VIH (ADN proviral/ARN)
complementa al diagndstico serolégico en situaciones complejas. La viremia plasmatica (carga viral) se
utiliza para el seguimiento de los pacientes infectados por VIH, para contribuir a la decisién del inicio de
tratamiento y para comprobar el fallo virolégico al régimen antirretroviral en uso. Las pruebas de resis-
tencia se utilizan para guiar el cambio de tratamiento, y para detectar la transmisién de cepas resistentes
en los nuevos diagnésticos. Antes de utilizar un antagonista de CCR5 hay que determinar el tropismo
viral; para ello, se pueden utilizar métodos genotipicos, accesibles a los laboratorios de diagnéstico, o
fenotipicos, de mas dificil acceso.

Palabras clave:

VIH

Diagnéstico de laboratorio
Monitorizacién

© 2010 Elsevier Espaiia, S.L. Todos los derechos reservados.

Laboratory diagnosis of HIV infection, viral tropism and resistance to
antiretrovirals

ABSTRACT

Keywords: The accurate diagnosis of HIV infection demands that to consider a positive result, at least three assays
HIV with different antigenic base should be used, one of them, Western-Blot being mandatory for confirma-
Laboratory diagnosis tion. Fourth generation ELISAs shorten the window phase to 13-15 days, as they now include p24 antigen
Monitoring detection. Proviral DNA or Viral RNA detection by molecular methods have proved useful for addressing
complex situations in which serology was inconclusive. Viral load (HIV-RNA) is routinely used to follow-
up HIV infected patients and is used for treatment initiation decisions. It is also used to monitor viral
failure. When this happens, resistance tests are needed to guide treatment changes. Resistance is also
used to assess the transmission of drug resistance to newly diagnosed patients. Finally, before using an
anti-CCR5 drug, viral tropism needs to be determined. This can be done using genotypic tests, widely

available in many HIV labs, or phenotypic tests, only available at certain sites.
© 2010 Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Introduccion conocimientos de los mecanismos inmunopatogénicos, de la rela-

cién hospedador-virus, de los mecanismos de replicacién virica, y

A mediados de la década de 1980 se introdujo el diagnéstico
del VIH para identificar individuos con sospecha de infeccién por
dicho virus. Durante estos 25 afios, las pruebas diagnésticas han
tenido un gran desarrollo como consecuencia del progreso en los
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de la respuesta inmune que sucede en los individuos infectados en
el curso de la infeccién. Los adelantos en la tecnologia, principal-
mente los avances en técnicas de biologia molecular a través de
la incorporacién de la PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa),
sin duda han contribuido a implementar métodos de laborato-
rio de inestimable valor para el manejo del paciente VIH. En este
capitulo se revisaran los principales métodos disponibles para el
diagnéstico de laboratorio de la infeccién por el VIH, y para la deter-
minacién de las resistencias a los antirretrovirales y del tropismo
viral.
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Marcadores inmunolégicos y virolégicos durante la
infeccion

En el curso de la infeccién se pueden utilizar varios marcadores
viricos para identificar la infeccién y monitorizar su tratamiento. La
cinéticay el momento de aparicién de cada uno de ellos es distinto,
y la eleccién del marcador a detectar va a depender del objetivo
del diagnéstico'. El primer marcador que aparece tras la infeccién
es el ARN-VIH que se puede detectar por técnicas de amplificacién
aproximadamente a las dos semanas de la infeccién, generalmente
a los 10-12 dias. Practicamente al mismo tiempo que el ARN-VIH,
se puede detectar el ADN de VIH integrado en el genoma celular
(ADN proviral). El antigeno p24 aparece en suero a los 11-13 dias, y
se puede detectar, con las técnicas de maxima sensibilidad, aproxi-
madamente durante 1 mes y medio2. Los anticuerpos se detectan
en el suero a las tres o cuatro semanas de la infeccién, con una
media de 22 dias, y alcanzan su concentracién maxima a las 10-12
semanas>. Cuando aparecen los anticuerpos, disminuyen los nive-
les de viremia y desaparece el antigeno p24 como consecuencia de
la formacién de inmunocomplejos!.

Elintervalo de tiempo que existe entre la infeccién y la aparicion
de anticuerpos o seroconversion, se conoce como periodo ventana,
y se caracteriza por presencia de ADN proviral, ARN-VIH, antigeno
p24 y ausencia de anticuerpos especificos.

Técnicas de deteccion de infecciéon VIH

El diagnéstico de infeccion se realiza detectando la presencia
de anticuerpos especificos ya que estos se encuentran en el suero
practicamente en el 100% de las personas infectadas.

Con objeto de minimizar el riesgo de obtener un resultado falsa-
mente negativo todas las técnicas son extremadamente sensibles, y
capaces de detectar anticuerpos de baja avidez por antigeno que se
producen sélo en las fases tempranas de la infeccién. La sensibili-
dad es del 99%, hay que sefalar que es imposible conseguir un 100%
porque la seroconversién no ocurre hasta las 3-4 semanas y ade-
mas pueden existir infectados seronegativos como consecuencia de
defectos inmunitarios.

El incremento de la sensibilidad lleva aparejado un descenso de
la especificidad (se producen falsos positivos), aunque las técni-
cas actuales cifran la especificidad en torno al 99%. Por otro lado,
a menor prevalencia de la infeccién VIH en la poblacién estudiada,
disminuye el valor predictivo positivo y es por tanto mayor la pro-
babilidad de que se produzcan resultados falsos positivos con tasas
de infeccién por VIH bajas. Por ello, todo resultado positivo debe
ser confirmado mediante un test confirmatorio!.

Técnicas de screening: ELISA

La calidad diagnéstica del ELISA viene determinada por una cui-
dada seleccién del punto de corte o “cut-off” y sobre todo por la
base antigénica utilizada que captura los anticuerpos especificos
presentes en la muestra. Las primeras técnicas se desarrollaron en
1985, usaban como base antigénica un lisado virico, y se detec-
taban los anticuerpos a los 40 dias de la infeccién!. En 1987 se
introdujeron las técnicas de segunda generacién que incorporaban
como antigenos proteinas recombinantes y péptidos sintéticos, y
nuevos antigenos que permitieron detectar anticuerpos frente a
todos los subtipos M, y los grupos Ny O, y frente a VIH-2. Se con-
siguié incrementar la sensibilidad, detectandose los anticuerpos
a los 33-35 dias tras la infeccién®. En 1994 las técnicas de ELISA
adquirieron el formato “en sandwich”, se denominaron ELISA de
tercera generacion, detectan anticuerpos de clase IgG e IgM, y por
ello se acorta el periodo ventana a 22 dias*. Estas técnicas se han
modificado utilizando sustratos fluorescentes (ELFA) o formatos de
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Figura 1. Tiempo de aparicién de marcadores especificos de infeccién VIH.

quimioluminiscencia, lo que permite la automatizacién, el pro-
cesamiento de un gran ndmero de muestras, la reduccién de
manipulacién y de los costes®. Recientemente se han introdu-
cido las técnicas de cuarta generacién que permiten la deteccién
simultdnea de anticuerpos y antigeno p24, reduciéndose el periodo
ventana a 13-15 dias, es decir, se aproxima casi a la deteccién de
ARN-VIH* (fig. 1). Con estas técnicas la sensibilidad se incrementa
hasta un 99,9% lo que reduce la posibilidad de un resultado falsa-
mente negativo, esto indica que en principio un resultado negativo
no requiere confirmacién ni seguimiento serolégico, excepto en
personas con alto riesgo de adquirir la infeccién®. Hay que tener en
cuenta, que se pueden producir falsos negativos en fases iniciales
de la infeccién hasta que se produce la seroconversion, en estadios
finales de la misma, en pacientes con tratamiento inmunosupresor,
trasplantados de médula 6sea, personas con alteraciones de linfo-
citos B, en pacientes con hipogammaglobulinemia, infectados por
tipos de VIH no detectados por la base antigénica, o por un error
en la identificacién de la muestra®. La especificidad se sitia entre
el 99,5% y 99,9% y se pueden producir falsos positivos como conse-
cuencia de reconocimientos no especificos de sustancias del suero
por los antigenos viricos de la base antigénica. Los factores que pue-
den estar implicados en la falsa reactividad son la base antigénica
utilizada, la inactivacién de las muestras por calor, los errores en
la identificacién de las mismas, y la hemélisis, aspecto lipidico y
contaminacién microbiana del suero. Se han descrito falsos positi-
vos en multiparas, hemodializados, multitransfundidos, pacientes
con hepatitis alcohélica, personas con infecciones agudas por otros
virus como herpes y VHB, vacunados frente a VHB e Influenzavi-
rus, pacientes con enfermedades autoinmunes, lupus eritematoso
diseminado, y personas con anticuerpos frente a diversos antigenos
HLA'>6, Debido a la posibilidad de estas reactividades no especifi-
cas hay que recurrir a las pruebas confirmatorias para verificar los
resultados positivos de las técnicas de screening.

Técnicas rdpidas

A veces se pueden plantear situaciones urgentes y por ello se
han desarrollado técnicas de ejecucién rapida, que no necesitan
aparataje y se pueden interpretar a simple vista. Se basan en la
aglutinacién de particulas sensibilizadas de latex, o eritrocitos, téc-
nicas de Dot-inmunoensayo y de inmunocromatografia capilar’. La
sensibilidad oscila entre el 85-99%%, y 1a especificidad entre el 93-
99%. Se suelen producir falsos negativos en muestras con bajo nivel
de anticuerpos o estadios recientes de infeccién!?, y falsos positivos
en regiones con alta prevalencia de anticuerpos!!.
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Ensayos confirmatorios

Las técnicas confirmatorias que se utilizan mas frecuente-
mente son el Western Blot (WB) y el inmunoblot recombinante o
imunoensayo en linea (LIA) que tienen como minimo la misma sen-
sibilidad que el ELISA y una especificidad superior. Ambas técnicas
pueden incorporar antigenos de envoltura de VIH-2 lo que permite
diagnosticar este tipo virico.

El Western Blot es una metodologia en la cual las distintas pro-
teinas viricas se separan en funcién de su peso molecular mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida y se transfieren a una mem-
brana de nitrocelulosa sobre la que se afiade e incuba el suero del
paciente, la unién antigeno-anticuerpo se detecta mediante una
técnica de ELISA. Si el suero posee anticuerpos frente a una proteina
se produce una banda coloreada que define la reactividad en WB.
Detecta anticuerpos frente a las glicoproteinas de envoltura gp160,
gp120 y gp41, las codificadas por el gen gag p55, p24y p17 y las
proteinas enzimdticas p66, p51 y p31'. Existen casas comerciales
que incluyen al menos una proteina del gen env de VIH-2 lo que
permite identificar las infecciones producidas por dicho tipo virico.

En el momento actual esta metodologia se ha semiautomati-
zado lo que facilita su realizacién, pero los resultados pueden ser
subjetivos, ya que lectura se basa en la observacion de la presencia
de bandas coloreadas que corresponden a las distintas proteinas
viricas®. Por ello, en cada laboratorio se debe establecer una disci-
plina de lectura de reactividades.

La “interpretacién” de los resultados es uno de los mayores
puntos conflictivos en la serologia VIH, se considera negativo la
ausencia total de reactividad; para valorar la positividad existen
numerosos criterios, segtn el Center for Disease Control (CDC) se
considera positivo cuando se detectan al menos 2 bandas de p24,
gp41, y gp160/gp120, la OMS reconoce una prueba positiva con
2 bandas, el ARC (Cruz Roja Americana) indica que deben existir
tres bandas una de cada gen estructural, y el Consorcio de Estan-
darizacién de la Serologia de Retrovirus indica que debe existir
al menos una de gp120 o gp160 y una de p24 o p3121213, Cada
laboratorio debe establecer sus propios criterios de acuerdo a las
indicaciones de la técnica que se utilice. Se interpreta como “inde-
terminado” cualquier reactividad que no retina el criterio minimo
de positividad y es en esta categoria donde surgen mas contro-
versias ya que las causas del WB indeterminado son diversas y
pueden corresponder a fases tempranas o estadios avanzados de la
infeccion con deterioro inmunolégico grave, y presencia de inmu-
nocomplejos que pueden reducir los anticuerpos circulantes, recién
nacidos de madre VIH positiva, a sueros hemolizados, inactivados
por calor, con factor reumatoide, o con bilirrubina elevada, a reac-
ciones cruzadas con otros retrovirus, sueros de pacientes infectados
por subtipo no B o con hipergammaglobulinemia secundaria a la
hiperestimulaciéon antigénica, multitrasfundidos, o a situaciones
patolégicas como conectivopatia, gammapatia policlonal y lupus
eritematoso diseminado®. La posibilidad de un WB indeterminado
o incluso negativo se incrementa cuando se realiza el screening con
técnicas de cuarta generacion, debido a que las mismas detectan
antigeno y la positividad de de dicha técnica puede deberse casi
exclusivamente a antigeno p24 libre sérico. Por todo ello, un resul-
tado indeterminado debe ser evaluado minuciosamente valorando
la historia clinica del paciente, las practicas de riesgo y la posibi-
lidad de una infeccion reciente por VIH. Es importante observar el
patron de reactividades ya que si se detecta alguna banda de envol-
tura con o sin bandas del gen gag, puede deberse a infeccién VIH,
en estas situaciones se debe de recurrir a otras pruebas confirmato-
rias (LIA o IFI)'* y en ocasiones es necesario complementarlas con
la determinacién de ADN proviral o carga viral o antigeno p24 libre
sérico para valorar una posible primoinfeccién!2. En cualquier caso
ante un Western Blot indeterminado se debe solicitar siempre una
nueva muestra’.

En la repeticién con el nuevo suero, pueden existir varias posi-
bilidades, la primera es que la técnica de screening se mantenga
positiva y no se detecten cambios en el WB respecto al primero, o
incluso se produzca una disminucién en el nimero de bandas y en
intensidad, en este caso la posibilidad de una reaccién inespecifica
es alta, y el paciente debe ser tranquilizado. Se debe solicitar una
nueva muestra en un mes y comprobar que las bandas se mantie-
nen o desaparecen para dar una respuesta final. Hay que destacar,
que en la mayoria de casos estas situaciones se producen en sueros
con valores muy cercanos al punto de corte en las técnicas de scree-
ning. Si en el suero de repeticion la técnica de screening se mantiene
positivay se observan mas bandas y un incremento en la intensidad
de las mismas, probablemente sea debido a una seroconversion, en
cuyo caso se informara como positivo si retine los criterios de posi-
tividad, o se solicitard una nueva muestra si sigue interpretandose
como indeterminado®. El CDC recomienda realizar un seguimiento
de 6 meses en los WB indeterminados, y si el patrén de WB se man-
tiene estable, el resultado se debe considerar negativo enindividuos
sin sintomatologia y riesgo bajo de infeccion.

Deteccion de antigenemia

La deteccién de anticuerpos especificos, indican exposicion al
virus e infeccion, y la deteccién directa del antigeno viral p24 intro-
duce un concepto dindmico en la serologia ya que al ser un indice
de replicacién viral, aporta informacién sobre el estado actual de
la infeccién. Se detecta en estadios iniciales de infeccién, o en
evolucién a SIDA, y sirve de apoyo al diagnéstico serolégico en
aquellas situaciones en las que la deteccién de anticuerpos no es
concluyente$8.

El antigeno p24 se puede determinar en suero y plasma con téc-
nicas de ELISA de captura que aumentan la sensibilidad que en el
momento actual puede llegar a ser de 8 pg/ml, lo que segtn algunos
estudios puede equivaler a 5.000-10.000 copias de ARN de VIH.

Ensayos para la deteccién de infecciones recientes por VIH

La identificacién de infecciones recientes es importante para
conocer el patrén de transmisién de VIH en una comunidad o pobla-
cion. En la primera fase de la infeccién existen titulos bajos de
anticuerpos y anticuerpos de baja avidez; cuando la infeccién pro-
gresa la concentracién de anticuerpos y la avidez de los mismos se
incrementa. Los métodos que permiten diferenciar una infeccién
reciente de una crénica basados en la deteccién de anticuerpos
se agrupan bajo el término STARHS (algoritmo serolégico para la
deteccion de infeccion reciente por el VIH) que se basa en la apli-
cacion de dos técnicas de ELISA para detectar anticuerpos VIH, una
de ellas modificada para que sea menos sensible. Se considera una
infeccion reciente si la muestra es positiva para ELISA convencional
y negativa en el ELISA modificado de baja sensibilidad®. También se
pueden identificar infecciones recientes usando el indice de avidez.
Para ello se procesa el suero por duplicado (diluido con PBS y tra-
tado con guanidina que interfiere en la unién antigeno-anticuerpo
de baja avidez). Tras el procesamiento de ambos sueros se calcula
el indice de avidez dividiendo la sefial obtenida del suero tratado
con PBS/guanidina. Si el indice es < 0,6 se puede considerar con una
probabilidad elevada que la infecciéon ha ocurrido en los 6 meses
anteriores'>. Hay que destacar, que estas técnicas se utilizan con
fines epidemioldgicos, para conocer el patrén de transmisiéon de
VIH y poder disefiar medidas preventivas adecuadas.

Determinacién de ADN proviral
El ADN proviral se corresponde con el genoma viral integrado

en el genoma de la célula a la que el virus infecta. En la actualidad,
esta determinacién esta siendo reemplazada por la determinacién
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de carga viral (ARN-VIH), en gran parte debido a las dificultades
de disponer de ensayos comerciales para determinar ADN provi-
ral, con suficientes controles de calidad y certificacién por agencias
reguladoras, ademads de que para su realizacion se debe utilizar san-
gre total. Sin embargo, es la determinacién de referencia a la hora
de utilizar los métodos moleculares para diagnosticar la infeccién
VIH. En este sentido juega un papel importante para complementar
aquellas situaciones diagnésticas en las que la serologia no es con-
cluyente. Se puede utilizar para valorar la transmisién madre-hijo
en el diagnéstico de la transmisién vertical de VIH y para el segui-
miento de la profilaxis post-exposicion, aunque, como veremos a
continuacién, la mayoria de los laboratorios utilizan la carga viral
de VIH en estos escenarios.

Determinacién de la viremia plasmdtica (carga viral)

La viremia plasmadtica o carga viral del VIH se define como el
nimero de copias de ARN del virus que se encuentra presentes
en plasma. Su determinacién, junto con la cifra de linfocitos CD4
y la situacién clinica del paciente, se emplea para establecer las
decisiones terapéuticas y para la monitorizacién del tratamiento
antirretrovirall®. Es uno de los factores a valorar para decidir si se
debe iniciar el tratamiento, si bien el principal indicador en estos
casos es el recuento de linfocitos CD417.

El objetivo del tratamiento es reducir la carga viral de modo
rapido por debajo de los limites de deteccién (< 50 copias/mL) y
mantenerla suprimida el mayor tiempo posible, ya que con este
nivel de carga viral se ha demostrado que no se seleccionan muta-
ciones de resistencia. Una vez instaurado el tratamiento, la carga
viral disminuye rapidamente (1-2 log;g) en las primeras semanas
y algo mas lentamente a partir del primer mes de tratamiento, si
el régimen no incluye un inhibidor de la integrasa, hasta conseguir
un nivel estable por debajo del limite de deteccién que se correla-
ciona con unamayor duracién de larespuesta virolégica. En general,
se recomienda una determinacién al comienzo del tratamiento,
y después a las 4 semanas, y cada 4-8 semanas hasta conseguir
la supresion. El seguimiento posterior se deberia realizar cada 3-
4 meses durante al menos el primer afio!®. La potencia, eficacia,
tolerabilidad y facilidad de dosificaciéon de los nuevos tratamien-
tos, ademas de la situacién econémica actual estan planteando la
revision de estas pautas de monitorizacién. De hecho, una vez que
lareplicacién viral es suprimida, los intervalos de monitorizacién se
pueden extender hasta los 6 meses entre los pacientes que perma-
necen virolégicamente suprimidos y tienen un nivel de recuento
de CD4 por encima de los 350 células/pl. Se requiere una moni-
torizacién mas estrecha en aquellos pacientes que han necesitado
cambiar su tratamiento debido al fracaso virolégico'®.

En los pacientes con carga viral controlada se ha observado
ocasionalmente brotes transitorios de viremia de bajo nivel (blips)
que vuelve espontaneamente a ser indetectable sin ninglin cambio
en el tratamiento. Se desconoce la patogenia de los blips; aunque
diversos estudios sugieren que un pequefio porcentaje de pacientes
pueden desarrollar fracaso virolégico con aparicién de mutaciones
de resistencia, en general, no los relacionan con fracaso virolégico.

Se considera que hay un fracaso virolégico cuando la carga
viral es detectable a las 24 semanas de comenzado el tratamiento
antirretroviral, o si tras alcanzar la indetectabilidad ésta vuelve a
ser detectable en dos determinacién consecutivas separados en al
menos un mes. En esta segunda situacién, primero hemos de tener
en cuenta la tolerabilidad del tratamiento, las interacciones entre
farmacos, y la adherencia del paciente.

En la actualidad existen diversas técnicas para la cuantificacion
de la carga viral que tan solo difieren en sus formatos, tiempos y
capacidad de procesamiento. Algunas permiten la deteccién hasta
un nivel de 20 copias de ARN de VIH por mililitro de plasma, sin
embargo, todavia se desconocen las implicaciones clinicas de una

viremia entre 20 y 50 copias/ml. En el mercado existen sistemas
basados en la amplificacién de la sefial (branched-DNA) o en la
amplificacién de la secuencia (RT-PCR en tiempo real, NASBA y
LCx). Las técnicas de transcripcion reversa-reacciéon en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) en tiempo real basadas en sondas fluorescen-
tes son, en general, mas rapidas y permiten rangos dinamicos mas
amplios (20-107 copias/ml). Todas las técnicas detectan y cuan-
tifican el subtipo B, que es el mas prevalente en nuestro medio,
asi como los subtipos circulantes mas frecuentes. Sin embargo,
ninguna de las técnicas detecta el VIH-2. Por tltimo, se han des-
arrollado ensayos, no comerciales y utilizados en investigacién, que
permiten detectar una sola copia de ARN-VIH-120

Es necesario destacar, que la elevada sensibilidad de los ensa-
yos de cuantificacién de la carga viral del VIH puede originar un
uso inapropiado del mismo, como ocurre cuando se utilizan para
el diagnéstico precoz de la infeccién por VIH. Las pruebas de carga
viral no han sido desarrolladas con una especificidad suficiente y
pueden causar falsos positivos?!, en estas situaciones es preferible
utilizar otras pruebas genéticas de tipo cualitativo con sensibilidad
y especificidad ampliamente demostrada, como el ADN proviral.
Sin embargo, existen situaciones especiales en que la determi-
nacién de la carga viral se pueda usar como diagnéstico de la
infeccion por VIH, como es el caso de nifios recién nacidos de
madres seropositivas o en la primoinfeccién, cuando el diagnés-
tico seroldgico estd comprometido. Se consideraran validos sélo
aquellos resultados en los que el nivel de viremia sea elevado, si
no es preferible descartar la infecciébn mediante el uso de otras
pruebas.

Algoritmo diagnéstico

Cuando el objetivo de las pruebas de detecciéon de anticuerpos
frente al VIH es el diagnéstico de infeccién y la prevalencia de la
misma es inferior al 10%, se recomienda el uso de tres técnicas con
distinto principio o base antigénica, siendo obligado que una de
ellas sea el Western Blot. Para diagnosticar a una persona como
positiva las tres pruebas deben ser positivas. En la figura 2 se refleja
el algoritmo diagnéstico de la infecciéon VIH.

Pruebas para la deteccion de resistencias a antirretrovirales

El conocimiento de los mecanismos que llevan a la seleccién de
resistencias y de sus consecuencias (fracaso terapéutico), asi como
del perfil de resistencia de cada farmaco, junto con la posibilidad de
detectar su presencia mediante ensayos que se pueden llevar a cabo
en laboratorios de diagndstico clinico, han modificado la forma de
utilizacién de la terapia antirretroviral.

Entre las técnicas disponibles para la deteccion de resistencias
se encuentran los métodos «fenotipicos», consistentes en enfrentar
al virus a diferentes concentraciones de un determinado farmaco y
establecer el grado de inhibicién comparando con cepas control, y
los métodos “genotipicos”, que emplean el andlisis de la secuencia
de acidos nucleicos del virus para detectar la presencia de mutacio-
nes de resistencia®%23, Las pruebas genotipicas son las que tienen
mayor difusién entre los laboratorios de diagnéstico, mientras que
los ensayos fenotipicos quedan reservados para laboratorios de
investigacion. A principios de esta década, se realizaron numerosos
estudios que avalaron la utilizacién de las pruebas de resistencias
en la practica clinica, y que propiciaron que estos ensayos se reco-
mendaran en todas las guias de practica clinica sobre tratamiento
antirretroviral. Las principales caracteristicas de estos estudios se
muestran en la tabla 1. Los ensayos genotipicos exigen que la base
molecular de las resistencias esté suficientemente caracterizada,
de tal forma que la deteccién de una mutacion sea predictiva de la
falta de actividad de un determinado agente. Por esta razén, estas
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Figura 2. Algoritmo del diagndstico de infeccién VIH.

pruebas genotipicas tienen en general mas valor para detectar resis-
tencia (deteccién de una determinada mutacién), que para predecir
sensibilidad (ausencia de todas las posibles causas de resistencia).
Para la elaboracion de los perfiles de resistencia de cada farmaco
se han utilizado diferentes abordajes, como analizar los virus ais-
lados de personas en los que el fenotipo a un farmaco concreto era
resistente, caracterizando en estas cepas las mutaciones que apare-
cen en su genoma, y mas recientemente, los modelos de prediccién
basados en la respuesta viroldgica, que relacionan el perfil de muta-
ciones con la eficacia de un fairmaco en un régimen TARGA. De este
modo, ante un fracaso a una combinacién de farmacos, se puede
estudiar el genotipo y deducir que farmaco es causante del fracaso.
En la tabla 2 se recogen las ventajas e inconvenientes de los méto-
dos genotipicos y fenotipicos para la determinacion de resistencias
a los antirretrovirales.

Ensayos fenotipicos

Los métodos fenotipicos miden la concentraciéon de farmaco
necesario para inhibir la replicacién viral en cultivo celular. Los

resultados se expresan generalmente en forma de cambios en la
ICs (Fold Change -FC-), comparando con una cepa control. La inter-
pretacion del valor de FC es diferente dependiendo del farmaco
implicado. Los métodos de sensibilidad del virus en células mono-
nucleares de sangre periférica (CMSP) han sido desplazados en la
actualidad por otros ensayos basados en modelos de virus recom-
binantes. En los primeros se aisla el virus del paciente y se cultiva
con CMSP afnadiendo diluciones seriadas del farmaco. La suscep-
tibilidad relativa del virus a un fairmaco determinado se establece
en base a la menor concentracién del farmaco capaz de suprimir
la replicacién viral. Esta técnica presenta serios inconvenientes por
su gran laboriosidad, y porque son métodos caros, lentos y que no
estan al alcance de cualquier laboratorio de diagnéstico clinico. Para
eliminar alguno de estos inconvenientes se diseflaron los métodos
basados en el empleo de virus recombinantes que consiguen una
mayor rapidez y reproducibilidad en los resultados, aunque siguen
sin estar disponibles en los laboratorios de diagnéstico. Consis-
ten en la obtencién de la secuencia de los genes de RT y PR del
plasma de un paciente por medio de RT-PCR y su introduccién
dentro de un sistema ya estandarizado para la produccién de un

Tabla 1

Estudios que valoraron la utilidad de los estudios de resistencia.
Estudio Disefio Duracién N ACV VIH (logo copias/mL) p %pacientes CV<400 copias/mL p
VIRADAPT GT/STD 6 meses 108 -1,15vs -0,67 0.05 32vs 14 0,067
GART GT/STD 3 meses 153 —0,94 vs —0,47 0.003 34vs22 0,067
VIRA3001 FT/STD 4 meses 274 —1,23 vs —0,87 0.004 45vs 34 0,09
KAISER FT/STD 4 meses 115 -0,25vs —0,4 0.05 - -
NARVAL GT/FT/STD 3 meses 541 - - 41vs 33 vs 34 0,249
ARGENTA GT/STD 3y 6 meses 174 - - 27vs12/21vs 17 0,02/ ns
CTG575 FT/STD 6 meses 238 - - 48 vs 48 -
HAVANA GT/STD 6 meses 274 -1,1vs -0,8 ns 57 vs 42 0,01

FT: fenotipo; GT: genotipo; STD: estandar de tratamiento.
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Tabla 2
Ventajas e inconvenientes de los ensayos genotipicos y fenotipicos para la determinacién de resistencias a los antirretrovirales.
Ventajas Inconvenientes
Genotipo
Rapidez Deteccién indirecta de la resistencia

Dificultad técnica media, realizable en laboratorios hospitalarios
Menor coste econémico
La mutacién precede a la resistencia fenotipica

Desconocimiento del efecto de las resistencias cruzadas
Puede no existir correlacion con el analisis fenotipico
Carencia de sensibilidad para las variantes menores (< 20%)

Requieren la interpretacién por un experto
No son validos para nuevas drogas hasta que se diseflan los algoritmos de interpretacién y se
validan clinicamente

Fenotipo
Medida directa de la sensibilidad a los distintos antirretrovirales
Proporciona informacién acerca de las resistencias cruzadas
Reflejan el efecto de todas las mutaciones presentes, incluso aquellas
que atin no han sido descritas
Los resultados son faciles de interpretar

No puede realizarse con cargas virales bajas
No detecta subpoblaciones virales que constituyan menos del 10-20% de la poblacién total
No aporta sensibilidad a combinaciones de farmacos

Falta de estandarizacion en los valores de ICso de cada farmaco

Disponible Gnicamente en laboratorios comerciales por su elevada complejidad
Elevado coste y técnica compleja
Posible seleccién de variantes viricas mejor adaptadas al cultivo celular

VIH recombinante capaz de infectar una linea celular, incluyendo
un procedimiento que facilita la lectura de los resultados. Actual-
mente hay tres compaiiias principales que ofrecen la realizacién
de estas pruebas fenotipicas: Antivirogram® (Virco), PhenoSense®
(Virologic)y Phenoscript® (VIRAlliance). Las caracteristicas de estos
ensayos se muestran en la figura 3. La interpretacién de los resul-
tados de estos ensayos, aunque mads intuitiva y sencilla, no esta
exenta de complicaciones, ya que analizan la sensibilidad farmaco
a farmaco, y en la vida real las combinaciones pueden suponer un
comportamiento diferente del meramente aditivo.

Ensayos genotipicos

En ellos se estudian los cambios en el gen de la transcriptasa
inversa, proteasa, o integrasa, que generan la resistencia frente a

analogos y no analogos de los nucledsidos/6tidos, frente a los inhi-
bidores de la proteasa y frente a los inhibidores de la integrasa,
respectivamente, que se conocen como mutaciones de resisten-
cia. También se pueden determinar mutaciones en HR1 y HR2 para
estudiar la resistencia frente a los inhibidores de la fusién, aun-
que estos farmacos (enfuvirtide) se utilizan ya muy poco en terapia
antirretroviral.

La técnica mas empleada para la deteccién de mutaciones de
resistencia es la secuenciacion poblacional del genoma que codifica
las enzimas transcriptasa inversa, proteasa o integrasa. Antes de la
secuenciacion es necesario extraer el dcido nucleico del plasma del
paciente, transcribirlo en ADN (retrotranscripcion)y hacer al menos
una reaccién de amplificacién (PCR). Una vez realizada la reac-
cién de secuenciacién, el procedimiento de lectura se encuentra
automatizado mediante electroforesis acoplada a la deteccién de
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Figura 3. Ensayos de virus recombinantes para la determinacion fenotipica de la resistencia a los antirretrovirales.

En el método Antivirogram® (Virco) (1) los virus recombinantes se preparan mediante transfecciéon de células MT-4 con el producto amplificado PR-RT y con un plasmido que
contiene el genoma completo del VIH salvo laregién gag-pro-RT. La CI50 del virus recombinante se determina en cultivos, midiendo la viabilidad de células MT4 infectadas con
el virus recombinante en presencia de diluciones de cada antirretroviral. El método Phenoscript (Viralliance) (2), combina aspectos de los otros dos métodos: un proceso de
recombinacién homéloga, como en el Antivirogram, con un sélo ciclo de replicacion viral, como en el Phenosense. Las células diana (P4) contienen el gen de la 3-galactosidasa
controlado por LTR de HIV de modo que cuando se acumulan suficentes productos del gen TAT en la célula infectada, se expresa el gen de la 3-galactosidasa y su producto se
puede medir mediante colorimetria o fluorimetria. El método Phenosense (ViroLogic) (3), a diferencia del Antivirogram, es un ensayo de un solo ciclo de replicacién viral, lo
que reduce el tiempo para los resultados. Utiliza un proceso de ligacién, mas que de recombinacién homologa, para introducir el fragmento amplificado mediante RT-PCR en
el genoma de una particula de VIH en la que el gen env ha sido sustituido por un gen productor de luciferasa. En un ciclo de replicacién este virus es capaz de producir todas
las proteinas de VIH a excepcion de las de envoltura y, en su lugar, se expresa el gen de la luciferasa. La Clso del virus recombinante se determina cuantificando la expresién
del gen de la luciferasa en cultivos de célula infectadas con el virus recombinante en presencia de antirretrovirales.
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Tabla 3
Principales guias de tratamiento antirertroviral.

Guia Acceso

IAS (International AIDS Society)

DHHS (U.S. Department of Health Human Services)

CDC (Centre for Disease Control)

EACS (European AIDS Society)

BHIVA (British HIV Association)

GESIDA-PNS (Grupo SEIMC de Estudio de SIDA-Plan
Nacional sobre el SIDA)

www.iasusa.org/guidelines/index.html

http://www.aidsinfo.nih.gov/guidelines/

http://www.cdc.gov/hiv/

http://www.europeanaidsclinicalsociety.org/guidelines.asp
http://www.bhiva.org/ClinicalGuidelines.aspx
www.gesida.seimc.org/pcientifica/dcconsensos.asp?apnvO=pcientifica&apnvA=dcconsensosyrc&
appag=dcconsensos._txt.htm

dideoxi-nucleétidos (terminadores de cadena) fluorescentes. Tras
la obtencién de la secuencia es necesario un analisis informatico
para comparar las secuencias obtenidas con una cepa de referen-
cia para establecer las mutaciones encontradas relacionadas con
resistencia a antirretrovirales. Algunas de las compaiiias que han
desarrollado reactivos y equipos de secuenciacién automatica para
esta aplicacion son TruGene® HIV-1 Genotyping Test (Siemens) y
ViroSeq® HIV-1 Genotyping System (Abbott Diagnostics). El pri-
mero emplea la secuenciacién bidireccional y la electroforesis en
gel, mientras que el segundo emplea el método unidireccional y
la electroforesis capilar. Ambos sistemas ofrecen un software para
la edicién de las secuencias y un algoritmo propio de interpreta-
cién.

Las técnicas de secuenciacién, comerciales o “caseras” aseguran
un 98-100% de éxito en la amplificacién en muestras con una carga
viral superior a 500-1.000 copias/ml, sin embargo, con las adecua-
das modificaciones es posible amplificar practicamente cualquier
muestra con carga viral detectable?%. No debemos olvidar, que la
secuencia obtenida por estos métodos de secuenciacién poblacio-
nal es en realidad la secuencia promedio de todas las variantes
presentes en la muestra original, siendo dificil detectar mutacio-
nes que supongan menos del 10-20% del total?>. Esto explica por
qué los métodos que utilizamos predicen el fracaso de un far-
maco pero no aseguran el éxito, ya que las mutaciones pueden
encontrarse por debajo de estos niveles (variantes minoritarias),
y pueden ser seleccionadas cuando se emplea el farmaco al que
confiere resistencia. Para asegurar la deteccion de las variantes que
representan menos del 20%, hemos de recurrir a técnicas especia-
les: clonacién de los productos de amplificacién, PCR mediante
diluciones limite o PCR-alelo especifica a tiempo real, que no
son aplicables hoy por hoy a la rutina del laboratorio de diag-
néstico clinico. Recientemente se han introducido técnicas que
permiten la secuenciacién masiva de genomas Gnicos. Existen, en
este momento, cuatro plataformas comerciales de secuenciacién
masiva, aunque la tecnologia 454-UDS (Roche Diagnostics), es la
que por el momento ofrece resultados en el campo de las muta-
ciones de resistencia a antirretrovirales. Ademas de una compleja
metodologia que aun no estd al alcance de los laboratorios de
diagnéstico, una herramienta imprescindible para poder usar estas
técnicas son los sistemas informaticos con capacidad para alma-
cenar y manejar enormes masas de datos, y programas disefiados
especificamente para leer y filtrar miles de secuencias, ensam-
blarlas, anotarlas 6 compararlas con bases de datos externas. No
obstante, si se consiguen superar estas dificultades, estas técnicas
se presentan como una alternativa, de gran valor, a las técnicas
convencionales.

Interpretacion de las mutaciones de resistencia

La interpretacion de las mutaciones de resistencia es complejay
constituye uno de los pasos de mayor importancia para emitir una
informacién correcta. Aunque existen mutaciones concretas que
determinan perfiles de resistencia muy especificos y su significado
es muy claro, en especial para los firmacos de baja barrera genética,

en otras ocasiones una determinada combinacién de mutaciones
es dificil de interpretar debido al efecto aditivo o incluso rever-
tiente de algunas mutaciones sobre otras. Ademas, para hacer una
correctainterpretacion del genotipo de resistencias es imprescindi-
ble una continua actualizacién por la aparicién de nuevos patrones
de resistencia y por la incorporacién de nuevos farmacos. Por todos
estos motivos se han disefiado distintos algoritmos de interpreta-
cién que facilitan dicha labor. Estos algoritmos estan disponibles
en paginas web y, por lo general, son de acceso gratuito. Su manejo
es sencillo ya que sélo hay que editar la secuencia obtenida, en
formato fasta o txt, en dicha pagina web, que de forma auto-
matica nos devuelve un informe de interpretaciéon de los niveles
de resistencia a todos los antirretrovirales. Entre los principales
algoritmos destacan: la pagina web de la Universidad de Stanford
(http://hivdb.stanford.edu), la pagina de la Sociedad Internacio-
nal de SIDA de EE.UU. (www.iasusa.org), la pagina de la ANRS
francesa (www.hivfrenchresistance.org), el algoritmo de la Red
de Investigacion en SIDA -RIS- (www.retic-ris.net), el algoritmo
Geno2pheno (www.geno2pheno.org), o sistemas de interpretacién
como el Fenotipo Virtual (Vircotype). Estas guias recogen, ademas
de las resistencias clasicas frente a anilogos y no analogos de la
RT e inhibidores de la proteasa, las nuevas mutaciones descritas
frente a los inhibidores de la integrasa. Es importante alertar, que
no todos los sistemas de interpretaciéon aportan la misma calidad de
interpretacién. En general, para la eleccién del sistema de interpre-
tacion que vayamos a utilizar debemos valorar, entre otros, la fecha
de la dltima actualizacién, la metodologia que se ha empleado para
derivar las reglas de interpretacion, el nimero de pacientes que
se incluyen para la elaboracién de la/s regla/s de interpretacion, si
se adscribe distinto peso a distintas mutaciones, si la prevalencia
de mutaciones en la poblacién analizada es similar a la prevalen-
cia local, si se tienen en cuenta mutaciones con efecto beneficioso,
si existen datos clinicos que avalen que ese algoritmo es capaz de
predecir la eficacia viroldgica, y si se tienen en cuenta reglas de
interpretacion especifica para los subtipos no-B. Ademas, cuando
realizamos la interpretacién de un perfil de resistencias también
hemos de tener en cuenta la historia previa de tratamiento antirre-
troviral del paciente y, si los hubiese, los estudios previos que se le
hayan practicado, sumando para su interpretacién todo su histérico
de mutaciones/secuencias (genotipo acumulado). Esta estrategia ha
demostrado mejorar la interpretacién del genotipo de resistencias,
consiguiendo mayores niveles de eficacia en el régimen elegido
si este se basa en el genotipo acumulado en vez de en el dltimo
genotipo realizado?,

Indicaciones para la realizacién de los estudios de resistencia

Actualmente existen numerosas guias nacionales e internacio-
nales que describen las circunstancias en las que se aconseja un
estudio de resistencia (tabla 3). En general, dichas guias coin-
ciden en la recomendacién de realizar el estudio de resistencia
antes de comenzar el tratamiento antirretroviral, sea una infec-
cién reciente o crénica, tras el fracaso terapéutico, en embarazo
o tras una exposicién accidental al caso fuente si no lo posee. No
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Tabla 4

Ventajas e inconvenientes de los diferentes métodos disponibles para determinacién del tropismo viral.

Metodologia Ventajas

Inconvenientes

ESTA (Enhanced Sensitivity Trophile Assay)
(MOTIVATE, MERIT)

Genotipo V3 plasma (secuenciacién poblacional)

Sensibilidad para variantes DM/X4 (0,3%)
Dispone de validacién clinica en ensayos clinicos

Répido, practico y econémico

Limitaciones logisticas (envio EE.UU)
Caro, Lento, Exige viremia > 1000 cop/mL

Menor sensibilidad analitica para DM/X4

Ampliamente disponible en laboratorios

Sensibilidad Clinica
Genotipo V3 en ADN proviral (CMSP/sangre total)

clinicas)
Practico
Genotipo V3 (UltraDeepSequencing)

Ensayo MT-2 Barato

Posibilidad de amplificar muestras con viremia <50
cop/ml (tnica alternativa en muchas situaciones

Alta sensibilidad en la deteccién de variantes X4
Permite la cuantificacién de variantes X4
Validado en estudios clinicos

Falta de estandarizacién y validacion clinica
Sesgos en la representacion de secuencias
plasmaticas en células

Muy Costoso y laborioso

Dificultad en el manejo y la interpretacion de los
resultados

No accesible actualmente para laboratorios clinicos

Requiere el cultivo viral
Sensibilidad por determinar

se recomienda tras suspension del tratamiento por la reversion de
la mayoria de las mutaciones que no se detectarian al ser variantes
minoritarias.

Determinacién del tropismo viral

Los antagonistas de los receptores de quimiocinas son una nueva
familia de farmacos que ha pasado a formar parte del arsenal tera-
péutico para el tratamiento de la infeccién por VIH. La actividad
antiviral de los antagonistas de CCR5 esta limitada a variantes R5-
trépicas?’ y la deteccién de variantes X4-trépicas en pacientes que
inician tratamiento con antagonistas de CCR5 se ha asociado con el
fracaso virolégico al tratamiento con estos firmacos28. Por lo tanto,
antes de recomendar el inicio de un tratamiento con antagonistas
de CCR5, se requiere la realizacién de un estudio de tropismo del
VIH por los receptores de quimiocinas CCR5 y CXCR4. El tropismo
viral por los receptores de quimiocinas puede ser determinado
mediante métodos fenotipicos y genotipicos2°. A continuacién se
describen en detalle las caracteristicas metodol6gicas asi como sus
principales ventajas e inconvenientes para su utilizacién en la prac-
tica clinica, que se muestran en la tabla 4.

Métodos fenotipicos

Los ensayos fenotipicos para la determinaciéon de tropismo se
basan en la generacién de virus recombinantes. En este tipo de
ensayo el gen de la envuelta es amplificado mediante PCR (RT-PCR)
a partir del plasma del paciente y mediante técnicas de clonaje o
recombinacién genética se generan virus quiméricos o seudotipos
que portan la envuelta del paciente. Estos virus son utilizados para
infectar lineas celulares que expresan el receptor CD4 y uno de
los dos correceptores principales del VIH, CCR5 o CXCR4. De esta
manera, se define el tropismo viral conferido por la envuelta del
paciente estudiado a partir del comportamiento del virus recom-
binante. Trofile™ (Monogram Biosciences, San Francisco, California,
USA) es el ensayo fenotipico de mayor difusién. Se incluye en el
grupo de métodos basados en la generacion de virus recombinan-
tes de ciclo Gnico30. Hasta el momento, es el tinico método validado
y aprobado en EE.UU. por la FDA para la determinacién del tro-
pismo viral en muestras de pacientes candidatos a tratamiento con
maraviroc, el Gnico anti-CCR5 aprobado. La caracteristica princi-
pal de este y otros métodos similares es el conseguir amplificar la
envuelta completa del VIH del paciente. Este aspecto es relevante ya
que aunque laregién V3 contiene los principales determinantes del
tropismo viral existen otras regiones implicadas (V1, V2, C4). Los
ensayos clinicos MERIT y MOTIVATE han revelado limitaciones de la

version inicial de Trofile™ para detectar poblaciones minoritarias
que se correlacionaron con fracaso terapéutico a maraviroc. Para
solventar esta limitacion la compafiia Monogram ha desarrollado
una versién mejorada del sistema en la que se aumenta el nivel
de sensibilidad para detectar variantes minoritarias X4 o R5/X4
en torno al 0,3%31. En la actualidad, esta versién ESTA-Trofile™,
es la comercialmente disponible y ha sido validada retrospectiva-
mente en los ensayos MERIT. ESTA-Trofile™ reclasificé6 como DM
un 14,7% de los pacientes identificados originalmente como R5 en
el momento basal por Trofile™. Sin embargo, en un analisis deta-
llado de los datos se observa que a pesar de su mayor sensibilidad
para detectar variantes minoritarias X4-tropicas, ESTA-Trofile™ no
mejora la capacidad del ensayo para discriminar entre pacientes
respondedores y no respondedores a maraviroc, ya que aproxima-
damente un 43% de los pacientes reclasificados como DM habian
respondido (ARN-VIH < 50 cop/mL en semana 48) a la terapia con
maraviroc a pesar de la presencia de variantes X4-trépicas32.

En Espafia, se ha desarrollado el ensayo TropiTest (Instituto de
Salud Carlos IlI-Fundaciéon FIPSE). La principal ventaja de este sis-
tema es que los virus recombinantes que se generan son virus
de ciclo mdltiple, lo que permite bajar el umbral de sensibilidad
para la deteccién de poblaciones minoritarias al menos al 1%33.
Otra ventaja que es compartida con el método de Trofile™ es que
amplifica el gen completo de la envuelta. Este test ha sido validado
con ambas versiones de Trofile™ mostrando una excelente corre-
lacién con la versién Trofile™ES. Otros ensayos fenotipicos son:
PhenoX-R (InPheno AG, Basel, Switzerland), Virco® type HIV-1 (Virco
BVBA, Mechelen, Belgium), HIV-1 Phenoscript Env™ (VIRalliance,
Paris; France), y Toulouse Tropism Test (Universidad de Toulouse). Las
principales caracteristicas de los ensayos fenotipicos para determi-
nacién del tropismo se pueden consultar en la tabla 5.

Métodos genotipicos

Los métodos genotipicos se presentan como una alternativa mas
econdémica, rapiday factible de desarrollar localmente en cualquier
laboratorio especializado de VIH que cuente con tecnologia para
realizar la determinacion de resistencias a antirretrovirales. Desde
principios de los afos noventa, se han descrito y desarrollado
diferentes reglas y algoritmos de correlacién genotipo-tropismo
basados fundamentalmente en las caracteristicas de la secuencia
de aminoAcidos de la regién V3 de la envuelta viral®4. Inicialmente
se propusieron reglas sencillas como la “regla 11/25 o la regla
de la carga neta”, que se caracterizan por presentar una gran
especificidad para la clasificacion de variantes X4-trépicas, aunque
baja sensibilidad3>36, Posteriormente, el estudio de la variabilidad
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Tabla 5
Principales métodos fenotipicos basados en generacién de virus recombinantes para determinacién del tropismo viral.
VIRalliance Xtrack®/PhenX-RIn  Virco NH2-V4 Monogram Biosciences  Univ Toulouse Toulouse ISCIII-FISPE
Phenoscript Pheno AG gp120 TrofileES* Tropism Test (TTT) Tropitest
Amplicén V1-V3 gp120 (900 pNL4-3 defectivo pHXB2D-ANH2-  pCAX-PXMX pNL43 Aenv-Luc2 vector pNL4-3-lacZ/env-
pb) env V4-eGFP (expresion
env)+RTV1.F-
lucP.CNDOAU3
Generacién del vector Recombinacién Clonaje Recombinacién Clonaje Recombinacién homéloga  Clonaje
homologa
Células Diana U373-CD4-CCR5 CXCR4 U87.CD4.CCR5 U87.CD4.CCR5 U87.CD4.CCR5 U87/Ghost/PBMc
U373-CD4-CXCR4 CCR5/CXCR4 U87.CD4.CXCR4 U87.CD4.CXCR4 U87.CD4.CXCR4 CD4.CCR5
Gen marcador B-galactosidasa 3-galactosidasa GFP Luciferasa Luciferasa Luciferasa
Replicacién Ciclo mdiltiple Ciclo tnico Ciclo miltiple Ciclo Gnico Ciclo mdiltiple Ciclo miltiple
Sensibilidad 5-10% 1% 5-10% 0,3-1% 0,5% 1%

natural en secuencias de V3 y su asociacién con los fenotipos R5-
0 X4-trépicos, ha permitido la identificaciéon de nuevos residuos
y patrones de aminoacidos en la regién V3 relacionados con el
tropismo viral. Con los datos obtenidos y a través de la utilizacién
de diferentes métodos estadisticos (support vector machines-SVM,
position specific scoring matrices-PSSM) se han diseflado sofisticados
algoritmos de interpretacién que permiten predecir el uso del
correceptor del VIH basandose en la secuencia genética de laregién
V3 de un determinado aislado viral. Algunos de ellos se encuentran
disponibles en paginas web de libre acceso como son WetCat,
geno2phenocoreceptor, y WebPSSM. Diversos estudios han evaluado
también la capacidad de predecir el tropismo viral combinando
la informacién aportada por varios algoritmos, e incluso variables
clinicas relacionadas con la infeccién por VIH. Estos métodos han
conseguido mejorar la sensibilidad para detectar cepas X4, sin una
pérdida significativa de especificidad37-38.

El algoritmo de interpretacion de mas amplia difusién es
Geno2phenocoreceptor- Se ha desarrollado conjuntamente entre la
Universidad de Colonia y el Instituto Max-Planck de Alemania3®.
El método estadistico que utiliza para hacer sus predicciones es
SVM (Support Vector Machine). Geno2pheno puede realizar las pre-
dicciones tanto a partir de la secuencia FASTA de nucleédtidos
o de aminodacidos de la regién V3. La base de datos en la que
basa geno2pheno sus predicciones consiste en un total de 1100
secuencias de V3 de 332 pacientes: 769 secuencias de V3 que se
corresponden con un fenotipo R5, 210 con un fenotipo X4 y 131
secuencias con fenotipo R5X4, principalmente obtenidas de la base
de datos de Los Alamos. La mayoria de estas secuencias son subtipo
B, aunque también incluye algunas secuencias de otros subtipos
genéticos. El servidor permite seleccionar en cada prediccién el
grado de sensibilidad para detectar variantes X4, seleccionando
el porcentaje de FPR (False Positive Rate) en cada predicciéon. La
Gltima versién de geno2pheno oferta la posibilidad de introdu-
cir datos clinicos adicionales como la carga viral, nimero de CD4
y la presencia o ausencia de la delecién de 32 pares de bases

para el receptor CCR5, con el fin de mejorar las predicciones. La
principal ventaja de este método es que se muestra en constante
evolucién y se realizan actualizaciones periddicas en las bases de
datos.

Al igual que para la determinaciéon de resistencias, las nue-
vas plataformas de secuenciacién masiva permiten superar las
limitaciones de las técnicas convencionales de secuenciacién
poblacional, mediante la generaciéon simultanea de centenares
de secuencias clonales de virus?04!, Actualmente, 454 (454 Life
Sciences/Roche Diagnostics) es la plataforma de secuenciacién
masiva mejor situada para el estudio del tropismo del VIH por-
que genera secuencias de 300-500 pares de bases y ello permite
secuenciar la regién V3 entera en un solo amplicon. Asi, 454 per-
mite detectar virus X4 presentes en < 1% de la poblacién viral*2.
Aunque los estudios realizados con 454 han demostrado una
superioridad técnica frente a los métodos convencionales, la rea-
lidad es que esta tecnologia todavia no esta disponible para el
diagnéstico clinico rutinario. Es una tecnologia cara, poco auto-
matizada, requiere un conocimiento técnico muy especializado,
y precisa un andlisis bioinformatico intensivo. Estas limitacio-
nes técnicas e industriales se estan resolviendo rapidamente
mediante nuevas versiones de la tecnologia (secuenciador 454
Junior) y mediante el desarrollo de herramientas de interpretacién
parcialmente automatizadas como Geno2Pheno-454 (http://g2p-
454 bioinf.mpi-inf.mpg.de/index.php).

La validacién de los ensayos genotipicos para uso clinico
requiere la demostracion de su capacidad para identificar pacientes
respondedores y no respondedores a un tratamiento con anta-
gonistas de CCR5 mas que demostrar una perfecta correlacién
con el ensayo fenotipico de Trofile™. El re-analisis retrospectivo
de los ensayos MOTIVATE#? ha demostrado que las herramien-
tas genotipicas y el ensayo de Trofile™ son comparables en la
prediccién de respuesta a maraviroc a pesar de que la sensibili-
dad de las herramientas genotipicas utilizadas geno2pheno-5% y
PSSM para detectar variantes X4-trépicas fue del 63 y 59%, res-

Tabla 6
Ventajas e inconvenientes de los ensayos genotipicos y fenotipicos para la determinacién del tropismo viral.
Limitaciones Fenotipo Genotipo
Técnicas e La transcripcién inversa in vitro (sintesis de una doble hebra de ADN  La transcripcién inversa in vitro (sintesis de una doble hebra de ADN

a partir de ARN) tiene una eficiencia no superior al 10%

o La eficiencia del proceso de generacién del plasmido en el que se
inserta la envuelta del paciente es variable. Las técnicas de clonaje son

a partir de ARN) tiene una eficiencia no superior al 10%
o “Limitada” sensibilidad de la secuenciacién poblacional para detectar
variantes por debajo del 10-20%

mas eficaces que las de recombinacién homoéloga, y por tanto mas

sensible

o La generacion de virus de ciclo miltiple aumenta la sensibilidad
frente a los sistemas de ciclo tnico, ya que las secuencias minoritarias

o Amplificacién limitada a la regién V3, sin tener en cuenta los
determinantes contenidos en V1, V2 'y C4

se amplifican “biolégicamente” en los ciclos de infeccién-reinfeccién y

pueden ser detectadas con mayor eficacia
De interpretacion
al tratamiento con antagonistas de CCR5

o Determinacién del umbral “clinico” que predice el éxito o el fracaso

o Los sistemas de interpretacion del tropismo viral estan basados en
datos pareados genotipo/fenotipo con un niimero relativamente bajo
de secuencias y con escaso nimero de secuencias de subtipos no-B
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pectivamente, comparado con Trofile™, De la misma manera el
re-analisis retrospectivo del ensayo MERIT#* logré demostrar la
capacidad de la herramienta geno2pheno-5,75% para identificar
pacientes respondedores y no-respondedores a maravicoc de forma
similar a ESTA-Trofile™ a pesar de que de nuevo la sensibilidad
de geno2pheno para detectar variantes X4-trépicas fue del 55%
comparado con ESTA-Trofile™, Recientemente, se han presentado
estudios prospectivos en diferentes cohortes europeas en los que
se ha valorado la respuesta a maraviroc en pacientes en los que su
uso terapéutico fue basado en la determinacién genotipica del tro-
pismo viral. En general, los resultados derivados de estos estudios
sefialan tasas de respuesta a maraviroc superiores al 85% cuando los
aislados de los pacientes eran clasificados genotipicamente como
R5-trépicos4°46,

Las limitaciones de los ensayos fenotipicos y genotipicos para
la determinacién del tropismo viral se presentan en la tabla
6. Los datos actuales ponen de manifiesto la viabilidad de la
utilizacién de determinadas herramientas genotipicas para la
determinacién del tropismo viral en la practica clinica®’. Por
todo lo expuesto, diversas guias de manejo de la infeccién
por VIH, como las espafiolas (http://www.gesida.seimc.org)!®,
europeas (www.europehivresistance.org) y britanica (http://
www.bhiva.org/Tropism.aspx)*3, incluyen entre sus recomenda-
ciones la posibilidad de determinar el tropismo del VIH mediante
métodos genotipicos para guiar el uso terapéutico de los antago-
nistas de CCR5.
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