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La infeccion por VIH-1 supone el 98 % de casos a nivel mundial. Se ca-
racteriza por su enorme diversificacion y rapida evolucién, marcada por
una distribucién geograficamente definida de varios virus genéticamente
distintos. El VIH-1 pandémico actual esta filogenéticamente dividido en
4 grupos: M, N, O y P. Solo el grupo M (9 subtipos y mas de 98 formas
recombinantes circulantes, —-CRFs- en inglés) se ha diseminado a lo largo
de Africa y al resto de continentes, siendo la distribucion de subtipos y
CRFs heterogénea (CRF02_AG es el mas prevalente en Camerun). Den-
tro de algunos subtipos, la elevada variacién genética ha derivado en la
clasificacion de sub-subtipos, en constante actualizacion. El subtipo mas
predominante en Europa es B, responsable de un 66 % de los casos y de
un 11 % a nivel mundial y es del que mas informacion se dispone y frente
al que se han disenado la mayoria de farmacos antirretrovirales (ARV). La
emergente diversidad genética y dinamismo del VIH-1 precisa de constan-
te monitorizacién, representando un reto para un 6ptimo diagnédstico y
tratamiento. Diferentes métodos diagnosticos estan disponibles para es-
tudio de resistencias a ARV asi como para determinar el tropismo del vi-
rus, fundamental para pautar Maraviroc (potente alternativa con escasas
resistencias). Los métodos genotipicos son de eleccion para ambos pro-
poésitos aunque en la determinacion de resistencias tienen mas valor para
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detectar resistencia que para predecir sensibilidad. Los mas empleados
para la deteccion del tropismo viral son WebPSSM y Geno2Pheno-(G2P)
siendo el algoritmo G2P con una tasa de falsos positivos del 5 % el que
podria facilitar una prediccion fiable en la practica clinica.

ABSTRACT

HIV-1 infection accounts for 98 % of cases worldwide. It is characterized by
its enormous diversification and rapid evolution, marked by a geograph-
ically defined distribution of several genetically distinct viruses. The cur-
rent pandemic HIV-1 is phylogenetically divided into 4 groups: M, N, O and
P. Only the M group (9 subtypes and more than 98 circulating recombinant
forms —-CRFs-) has spread throughout Africa and the rest of continents,
the distribution of subtypes and CRFs being heterogeneous (CRF02_AG
is the most prevalent in Cameroon). Within some subtypes, the high ge-
netic variation has led to the classification of sub-subtypes, constantly
updated. The most predominant subtype in Europe is B, responsible for
66 % of cases and 11 % worldwide and for which the most information is
available and against which most antiretroviral drugs (ARD) are designed.
The emerging genetic diversity and dynamism of HIV-1 requires constant
monitoring, representing a challenge for optimal diagnosis and treatment.
Different diagnostic methods are available to study resistance to ARD as
well as to determine the tropism of the virus, essential to guide Maraviroc
(a powerful alternative with little resistance). Genotypic methods are of
choice for both purposes, although in resistances determination they have
more value to detect resistance than to predict sensitivity. The most used
for viral tropism detection are WebPSSM and Geno2Pheno-(G2P), being
the algorithm G2P with 5 % false positive rate which could provide a relia-
ble prediction in clinical practice.

INTRODUCCION

fundamental en el trabajo clinico-asistencial e impera-
tiva en el caso de pacientes con fracaso virolégico. En

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) con-
tinda siendo responsable de una de las enfermeda-
des mas devastadoras de la historia de la humanidad
y causa mas de 37 millones de infecciones, segun los
datos mas recientes de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) (1). Pertenece a la familia Retroviridiae,
género Lentivirus y existen dos tipos de VIH: VIH-1 y
VIH-2. La infeccion por el VIH-1 es la més prevalente y
supone el 98 % de los casos totales que existen en el
mundo. No se tiene tanta informacion del VIH-2, enfer-
medad similar pero de evolucion mucho mas lenta y
benigna, que se limita casi exclusivamente a determi-
nadas zonas de Africa Occidental. Durante los Gltimos
30 anos, el VIH-1 ha evolucionado a diferentes subtipos
e incluso sub-subtipos hasta convertirse en una epide-
mia altamente heterogénea estructurada en multiples
subepidemias, cada una de ellas influenciada por fac-
tores biologicos, conductuales y culturales (2-4). En los
laboratorios de Analisis Clinicos y Microbiologia, la de-
terminacion de resistencia genotipica del VIH-1 frente a
farmacos antirretrovirales (ARV), asi como la determi-
nacion de su tropismo (en caso de instaurar tratamien-
to con un antagonista de los correceptores CCR5), es

este sentido, las nuevas técnicas de biologia molecular,
secuenciaciéon masiva y el apoyo de practicas y fiables
herramientas bioinformaticas son cruciales para faci-
litar esta labor a los facultativos especialistas. Asimis-
mo, estas técnicas y herramientas estan en constante
actualizacion, adaptacion y evolucién, de manera que
se requiere una puesta al dia en las mismas.

EPIDEMIOLOGIA

Genéticamente, el VIH-1 se caracteriza por su enorme
diversificacion y rapida evolucion (5). El VIH-1 pandé-
mico actual esta filogenéticamente dividido en 4 gru-
pos diferentes denominados M (“main” o principal por
su mayor prevalencia), N (no-M/no-0), O (atipicos) y
el mas reciente P (6-8). La recombinacion genética pa-
rece ser un factor importante en dicha diversificacion
genética (9). Ademas, a pesar de la fuente viral comun,
los grupos VIH-1 mostraron patrones diferenciales de
propagacion en todo el mundo (10-12). Los virus perte-
necientes a los grupos N, O, y P estan principalmente
restringidos a Camerun y paises aledanos, aunque se
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han detectado algunas de estas variantes fuera de esta
region (10,13). Por el contrario, los virus grupo M se
han diseminado de manera pandémica y son respon-
sables de la mayoria de casos de infeccion por VIH a
nivel mundial. Actualmente, el grupo M epidémico esta
formado a su vez por 9 subtipos (A, B, C, D, F, G, H,
J, K) y méas de 98 formas recombinantes (http://www.
hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html).
Solo el VIH-1 grupo M se ha diseminado a lo largo de
Africa y a todos los otros continentes, siendo la dis-
tribucion de sus subtipos y Circulating Recombinant
Forms (CRFs) heterogénea. Dentro de algunos subiti-
pos, la elevada variacion genética ha derivado en la
clasificacion de sub-subtipos. Asi, el subtipo A ha sido
subdividido en A1, A2, A3, A4, A5, A6 y el mas reciente
descubierto el A7; el subtipo D en D1, D2, D3y el F en
F1y F2 (6,14-16). Esta elevada tasa evolutiva asociada
especialmente a los subtipos dentro del grupo M del
VIH-1, puede afectar al desarrollo de la pandemia, de
modo que ha sido posible su utilizacion como poten-
te marcador epidemioldgico para rastrear el curso de
la misma. Sin embargo, a pesar del uso potencial de
las diferencias genéticas evolutivas como marcador en
estudios epidemioldgicos sobre el origen y la disemi-
nacion de la pandemia, no esta claro si estas variantes
genéticas influyen en el resultado clinico de la infec-
cion por VIH-1 (17). Algunos estudios sugieren que el
subtipo viral puede afectar a la transmisién, progresion
de la enfermedad y la tasa evolutiva, y ademas puede

afectar potencialmente a la resistencia a los farmacos
antivirales (18-22). El subtipo mas frecuente en Europa
es el B, responsable de aproximadamente un 66 % de
todos los casos (23) y de un 11 % a nivel mundial (24);
es, ademas, del que mas informacion se dispone ac-
tualmente y frente al que se han disefado la mayoria
de los farmacos antirretrovirales (25). Hasta la fecha,
se han detectado 4 variantes genéticas diferentes del
subtipo B: subtipo B’, que circula principalmente en
Thailandia y otros paises asiaticos; una variante espe-
cifica hallada primordialmente en Trinidad y Tobago;
la variante GPGS, descrita primariamente en Corea; y
la variante GWGR, detectada principalmente en Brasil
(24). Estas variantes representan subclados bien esta-
blecidos del subtipo VIH-1 que circulan en regiones es-
pecificas alrededor del mundo (19,26-29).

La vigilancia constante de las variantes virales emer-
gentes de subtipos no B es critica para asegurar que
las pruebas sanguineas de cribado y diagndsticas de-
tectan todas las infecciones independientemente de la
cepa o localizacion geografica. En un estudio realizado
en el sur de Camerun (30) la caracterizacion molecular
de 555 muestras de VIH-1 identificé gran diversidad: 7
subtipos, 12 CRFs, 6 no clasificados, 24 grupo O y 2
grupo N. Otro estudio, analizando esta vez el noroes-
te de Camerun (14), concluyé que CRF02_AG era el
mas prevalente y ademas podria tener importantes
consecuencias clinicas y de salud publica. Dentro de
los CRFs descritos, el VIH-1 CRFO1_AE recombinante

América del Norte

Africa

América del Sur

Oceania

Figura 1 - Distribucion global de los principales subtipos de VIH-1y CFRs. Modificado de Bbossa N, et al. HIV subtype diversity world-
wide. Curr Opin HIV AIDS 2019, 14:153-60 usando como fuente: map-menu.com.
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es dominante en Asia (Fig. 1) donde la prevalencia es
del 84 % y ha contribuido hasta un 4,6 % del total de
infecciones VIH-1 en términos de distribuciéon mundial
(31). En algunos paises europeos, el CRFO1_AE fue el
segundo mayor recombinante entre los subtipos VIH-1
no B después de CRF02_AG recombinante (32,33). Va-
rios estudios subrayan la elevada prevalencia de tro-
pismo X4 para CRFO1_AE recombinante asociado con
una posible rapida progresion de la enfermedad (34).
Epidemiolégicamente, existen intrigantes diferen-
cias en la distribucion de los casos VIH y/o sindrome
de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) entre distintos
grupos de riesgo en Europa (35). En Europa Occidental
y Central los hombres que tienen sexo con hombres
(HSH) son el principal grupo de pacientes infectados
(40,7 % y 28,3 % de los casos, respectivamente frente a
un 4,4 % en Europa Oriental), mientras que la mayoria
de los casos en Europa Oriental son usuarios de dro-
gas inyectables (22,1 % frente a 3,1 % y 2,5 % en Eu-
ropa Occidental y Central, respectivamente) (HIV/AIDS
surveillance in Europe 2019) (36) (Tabla I). En cuanto

a la epidemiologia molecular de VIH-1 en Europa to-
davia es altamente estratificada de acuerdo a género
y grupo de riesgo. El subtipo B es significativamente
mas comun en hombres que en mujeres y es todavia
proporcionalmente mayor en HSH que en usuarios de
drogas inyectables o individuos heterosexuales (23).
Esta estratificacion por grupos de riesgo esta con gran
probabilidad relacionada con el comienzo de la epide-
mia y puede reflejar la persistencia epidemioldgica de
los efectos precursores (24). Sin embargo, segun el ul-
timo informe anual europeo, los porcentajes globales
en poblacién homosexual (HSH) y heterosexual se van
acercando (39,8 % vs. 32,6 %, respectivamente) (36).
En Europa Occidental, el VIH-1 epidémico entre HSH
estd dominado por el subtipo B. Respecto a Espana,
un reciente estudio (37) mostrd que el VIH-1 epidémico
entre HSH se esta volviendo cada vez mas diverso a
través de la expansion de diversos clados de subtipos
no B, que abarcan o estan relacionados con virus que
circulan en otros paises.

Tabla I.

Caracteristicas de los nuevos casos VIH informados en la OMS Region de Europa, 2018

Region Oeste Centro Este EU/EEA

Europea

(OMS)
Paises informantes/Nimero de paises 50/53 23/23 15/15 12/15 31/31
Numero de nuevos diagnoésticos de VIH 141.552 23.483 6.519 111.550 26.164
Tasa por 100 000 habitantes 16,2 6,0 &3 44,8 5,6
Porcentaje de edad de 15-24 anos 8,8 % 10,3 % 13,5 % 6,0 % 10,6 %
Porcentaje de edad 50+ anos 175 % 21,4 % 14,8 % 14,6 % 19,8 %
Relacion hombre-mujer 1,8 2,9 5,6 1,6 3,1
Z°3r5°g r(‘:tgf/r‘i;';”e"“ diagnosticos 52,8 % 48,8 % 54,6 % 55,5 % 49,4%
Numero de nuevos diagnosticos de SIDA 14.227 2.549 857 10.821 3.235
Tasa diagndstico SIDA por 100.000 habitantes 2,0 0,6 0,4 10,5 0,6

Modo de transmision
Sexo entre hombres 22,6 % 40,7 % 28,3 % 4,4 % 39,8 %
Transmision heterosexual (hombres) 25,9 % 15,8 % 20,5 % 36,6 % 15,6 %
Transmision heterosexual (mujeres) 23,8 % 18,0 % 75 % 33,4 % 16,9 %
Uso de drogas inyectables 11,8 % 31% 2,5 % 22,1 % 3,7 %
Vertical 0,6 % 0,7 % 0,4 % 0,6 % 0,7 %
Desconocida 15,0 % 21,2 % 40,7 % 2,8 % 22,7 %

Adaptado de European Centre For Disease Prevention and Control, WHO Regional Office for Europe. HIV/AIDS surveillance in Europe 2019 - 2018 data.
EU: European Union (Union Europea); EEA: European Economic Area (Area Economica Europea).
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TERAPIA ANTIRRETROVIRAL

El VIH posee una gran capacidad replicativa, gene-
rando en torno a 10° y 10" viriones al dia (38). Esto
implica que durante su proceso de replicacion la trans-
criptasa inversa (Tl) continuamente comete errores,
provocando la coexistencia de diferentes especies o
cuasiespecies. Esta es una de las causas que explica
por qué solo un farmaco para tratar la infeccion no es
suficiente para evitar la posible y precoz resistencia del
VIH al tratamiento establecido. Desde que se dispone
de farmacos ARV con los que formar combinaciones
potentes, se han logrado beneficios enormes en la re-
duccién de la morbimortalidad y de la transmision de
la infeccion por el VIH-1. Paralelamente, el uso de estos
farmacos ha adquirido gran complejidad por la apari-
cion continua de diferentes farmacos en las distintas
familias, asi como sus multiples facetas en cuanto a
eficacia, toxicidad, resistencias, tropismo, interaccio-
nes, etc., y su uso en situaciones clinicas especiales,
como la prevencion de la transmision (profilaxis pre-
exposicion).

Las terapias ARV disponibles actualmente permiten
retrasar durante muchos anos la apariciéon del SIDA y
prolongan el periodo de estabilidad asintomatica ca-
racteristico de las personas con VIH que aun tienen un
sistema inmune lo suficientemente fuerte. El VIH se
integra en el genoma de la célula huésped (ADN pro-
viral), donde puede permanecer en estado de latencia
durante periodos prolongados. El problema se agudiza
por su capacidad para infectar distintas células vy teji-
dos, de manera especial el sistema nervioso central al
que muchos farmacos no pueden acceder en concen-
traciones utiles por su incapacidad para atravesar la
barrera hematoencefalica.

Esta complejidad del VIH hace necesario disenar de
la manera mas racional posible diversos esquemas te-
rapéuticos dirigidos a actuar en las distintas etapas del
ciclo de replicacion viral. Hasta la fecha, se han comer-
cializado farmacos ARV pertenecientes a 7 familias con
actividad sobre las distintas etapas del ciclo de repli-
cacion viral (39). De ellas, cuatro inhiben enzimas del
ciclo intracelular y el resto actian antes de la entrada
del retrovirus a la célula diana. No es objeto de esta
revision entrar en detalle del tratamiento ARV pero a
continuacion estas familias se describen brevemente,
y especialmente, el antivirico Maraviroc (MRV) puesto
que es objeto de determinados métodos diagnodsticos
para optimizar su efectividad en los pacientes.

— Inhibidores de la transcriptasa inversa andlogos
de nucledsidos/nucledtidos (ITIAN/ITIANt). Previa-
mente a su accion, en el interior de la célula diana,
tiene lugar una transformacién metabdlica de es-
tos fdrmacos consistente en la incorporacion de 3
o 2 moléculas de fosfato, respectivamente, para
ser activos. A continuacién inhiben a laTl median-
te su incorporacion a la cadena de ADN impidien-
do asi la replicacion del genoma viral. El grupo
de ITIAN es numeroso e incluye, entre otros, aba-

[Rev Med Lab 2020;1(1):10-20]

cavair, emtricitabina, lamivudina, zidovudina...
mientras que tenofovir (TDF) (con sus formulacio-
nes TDF disoproxil fumarato yTDF alafenamida) es
el Unico integrante de ITIANt.

Inhibidores no analogos de nucledsidos (ITINN)
que inhiben también a laTl, pero que en este caso
no precisan transformarse para ser activos. Algu-
nos ejemplos son nevirapina, efavirenz, rilpivirina...
Inhibidores de la proteasa (IP) que actuan al final
del ciclo intracelular. Al bloquear a la proteasa del
VIH, la poliproteina sintetizada por el virus no pue-
de cortarse por los lugares adecuados, impidien-
do asi el ensamblaje de nuevas particulas virales.
Esta familia incluye diferentes farmacos (ataza-
navir, darunavir, lopinavir, tipranavir...) que para
aumentar su efectividad siempre se emplean po-
tenciados con dosis bajas de ritonavir o cobicistat;
este ultimo en caso de atazanavir o darunavir.
Inhibidores de la integrasa (IG) que inhiben uno
de los pasos (la reaccion de transferencia de la ca-
dena) del complejo proceso de la integracion del
ADN proviral del VIH en el ADN de la célula hués-
ped. Es un grupo de farmacos en constante desa-
rrollo y hasta la fecha disponemos de raltegravir,
elvitegravir, dolutegravir y bictegravir.

Inhibidores de la fusion que actuan en el primer
paso del ciclo de infeccion viral y se unen a las
glicoproteinas (gp) de la cubierta del virus necesa-
rias para que este se adhiera y penetre en la célula
huésped. En concreto, enfuvirtida (Gnico farmaco
de este grupo y poco utilizado en la actualidad)
bloquea la unién de la gp41 al receptor.
Antagonistas de los correceptores. MVC es un po-
tente antagonista selectivo del correceptor CCR5
con actividad antiviral frente a aquellos aislados
de VIH que usan este receptor para ingresar a los
linfocitos T CD4+ (cepas R5) pero no contra aque-
Ilas usuarias de CXCR4 (cepas X4). Es capaz de
bloquear la uniéon de la gp120 del VIH con el co-
rreceptor CCR5. Ha sido aprobado para su uso en
pacientes con resistencia a otras familias de ARV
ya que se prevé una elevada barrera para la adqui-
sicion de resistencia dada su union extracelular a
la molécula conservada CCR5. Sin embargo, a pe-
sar de dicha limitacion estructural, se han descri-
to aislados resistentes a MVC in vivo (40) (Fig. 2).
En cualquier caso, sigue siendo una alternativa
excelente con escasas resistencias y, debido a su
particular mecanismo de accion, los pacientes de-
ben realizarse una prueba diagndstica de tropis-
mo viral para asegurarse de que su cepa utiliza al
receptor CCRb5.

Inhibidores posfijacion. Esta familia representada
Unicamente hasta la fecha por ibalizumab (anticuer-
po monoclonal autorizado en marzo de 2018 por la
FDA) exhibe un mecanismo de accion diferente,
bloqueando los receptores CD4 en la superficie de
determinados inmunocitos que el VIH necesita para
entrar a las células (www.infosida.nih.gov) (41).
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Figura 2 — Redes de covariacion de los sitios de union a CD4 asociados con hidrofobicidad y/ peso molecular para virus sensibles (A) y
resistentes (B) R5. Los sitios de covariedad se mapean a la estructura cristalina de la proteina gp120. Los sitios bajo seleccion positiva
se muestran como hexagonos. Tomado de Jiang X, et al. Characterizing the diverse mutational pathways associated with R5-tropic
Maraviroc resistance: HIV-1 that uses the drug-bound CCR5 coreceptor. J Virol 2015,89:11457-72.

Las pautas recomendadas para el tratamiento inicial
de la infeccion por el VIH-1 en el momento actual con-
sisten en una combinacion de dos o tres farmacos. La
terapia triple incluye dos ITIAN asociados a un ITINN,
aunlPoaunlG.

PRUEBAS DE DETECCION DE RESISTENCIAS
PARA ELVIH

En la actualidad existen dos tipos de pruebas para la
deteccion de resistencias a la terapia ARV: fenotipicas y
genotipicas. Ambas ayudan a determinar a qué farma-
cos el VIH no respondera: las fenotipicas, consistentes
en enfrentar al virus a diferentes concentraciones de
un determinado farmaco y establecer el grado de inhi-
bicion comparando con cepas control, y las genotipi-
cas, que emplean el analisis de la secuencia de acidos
nucleicos del virus para detectar la presencia de mu-
taciones de resistencia. Las pruebas genotipicas son
las que tienen mayor difusion entre los laboratorios de

diagnostico, mientras que los ensayos fenotipicos que-
dan reservados para laboratorios de investigacién. Ac-
tualmente la utilizacion de las pruebas de resistencias
se recomiendan en todas las guias de practica clinica
sobre tratamiento ARV. Se estima que la prevalencia
global en Espana de resistencias primarias en los ge-
nes de la transcriptasa inversa y la proteasa es del 7,9
%. Por ello, se recomienda realizar un estudio genoti-
pico de resistencias del VIH-1 en laTl y en la proteasa
en todos los pacientes antes de iniciar el tratamiento
ARV y solamente debe valorarse ampliar el estudio de
resistencias a los IG antes de iniciar el tratamiento si
hay evidencia de transmisién a partir de un paciente
tratado con estos farmacos y/o se observa fracaso vi-
rologico (39).

Pruebas genotipicas

Estas pruebas exigen que la base molecular de las
resistencias esté suficientemente caracterizada, de tal
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forma que la deteccion de una mutacion sea predictiva
de la falta de actividad de un determinado antivirico.
Analizan muestras sanguineas con VIH, con o sin fraca-
so viroldgico segun el caso, para determinar si existen
mutaciones en la secuencia primaria de nucledtidos
del gen objeto de estudio (genes codificantes para la
Tl, proteasa, integrasa). Una vez que las mutaciones
han sido identificadas, se comparan con amplias bases
de datos que contienen una larga lista de mutaciones
conocidas como causa de resistencia a determinados
farmacos ARV. Estos resultados ayudaran a determinar
qué farmacos ARV serian menos resistentes al VIH. Las
pruebas genotipicas son de eleccién para la determina-
cion de resistencias; tienen en general mas valor para
detectar resistencia (detecciéon de una determinada
mutacion), que para predecir sensibilidad (ausencia
de todas las posibles causas de resistencia). Los mé-
todos comerciales mas utilizados son TruGene® HIV-1
Genotyping Test (Siemens) y ViroSeq® HIV-1 Genoty-
ping System (Abbott Diagnostics). EI primero emplea
la secuenciacion bidireccional y la electroforesis en gel
y permite investigar mutaciones en laTl y la proteasa,
mientras que el segundo emplea el método unidirec-
cional y la electroforesis capilar y permite investigar
mutaciones en laTl, proteasa e integrasa. Ambos sis-
temas ofrecen un software para la edicidén de las se-
cuencias y un algoritmo propio de interpretacion. La
secuencia obtenida por estos métodos de secuencia-
cion poblacional es en realidad la secuencia promedio
de todas las variantes presentes en la muestra original,
siendo dificil detectar mutaciones que supongan me-
nos del 10-20 % del total. Para asegurar la deteccion de
las variantes que representan menos del 20 %, hemos
de recurrir a otras técnicas: clonacién de los produc-
tos de amplificacion, PCR mediante diluciones limite o
PCR-alelo especifica a tiempo real, secuenciacion ma-
siva (42).

Pruebas fenotipicas

Las pruebas fenotipicas, en lugar de detectar muta-
ciones especificas, miden la capacidad de reproduc-
cion del VIH en presencia de farmacos ARV. La ventaja
del este tipo de pruebas es que dice exactamente a qué
farmacos se hara resistente el virus. Miden la concen-
tracion de farmaco necesario para inhibir la replicacion
viral en cultivo celular. Los resultados se expresan ge-
neralmente en forma de cambios en la IC,, (concen-
tracion de farmaco requerida para reducir al 50 % la
produccion viral in vitro), comparando con una cepa
control. La interpretacion del valor de IC, es diferente
dependiendo del farmaco implicado. En la actualidad
los métodos mas utilizados estdn basados en el em-
pleo de virus recombinantes que consiguen una mayor
rapidez y reproducibilidad en los resultados. Consisten
en la obtencion de la secuencia de los genes deTl y pro-
teasa del plasma de un paciente por medio de RT-PCR y
su introduccion dentro de un sistema ya estandarizado
para la produccién de un VIH recombinante capaz de
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infectar una linea celular, incluyendo un procedimiento
que facilita la lectura de los resultados. Ejemplos de
métodos con virus recombinantes comercializados
son: Antivirogram® (Tibotec-Virco), Phenosense® (Vi-
rologic) y Phenoscript® (Viralliance-SAS). La interpre-
tacion de los resultados de estos ensayos, aunque mas
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 (42).

Pruebas fenotipicas virtuales

Existe un tercer tipo de pruebas, combinacién de las
anteriores, denominadas fenotipicas virtuales. En pri-
mer lugar, se realiza una prueba genotipica para anali-
zar si existen mutaciones. A continuacién, se realizara
una busqueda, en una gran base de datos, del resul-
tado de una prueba fenotipica de otra muestra de vi-
rus que tenga un patrén genotipico similar, es decir, se
basa en la prediccion del fenotipo a partir del genotipo.
Un ejemplo de este tipo de herramientas es virco®Type
HIV-1 que incorpora informacion sobre la resistencia a
IP potenciados con ritonavir y, en determinados casos,
incluye el consejo de expertos en la interpretacion final
(43). Estas muestras coincidentes pueden indicar como
podria comportarse el virus. El fenotipo virtual es mas
rapido y menos caro que un test fenotipico, aunque,
al igual que en el test genotipico, puede seguir siendo
dificil predecir qué nuevos farmacos no responderan a
virus muy resistentes.

PRUEBAS DE DETECCION DE TROPISMO VIRAL

Los dos principales correceptores involucrados en
la entrada in vivo del VIH a la célula diana (principal-
mente, linfocitos T CD4+) son el CXCR4 y el CCR5. La
selectividad de los correceptores esta determinada por
las secuencias genéticas de la gp120, particularmente
en la region V3 altamente variable y estructuralmente
flexible (44). Aquellas cepas de VIH que utilizan el corre-
ceptor CXCR4 para ingresar a la célula pero no el CCR5,
se denominan virus CXCR4 tropico o X4. Las otras son
las CCR5 tropicas o R5. Existen ademas, cepas con tro-
pismo mixto o dual, capaces de utilizar ambos corre-
ceptores designadas R5/X4.

En un paciente la poblacién de virus circulante esta
compuesta por una poblacion pura en la que todas las
cepas comparten el mismo tropismo (virus R5, X4 o
R5/X4) o una poblacién mixta compuesta por virus con
diferentes tropismos. CCR5 es el principal correceptor
existente en aquellos pacientes que adquieren el retro-
virus por via sexual. Asimismo, es el receptor predomi-
nante en los estadios iniciales de la infeccion en tanto
que las variantes usuarias de CXCR4 emergen mas tar-
de en coincidencia con una pérdida acelerada de linfo-
citosT CD4+ y una progresion rapida de la enfermedad.
La mayoria de los pacientes que son tratados precoz-
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mente alojan solo cepas R5 mientras que en aquellos
con multiples fracasos terapéuticos emergen las cepas
X4. Esto se expresa por lo general como cepas mixtas;
son raras las poblaciones con predominio de X4 y aun
en pacientes tratados la mayoria de las cepas son Rb5.
Por todo lo expuesto es de utilidad, antes de iniciar un
tratamiento con MVC asi como en caso de fracaso del
mismo, efectuar un estudio de tropismo del VIH-1, exis-
tiendo para ello métodos fenotipicos y genotipicos.

Pruebas fenotipicas

Las pruebas fenotipicas del tropismo (PFT) se basan
en la generacion de virus recombinantes. El gen de la
envuelta es amplificado mediante RT-PCR a partir del
plasma del paciente y mediante técnicas de clonaje o
recombinacion genética se generan virus quiméricos o
pseudotipos que portan la envuelta del paciente. Estos
virus son utilizados para infectar lineas celulares que
expresan el receptor CD4 y uno de los dos correcepto-
res principales del VIH-1, CCR5 o CXCR4. De esta mane-
ra, se define el tropismo viral conferido por la envuelta
del paciente estudiado a partir del comportamiento del
virus recombinante. La caracteristica principal de es-
tos métodos [ESTA-Trofile®, TropiTest (Instituto de Sa-
lud Carlos llI-Fundacién FIPSE), Toulouse Tropism Test
(Universidad deToulouse)...] es conseguir amplificar la
envuelta completa del VIH-1 del paciente. Este aspecto
es relevante ya que aunque la region V3 contiene los
principales determinantes del tropismo viral existen
otras regiones implicadas (V1,V2, C4) (42). Se han des-
crito diferentes PFT de VIH-1 como la utilizacién de la
linea celular GHOST [linea celular derivada del osteo-
sarcoma humano que expresa en su superficie celular
CD4 y varios receptores de quimiocinas (CCR5, CCR3,
CCR5, CXCR4)] (45) de virus generados a partir de clo-
nes individuales empleando la luciferasa Renilla para
determinar la actividad o PFT replicativa (46).

Estos ensayos constituyen todavia el método de re-
ferencia para caracterizar el tropismo viral por su gran
sensibilidad para detectar las variantes minoritarias
CXCR4 y/o CCR5 en los subtipos B y no-B del VIH-1.
Ademas, representan el Unico método para medir la
resistencia a los antagonistas de CCR5. Sin embargo,
presentan, ademas de un precio elevado, complicacio-
nes técnicas y en especial logisticas que dificultan su
utilizacién en la practica clinica (43); solo estan disponi-
bles comercialmente en unos pocos paises (40).

Pruebas genotipicas

Las pruebas genotipicas del tropismo (PGT) se pre-
sentan como una alternativa mas econdmica, rapida
y factible de desarrollar localmente en cualquier labo-
ratorio especializado de VIH-1 que cuente con tecno-
logia para realizar la determinacion de resistencias a
ARV (43). Inicialmente, se describieron y desarrollaron

diferentes reglas y algoritmos de correlacion genoti-
po-tropismo basados fundamentalmente en las carac-
teristicas de la secuencia de aminoacidos de la region
V3 de la envuelta viral. Las reglas genotipicas mas
simples como la regla 11/25, predicen X4 en base a la
presencia de residuos basicos en la posicién 11 o 25
de la region V3 (35 aminoacidos) de la gp120 del VIH-
1 (47). Sin embargo, este algoritmo ha mostrado una
sensibilidad limitada para la prediccion del tropismo
en las muestras clinicas actuales (48). Posteriormente,
el estudio de la variabilidad natural en secuencias de
V3 y su asociacion con los fenotipos R5- o X4-trépicos,
ha permitido la identificacion de nuevos residuos y
patrones de aminoacidos en la regién V3 relacionados
con el tropismo viral; cambios de polaridad (a argini-
na o lisina) en posiciones 11, 24 y 25 de dicha regién
determinaran el tropismo X4. Con los datos obteni-
dos y a través de la utilizacion de diferentes métodos
estadisticos (Support Vector Machines-SVM, Position
Specific Scoring Matrices-PSSM) y bioinformaticos se
han disenado sofisticados algoritmos de interpretacién
que permiten predecir el uso del correceptor del VIH-
1 basandose en la secuencia genética de la region V3
de un determinado aislado viral. Algunos de ellos se
encuentran disponibles en paginas web de libre acce-
so como son WetCat, Geno2pheno (G2P), WebPSSM
y FortinbrasPSSM (42,49) (Tabla Il). Diversos estudios
han evaluado también la capacidad de predecir el tro-
pismo viral combinando la informacion aportada por
varios algoritmos, e incluso variables clinicas relacio-
nadas con la infeccion por VIH-1. Estos métodos han
conseguido mejorar la sensibilidad para detectar cepas
X4, sin una pérdida significativa de especificidad (50).
El algoritmo de interpretacién de mas amplia difusiéon
utilizado en los ultimos anos ha sido G2P[correceptor]
(51); el método estadistico que utiliza para hacer sus
predicciones es SVM. G2P puede realizar las prediccio-
nes tanto a partir de la secuencia FASTA de nucleétidos
como de aminoacidos de la region V3. La base de datos
en la que basa sus predicciones consiste en secuencias
de V3 que se corresponden con un fenotipo R5, otras
con un fenotipo X4 y secuencias con fenotipo R5X4.
Sin embargo, la mayoria de estas secuencias son sub-
tipo B, aunque también incluye algunas secuencias de
otros subtipos genéticos. En general, todas las herra-
mientas para manejar las PGT han sido desarrolladas
ante todo paraVIH-1B aunque ahora se estan aplicando
también con secuencias V3 recientemente disponibles
de VIH-1 no-subtipo B (52). El servidor utilizado en G2P
permite seleccionar en cada prediccion el grado de
sensibilidad para detectar variantes X4 del VIH-1 sub-
tipo B, seleccionando la tasa de falsos positivos (TFP)
en cada una de las predicciones. Mas recientemente, la
herramienta denominada PhenoSeq ha sido desarrolla-
da para ser predictiva con confianza para el tropismo
del VIH-1 subtipos A, B, C, D, 01_AE y 02_AG (52,53).
La dltima version de G2P oferta la posibilidad de in-
troducir datos clinicos adicionales como la carga viral,
numero de CD4+ y la presencia o ausencia de la dele-
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Tabla II.

Caracteristicas de herramientas informaticas para la deteccion de tropismo viral

Herramienta

Método de prediccion

Subtipo

T-CUP 2.0

Utiliza informacién estructural del bucle V3 mode-
lando el potencial electrostatico e hidrofobicidad;

Subtipo B (principalmente) y C con
1351 secuencias (200X4 y 1151 R5)

combinacion de resultados por apilamiento

Geno2pheno[coreceptor]
binaria

Maquina de vector de soporte para clasificacion

Subtipo B con 1100 secuencias (769 R5,
210X4, 131 R5X4) de 332 pacientes

PhenoSeq Evaluacion de la longitud del aminoacido V3 del A, A1,A2, B, C, D, CRF_01_AE,
VIH-1, carga de aminoacido neta, nimero de sitios CRF02_AG
ligados a N-glicosilacion y la frecuencia de alteracio-
nes de aminoéacidos especificas del sitio

WebPSSM x4r5 . . . . . Subtipo B
Matrices de puntuacién, que reflejan la diferencia

WebPSSM sinsi en la abundancia de un aminoécido particular enun  Subtipo B
sitio particular

WebPSSM sinsiC Subtipo C

Genotypic rule Regla 11/25 en combinacion con una regla de carga Subtipo C

(Raymond et al.) neta

Genotypic rule Reglas basadas en Raymond et al. con puntos de Subtipo A

(Esbjornsson et al.)
total de aminoacidos cargados

corte modificados de la carga neta media y recuento

Adaptado de Riemenschneider, et al. Genotypic prediction of co-receptor tropism of HIV-1 subtypes A and C. Sci Rep 2016;6:24883.

cién 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 evo-
lucidon y se realizan actualizaciones periddicas en las
bases de datos. Ademas, los estudios que comparan 3
métodos genotipicos para evaluar el tropismo de VIH-1
concluyen que el algoritmo G2P-TFP5 % (https://core-
ceptor.geno2pheno.org/) podria facilitar la prediccion
del tropismo en la practica clinica (54). A pesar de la ex-
celente concordancia de G2G[correceptor] con las PFT
para subtipo B y algunos otros subtipos se ha descrito
que podria sobreestimar el tropismo X4 en aislados de
Asia CRFO1_AE. La nueva version de G2P, denominada
G2P[Sanger] (punto de corte: riesgo X4 < 36 %) pre-
senta una elevada concordancia con las PFT en dichas
cepas (55).

MVC es una potencial promesa para tratar en areas
no-subtipo B (principalmente paises con bajos-medios
ingresos). Por tanto, el uso éptimo de PGT con elevada
previsibilidad en los subtipos no-B es requerido para
tratar a estos pacientes con dicho farmaco (52). Para
algunos aislados, las PFT revelan resultados discor-
dantes con las PGT. Varios estudios actuales realizados
en paises donde el subtipo VIH-1C es el dominante, in-
dican un incremento en la prediccién de aislados con
tropismo X4 a lo largo del tiempo (54,56). Los aislados
VIH-1 procedentes del Africa del Este poseen una diver-
sidad significativamente mayor en comparacion con
otros aislados VIH-1 de otras localizaciones geografi-
cas como la India o Sudafrica (57). En un reciente es-

[Rev Med Lab 2020;1(1):10-20]

tudio (52) se llevo a cabo la comparacién entre ambas
pruebas para aislados VIH-1C procedentes de Africa del
Este, concluyendo que las PGT actuales sobreestiman
el tropismo X4 en dichos aislados y que, a pesar de
la ausencia de cambios en las envueltas V3, algunos
aislados presentan tropismo dual. La mayor hetero-
geneidad en la envuelta V3 es comun en estos aisla-
dos VIH-1C y puede falsamente limitar el uso de MVC.
Otros autores indican que no solo las mutaciones enV3
sino también en regiones de gp120 y gp41 podian ser
principalmente responsables de la variabilidad a MVC
(40,58). Ademas, esta diferencia en la sensibilidad en
VIH-1C parece especifica de aislado (59). Estos datos
se apoyan en un estudio en el que la inclusién de la
secuencia completa gp120 mejora la prediccidén genoti-
pica para virusVIH-1Ay C (49). En cualquier caso, todos
estos trabajos enfatizan la necesidad de mejorar los al-
goritmos actuales para las PGT, por ejemplo incluyen-
do segmentos mas grandes de gp120 en la prediccion
del tropismo (52).

Al igual que para la determinacion de resistencias,
las nuevas plataformas de secuenciacion masiva per-
miten superar las limitaciones de las técnicas conven-
cionales de secuenciacion poblacional, mediante la
generacion simultdnea de centenares de secuencias
clonales de virus. Sin embargo, hasta que estas pla-
taformas simplifiquen su logistica y la interpretacion
bioinformatica de resultados, los métodos genotipicos
representan actualmente la principal alternativa rapi-
da, fiable y factible para la determinacion del tropis-
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mo viral en la practica clinica. Un avance basado en la
tecnologia de secuenciacion de proxima generacién vy,
ademas, de acceso gratuito on line, es un sistema de
interpretacion genotipica denominado G2P [ngs-freq]
(http://ngs.geno2pheno.org) que permite identificar
mutaciones de resistencia en poblaciones minoritarias
del VIH-1 (60).

CONSIDERACIONES FINALES

El VIH-1 pandémico actual estd filogenéticamente
dividido en 4 grupos diferentes (M, N, O y P. Solo el
VIH-1 grupo M se ha diseminado a lo largo de Africa y
al resto de continentes, siendo el subtipo B la varian-
te mas diseminada representando aproximadamente
un 11 % de las infecciones a nivel mundial. Dentro de
determinados subtipos, la elevada variabilidad genéti-
ca ha derivado en la clasificacion de sub-subtipos, en
constante actualizacion (el subtipo A ha sido subdivi-
dido en A1, A2, A3, A4, A5, A6 y el mas reciente descu-
bierto el A7; el subtipo D en D1, D2, D3y el Fen F1y
F2). Treinta y nueve anos después desde los primeros
casos detectados, todavia existe una clara asociacion
entre contacto homosexual e infeccion por subtipo B
en la mayoria de la subepidemias en todo el mundo. En
Europa, el ultimo informe anual (2019) refleja que los
porcentajes globales de infeccion por VIH en poblaciéon
homosexual (HSH) y heterosexual se van acercando
(39,8 % vs. 32,5 %, respectivamente). La diversidad vi-
ral y las coinfecciones pueden confundir el diagnostico
y tratamiento si no son diagnosticadas. Los métodos
genotipicos son de eleccion tanto en la determinacion
de resistencias como de tropismo viral. Estos métodos
tienen en general mas valor para detectar resistencia
que para predecir sensibilidad (ausencia de toda posi-
ble resistencia). La determinacion del tropismo del VIH-
1 para el tratamiento con MVC es diferente en funcién
del algoritmo utilizado. Actualmente, las herramientas
mas empleadas son WebPSSM y G2P siendo el algo-
ritmo G2P-TFP5 % el que podria facilitar la prediccidon
fiable del tropismo en la practica clinica en todos los
subtipos. No obstante, se requiere una optimizacion de
las pruebas genotipicas del tropismo en pacientes con
elevada previsibilidad de subtipos no-B. Asimismo, la
elevada prevalencia de tropismo X4 para CRFO1_AE
recombinante se ha asociado con una posible rapida
progresion de la enfermedad. La emergente y dindmi-
ca diversidad genética del VIH-1 precisa de constante
monitorizacidon para alcanzar un correcto diagnostico,
tratamiento asi como avances en el desarrollo de va-
cunas. Las técnicas de secuenciacion masiva de ultima
generacion, una vez solventadas las limitaciones, se-
ran las mas sensibles en la deteccion de mutaciones en
las variantes genéticas minoritarias del VIH-1. En este
sentido la nueva herramienta bioinformatica G2P [ngs-
freqg] contribuye a tomar decisiones clinicas e investi-
gar el impacto de las mutaciones de resistencia de baja
prevalencia.
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