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INTRODUCCION

Desde el punto de vista conceptual, "eleccion” hace referencia ala accién de escoger o preferir paraun fin
determinado, y bajo € término "uso" puede englobarse laidea de hacer servir una cosa para algo. En este
trabajo expondremos, de manera deliberadamente esquemética, algunas cuestiones relativas a cinco aspectos
inherentes a esta cuestion. En primer [ugar reflexionaremos acerca de las resistencias del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) al tratamiento antirretroviral. A continuacion describiremos los tipos de
técnicas comerciales disponibles para este fin, comentando sus ventajas e inconvenientes. En tercerainstancia
expondremos las recomendaciones al respecto, tanto de |os organismos internacionales como de los nacionales.
En cuarto lugar comentaremos determinados matices de su incorporacion ala préacticaasistencial. Y finalmente
sefialaremos algunas cuestiones pendientes.

RESISTENCIASDEL VIH AL TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL

Desde el punto de vista genérico los virus estan provistos de una gran capacidad de adaptacion alos cambios
introducidos en su medio natural (1). En concreto, el VIH fundamenta esta cualidad en diversos mecanismos,
entre los que cabe destacar cuatro:

- Laretrotranscriptasa carece de actividad exonucleasa 3-> 5', que actla como correctora de errores (1).
- Tanto las proteinas estructurales como aquellas con actividad funcional poseen unanotable plasticidad (2, 3).

- El virus presenta una alta tasa de replicacion, que permite generar del orden de 1020 "nuevos' viriones cada dia

(4).

- Esta bien documentado que en un determinado momento coexisten en cada persona infectada todas las
posibles variantes del VIH ("cuasiespecies’) (5, 6).

Dada la notable heterogeneidad genética del VIH se producen procesos evolutivos, como la mutacion que dara
paso ala seleccidn de cuasiespecies en virtud de su capacidad de supervivencia en un ambiente "hostil”, y se
producira por tanto una seleccion de aquellas que presenten caracteristicas de supervivencia mas favorables en
estas circunstancias (7, 8). Debido a que las mutaciones aparecen de forma espontaneay simplemente se
seleccionan bajo la presion selectiva de los farmacos, actuamente el VIH tiene capacidad de desarrollar
resistencias frente atodos los antirretroviral es disponibles, e incluso capacidad potencia frente a moléculas que
estan por disefiar (9-12).

Laresistencia en sentido amplio se define como cualquier cambio que mejore lareplicacion del VIH en
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presencia de un inhibidor (13). Es importante tener en cuenta que € concepto de resistenciaesrelativo, yaque s
se parte de un indculo o suficientemente pequefio y se usa un farmaco en concentracion suficiente, un virus
resistente podria presentarse como sensible (14). En términos especificos, laresistenciadel VIH al tratamiento
antirretroviral consiste en un fenotipo aterado como resultado de un cambio en el genotipo viral que se puede
detectar tanto in vitro como in vivo (15).

Epidemiol 6gicamente se puede hablar de resistencias primarias y secundarias (5, 16, 17). Hablamos de
resistencias primarias cuando se detectan en virus de pacientes que no han sido tratados previamente, |o que
implica que lainfeccién se ha adquirido a partir de cepas de VIH resistentes. Por €l contrario, diremos que se
trata de resistencias secundarias cuando aparecen en la poblacién viral de un paciente como consecuenciade la
presion selectiva g ercida por la exposicion afarmacos antirretrovirales.

Tipos de mutaciones

Existen dos tipos de mutaciones: primariasy secundarias. Se conocen como mutaciones primarias aquellas
alteraciones en el material gendmico que una vez expresadas daran lugar a cambios en €l sitio activo de la
enzima, dado que afectan ala afinidad de ésta por su sustrato. Habitualmente se seleccionan pronto en el curso
del tratamiento por la presion selectiva gjercida por € farmaco, en un intento de evadir su accion inhibidora
(18). Las mutaciones secundarias se van acumulando en el genomavira que ya posee mutaciones primarias con
lafinalidad de restaurar la ventaja cinética que ha pagado la enzima por la mutacion primaria. Son
seleccionadas, pues, por laventaja replicativa que confieren y lamejorade la afinidad por €l sustrato natural de
laenzima. Por si mismas, estas mutaciones secundarias poseen un efecto minimo o nulo en la magnitud de la
resistenciaa tratamiento antirretroviral (19).

Justificacion dela deteccion deresistenciasdel VIH

Numerosos estudios retrospectivos realizados alo largo de los afios han demostrado la correlacion entre la
presencia de mutacionesy el fracaso terapéutico (20-27). Recientemente se han llevado a cabo estudios
prospectivos que comparan la evolucion de pacientes distribuidos en dos cohortes: en un brazo pacientes
tratados seguin recomendaciones empiricas generalesy en el otro pacientes cuyo tratamiento es guiado por los
resultados de | as pruebas de resistencia a tratamiento antirretroviral. Los resultados de este Ultimo tipo de
estudios avalan larealizacion de dichas pruebas para la seleccion del tratamiento més eficaz en |os pacientes
previamente tratados en los cuales no se ha obtenido respuesta virol égica completa (28-35). EnlaTablal se
muestran |os principal es ensayos al eatorizados controlados que han demostrado e impacto a corto plazo de la
deteccion de resistencia alos antirretrovirales (30-36).

http://www.seq.es/seg/html/revista_seq/030L/rev3.html (2 of 22)17/01/2006 17:14:20



Eleccion y uso de las pruebas de deteccion de resistencias del VIH

Tabla 1. Ensayas aleatarizados contrelados que avalan la
deteccion de resistencias del VIH a los antirretrovirales

{30-36).
Estudio Dischio
ADAM Genotipo ve. recomendacionss empiricas gencrales

VIRADAPT Genolipo v recomendacionss empiricas generales

GART Genotipo vs, interpretacidn expenta vi, recomenda-
cioncs cmpiricas gencrales

VIRAIMI Fenotipo ve. recomendaciones empiricas generales

Koasser Fenotipo vi. recomendaciones empiricas generales

MNARVAL Genolipo v fenolipo ve recomendaciones empiri-

cas generales

Havanna Genolipo vs. recomendaciones empiricas generales

TIPOSDE TECNICASPARA LA DETECCIIN DE RESISTENCIAS

Existen dos grandes grupos de técnicas parala deteccion de resistencias del VIH al tratamiento antirretroviral:
genotipicasy fenotipicas.

L as pruebas genotipicas se basan en €l analisis del genomay por tanto detectan la presencia de mutaciones. En
funcion del principio en que se basen, el nUmero de mutaciones detectables es distinto (14, 19, 37). Las técnicas
gue utilizan la secuenciacion detectan todas |as mutaciones presentes en las regiones del genomadel VIH que
codifican paralaretrotranscriptasay paralaproteasa. Cuando € fundamento de la técnica es la hibridacion, solo
se detecta determinado nimero de mutaciones de significacion conocida (38).

L as pruebas fenotipicas consisten en un sistema de replicacion in vitro que enfrenta a virus con diferentes
concentraciones de farmacos antirretrovirales. El grado de inhibicidn del crecimiento se establece por
comparacion con una cepa de referencia (39).

Pruebas genotipicas comer ciales

Existen tres pruebas genotipicas comerciales, la secuenciacion y dos técnicas basadas en |a hibridacion (LiPATM
y GeneChip™), cuyo fundamento describiremos brevemente a continuacion.

Secuenciacion

El principio general de esta técnica consiste en la obtencion de moléculas de DNA cada una un nucleotido méas
larga que la precedente, y su posterior separacion mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) de
elevada resolucion (40).

Actualmente, aunque €l principio basico no ha cambiado, |as modernas técnicas de secuenciacion derivan del
método de Sanger (41), segun € cual en lugar de fraccionar el DNA diana se procede ala sintesis de pequefios
fragmentos a partir de la hebra molde. Esta sintesis tiene una peculiaridad, que es laincorporacion de
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nucledtidos terminadores de cadena. Estos nucledtidos en realidad son didesoxinucl edtidos, es decir, carecen de
grupo hidroxilo (-OH) en posicién 3, que es fundamental parala elongacién de la cadena, ya que es
precisamente en esta posicion donde la polimerasainserta el siguiente nucledtido durante la sintesisde DNA. La
adicion de la proporcion adecuada de nucledtidos natural es con respecto a estos didesoxinucledtidos dara lugar a
la sintesis de fragmentos de diversos tamafios.

Para secuenciar €l VIH se pueden adoptar dos estrategias: la secuenciacion del genoma proviral integrado en los
linfocitos, que ya esta como DNA, o larealizacion de unaretrotranscripcion previa de RNA plasmatico (42).
Para poder obtener secuencias fiables, un requisito fundamental es laidoneidad del material de partida, tanto en
pureza como en cantidad. De cara a garantizar este aspecto se realiza, en primerainstancia, una PCR "anidada",
gue no es otra cosa que dos PCR seguidas, de forma que e amplificado conseguido es mucho més abundante
gue s serealizase una PCR ordinaria. Tras la obtencidn de material genético suficiente se procede ala
purificacion del amplificado para eliminar restos de iniciadores, sales, enzimas, nucleotidos, etc.

Actualmente |a técnica mas empleada es la secuenciacion ciclica, de desarrollo mas reciente (43). Se basaen
aplicar latecnologia de laPCR a método de Sanger anteriormente descrito. Se realizan cuatro reacciones de
PCR en paralelo y en cada una de €ellas se incluyen en la mezcla de reaccion |os siguientes reactivos:

- DNA asecuenciar.

- Iniciadores especificos: regiones de laretrotranscriptasay la proteasa (gen pol).

- Polimerasa.

- Desoxinucleotidos (ANTP) naturales (dATP, dCTP, dGTP, dTTP).

- Uno de los cuatro nucledtidos terminadores o didesoxinuclettidos (dANTPs) (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP).

De estaforma, en cada reaccién se van incorporando nucledtidos naturales hasta que de forma aleatoria se
incorpora un nucledtido terminador y cesa la sintesis, de manera que se sintetizan hebras de longitud variable.
Una condicion de reaccion importante es que la adicion de los ddNTP ala mezcla de reaccion sea en proporcion
no saturante, ya que en caso contrario se incorporarian estos nuclebtidos terminadores en todas | as posiciones
disponiblesy setruncarialasintesis de DNA. Los fragmentos resultantes llevan marcgje fluorescente y en cada
unade las cuatro reacciones se usa un fluorocromo distinto, por lo que los fragmentos que terminan en cada uno
de los cuatro ddN TP produciran una sefial distinta.

Una vez obtenidos todos |os fragmentos se procede a su separacion electroforética, que se realiza de forma
automatizada en un secuenciador, y ésta puede ser segun la clasica PAGE de alta resolucion o mediante
electroforesis capilar. Independientemente de la técnica de electroforesis acoplada a secuenciador, |os
fragmentos se separardn en funcion de su peso molecular. Las sefiales se recogen en un procesador electrénico
acoplado al secuenciador y éste deduce la secuencia por comparacién de los fragmentos solapantes, de forma
gue esta secuencia en realidad es una secuencia consenso que representa la secuencias de las subpoblaciones
virales mayoritarias.
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Para detectar |a presencia de mutaciones que confieren resistencia alos antirretrovirales se extrae el genomade
una muestra del paciente y se procede a su secuenciacion. Unavez obtenida la secuenciadel VIH de la muestra
problema en forma de electroferograma, ésta se compara con la secuencia de una cepa salvaje de VIH mediante
un programa informaético acoplado al secuenciador (44, 45).

LiPATM

El fundamento de esta técnica es una hibridacion reversa post-PCR (46, 47). El soporte de la hibridacion
consiste en tiras de nitrocel ulosa con sondas de oligonucl edtidos especificos inmovilizadas en lineas paral el as.
Estas sondas son complementarias a la secuencia de mutaciones conocidas que confieren resistenciaalos
farmacos antirretrovirales (43, 48). Laamplificacion de la muestra se realiza con iniciadores biotinilados que
permitiran el revelado de lareaccién. Tras la hibridacion se afiade un conjugado compuesto por estreptavidina-
fosfatasa alcaling, que se unird a cualquier hibrido formado sobre latira. Al afiadir el sustrato de la enzima se
producira un precipitado marron-purpura en las posiciones correspondientes.

GeneChip™

A pesar de que el fundamento de esta técnica es una hibridacion, el resultado final es la secuenciacion del
material amplificado a partir de la muestra. El soporte de hibridacién son "chips' de silice gue contienen un
"biblioteca combinatoria' de sondas, que consiste en una gran cantidad de oligonucleétidos solapantes
(409.000/1,28 cm2). La hibridacién en microarrays va a permitir identificar e nucledtido presente en cada
posicion de la secuencia a analizar (49, 50). Puesto que los productos de RT-PCR estan marcados, la deteccion
de fluorescenciartras la hibridacién mediante barrido de laser e integracion de las sefial es obtenidas con un
programa informatico permitira deducir la secuencia. Una ventaja de esta técnica es que permite el andlisis
simultaneo de un elevado nimero de muestras.

En laTabla 2 se muestran las principal es ventajas e inconvenientes de | as pruebas genotipicas comerciales.

Tabla 2. Principales ventajas e inconvenientes de las prue-
bkas genotiplcas comerclales.

Yeontajas Inconvenicnics
= Realizacidn = Medida indirecta
relativamente simple

= Rapidez (3-10 dfas) — Desconocimiento de la “traduc-
= Anticipacidn de resistencias  cidn” fenolipica de los patro-
nes de mutaciones

= Dificultad de interpretacion

- Mejor disponibilidad
=Imposibilidad de asociar mu-
laciones a una dnica poblacidn

viral

Pruebas fenotipicas comerciales

Dado que las pruebas genotipicas son una medidaindirecta, pues la presencia de mutaciones no siempre implica
su expresion, las pruebas fenotipicas deberian ser € primer escalén natural en la deteccion de resistencias (51,
52).
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Clasicamente estas técnicas consistian en e cocultivo de linfocitos del paciente con lineas celulares linfoides,
como MT2y MT4, en presencia de farmacos antirretrovirales (53). Transcurridas unas semanas se mediala
replicacion viral por la produccion de Ag p24 o la actividad retrotranscriptasa. Estas técnicas tienen varias
limitaciones e inconvenientes, como son lalaboriosidad, el alto coste, lainfraestructura necesaria, € largo
tiempo requerido y lafalta de estandarizacion. Todo esto ha sido solventado en parte por las técnicas de virus
recombinantes (RVA) (54), cuyo fundamento se muestraen laFig. 1.

Electroparaciin v
RT-FCR J recombinacidn

J
Regién J _jJ J / g o
Wirua paclamta FETE;-F*

Frovinus infeciivo oon

informacion gendtica
e da RT y P de paciente

Clon praviral infectve
gin ragidn RTy P

Cocultive en presencia
o diferentes
concentracionas
de antimetrovirales

Figura 1. Fundamento de las técnicas de virus recombinantes.

L as técnicas de virus recombinantes determinan la concentracion que inhibe el 50% de lainfectividad (1Csgp), ¥
la comparan con lalCsgg de una cepa de referencia o de un aislamiento anterior de un mismo paciente. Existen
dos técnicas comerciales (55, 56) que se diferencian principal mente en |os siguientes aspectos:

- Sistema de produccion del virus recombinante.
- Mecanismo de deteccion de lareplicacion viral.
- Vaor umbral de cargaviral requerido.

- Tiempo de realizacion.

- Cepa de referencia.

- Punto de corte.

En la Tabla 3 se muestran las caracteristicas diferencial es mas destacables de | as dos técnicas fenotipicas
comercializadas.
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Tabla 3. Caracteristicas diferenclales de las técnlcas fenotiplcas comerclales.

Antivirogram™ (Virco) PhenoSense™ (ViroLogic)
= Vector con gen de enzima que produce formazin = Vector viral con gen de luciferasa en ves de env
- Produceidn de formazdn por cflulas que sobreviven  — Actividad de luciferasa (> actividad = resistencia)
= 1003 copias RNASmI — 500 copias RMASm
= 3 semanas — 12 dias — 14 dias
— Cepa de referencia: HXB-2 = Cepa de referencia: ML4-3
- Punto de corte: = Punto de corte:
< 4 % Cl,: sengible = 2,5 % Cl;! resistente

43 Cl,;: intermedio
= 100 Clﬂ'. fesislenle

Entre las principal es ventgjas que presentan las pruebas fenotipicas de resistencia a los farmacos
antirretrovirales se encuentran su capacidad para medir directamente la sensibilidad a farmaco en cuestion, que
aportan informacion sobre resistencias cruzadas, que se pueden aplicar a cualquier moléculay que son
relativamente féciles de interpretar (57, 58), tal y como se reflgja en la Tabla 4, donde también se especifican
sus inconvenientes mas destacados.

Tahla 4. Principales ventajas e inconvenlantes de las prue-
bas fenotipicas de resistencia.

Ventajas Inconvenientes
= Medida directa — Laboriosidad ¥ complejidad

de sensibilidad = Demora de obtencidn de resultados
= Informacion so0re — Infracstrectura neccsaria

resistencias cruzadas

. i — Scleceidn de varantes mejor adap-

- Ficil interpretacidn (7) tadas al cultivo
= Aplicable a

cualquier fdrmaco

La Tabla 5 resume |os principal es métodos de deteccion de resistencias alos antirretrovirales, asi como su
nombre comercial y compafiia distribuidora.
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Tabla 5. Pruebas comerciales para la deteccion de resistencias del VIH a los firmacos antirretrovirales.

Metodologia Denominacidn Compaiifa

Secusnciaciin HIV Genoryping System Kit PE Biosystems
TruGene HIV Resistance Kil Wisible Genetics
VircoGEN Wirco
GenelSeq HIV ViroLogic Ine.

Hitridacidn Inna-LiPA HIV nicleosides Innogenetics
frirg-LiFA HIV prorease Innogenelics
fnng-LiPA HIV non-nucleosides® Innogenctics
Traro-LiPA HIV Muiii Drug Resistances® Inmogenstics
HIV PRT-440 ( "GeneChip"1**

Yirus recombinantes Amtiviregram WVirco _
Fhemesense YViroLogic Inc.,

En laTabla 6 serecogen las principal es caracteristicas de | as técnicas de deteccion de resistencias que estan
actualmente disponibles. Tal y como se puede observar, la sensibilidad interpretada como la proporcion exigible
aunasubpoblacion viral para ser detectable oscila entre un 1% y un 25%, y la complejidad técnica es, salvo con
LiPA, ata. El umbral minimo de cargaviral exigible para su realizacion se sitlia en general en torno alas 1000
copias de ARN/ml, y el tiempo necesario para obtener el resultado oscila entre dos o tres dias y tres semanas
(59).

Tabla &, Caracteristicas de las pruebas de resistencla comerclales,

Tegnica {campaiiia) Sensibibdad  Complejidad  Umbral RRA  Tiempo
LiFA {Innogenetics) | =2 Bag S cpRNAMml 23 dlas
HIV Genotyping KE(PE Biosystems) 20250 Alta 1000 cpRH&mM| 5 <lias
Trrezena (Vishble Genetics) 1020 Alta 1000 cpRMAmMI 2 <lias
Antiviragram (Wirco) 10 %= 210%, wlta 1000 cpEM&Am| 3 =emanas
EfehoSense VroLogic) 186% Elta 1000 cpBMAml 14 dias

Limitaciones de las pruebas de deteccion deresistencias

Una precaucion importante a tener en cuenta ala hora de tomar las muestras para estas determinaciones es
asegurar que en ese momento el paciente contintia con el tratamiento que supuestamente ha fracasado (60).
Algunos autores recomiendan que el plazo maximo transcurrido entre el cese del tratamiento y la deteccion de
resistencias no supere los 15 dias (61), pues €l rapido recambio de la poblacion viral conduciriaa un predominio
de subpoblaciones salvajes que darialugar a falsos negativos en la determinacion de resistencias (62).

Dentro de las limitaciones que en general presentan estas técnicas, independientemente del principio en que se
basen, esta la proporcién minima que debe representar una subpoblacion determinada respecto al global de la
muestra (63). A pesar de que varia en funcion de la sensibilidad de la técnica, se puede decir que se necesita una
proporcion de un 20% para que esa subpoblacion esté representada en €l conjunto, y por tanto sea detectable.
Ademas, se requiere un umbral de carga viral minimo para garantizar la obtencién de resultados fiables, que
generalmente se establece en 1000 copias de ARN/ml, aungue algunas técnicas aseguran que se podria rebajar
este umbral a 500 copias de ARN/ml (64).
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Como ya hemos expuesto, ambos tipos de técnicas de deteccion de resistencias poseen ventgjas y desventajas,
pero en principio las genotipicas parecen mas répidas, asequibles y baratas, aunque utilizar sus resultados para
predecir larespuesta alos farmacos puede resultar un poco prematuro por varios factores. presencia de mezclas
de subpoblaciones no detectadas, conocimiento incompleto de las mutaciones que confieren resistencia,
interaccion de diferentes mutaciones, resistencias cruzadas y respuesta variable alos farmacos en funcion de los
pacientes (65, 66). Por todo ello, es necesario definir mejor el valor predictivo de este tipo de técnicas. Por €
contrario, las fenotipicas son una medida directa de laresistencia, pero su interpretacion también es dificil.
Poseen la ventgja de determinar lainfluencia de mutaciones multiples en el genoma, a diferencia de las técnicas
genoatipicas, pero también por ello e papel individual de una mutacion determinada puede quedar enmascarado
(67). Otro inconveniente de estas Ultimas técnicas es que para que llegue a detectarse fenotipicamente una
resistencia es necesario que una proporcion suficientemente grande de la muestra posea determinadas
mutaciones.

RECOMENDACIONES PARA LA DETECCION DE RESISTENCIASA LOS
ANTIRRETROVIRALES

Desde diferentes organismos, tanto nacionales como internacionales, se han emitido recomendaciones parala
deteccion de resistencias a los antirretrovirales (68). Entre las guias internacional es destacan cuatro como
ineludibles: las emitidas por el DHHS Panel on Clinical Practices for the Treatment of HIV Infections (69), las
delaBritish HIV Association (70) y las publicadas por Hirsch y cols. (71) y por Schinazi y cols. (72). En €
ambito nacional, la Secretariadel Plan Nacional sobre € Sida (SPNS) ha elaborado dos documentos al respecto,
el primero de ellos en 1997 (73) y el Ultimo en 2000 (74). También han emitido sus recomendaciones el Panel
Espafiol de Resistenciaalos Antirretrovirales (75) y e grupo GESIDA (76, 77) junto con la SPNS. No es
nuestro propdsito revisar de manera exhaustiva las referidas recomendaciones y remitimos al lector interesado a
los documentos originales.

La SPNS centra actualmente su interés en cuatro aspectos (74, 76, 77). En primer término, €l proyecto de
realizacion de una base de datos con €l fin de aglutinar |os resultados de | as pruebas de resistencia realizadas por
los laboratorios espafiol es, de forma que su disefio y gestion se lleven a cabo en colaboracion con el Centro de
Biologia Molecular Severo Ochoa. En segundo lugar trabaja en un Programa de Control de Calidad que ha sido
ofertado alos laboratorios que realizan estas técnicas, y cuya logistica es similar ala se que viene realizando
desde hace afios en la cuantificacion de la carga viral. Este programa sera coordinado por € Instituto de Salud
Carlos|l1 y la Sociedad Espariola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). En tercer
lugar, persigue la optimizacion del uso de estas técnicas fomentando, por una parte, la docencia en este ambito a
través de cursos, seminariosy jornadas, y por otra parte el entrenamiento del personal responsable de su
gjecucion. En ultimo término, impulsa la consolidacion de agencias de investigacion con estalinea prioritaria,
de forma que se logre una utilizacion eficiente y se estudien indicaciones futuras de estas técnicas, como son la
epidemiologia de las resistencias primarias y €l empleo de las pruebas fenotipicas.

INCORPORACION DE LASPRUEBASDE RESISTENCIASA LA ASISTENCIA

Laincorporacion selectiva de las técnicas genotipicas a la practica asistencial tiene interés, primero, por €l
beneficio individual de cada paciente, ya que su filosofia es optimizar e individualizar el tratamiento (77). En
sentido colectivo, esta incorporacion también tiene utilidad ya que permite conocer la"epidemiologia* de las
cepas de VIH resistentes, incidir en lamejor utilizacion del arsenal terapéutico disponible e intentar disminuir el
riesgo de aparicion de resistencias potencialmente transmisibles (78). La SPNS, respecto a laimplantacién de

http://www.seq.es/seg/html/revista_seq/030L/rev3.html (9 of 22)17/01/2006 17:14:20



Eleccion y uso de las pruebas de deteccion de resistencias del VIH

estas técnicas, tiene como objetivo asegurar su homogeneidad y validez, paralo que sefiala cuatro situaciones en
gue esta indicada la deteccion de resistencias genotipicas (76, 77):

1) Pacientes adultos de quienes se supone que estan realizando correctamente el tratamiento y se planteallevar a
cabo un cambio de antirretrovirales ante un fracaso terapéutico. La deteccion de resistencias se debe considerar
en un primer fracaso y se debe recomendar tras un segundo o posterior fracaso terapéutico.

2) En los casos con primoinfeccion sintoméatica, especialmente si se vaainiciar un tratamiento antirretroviral.

3) En las mujeres embarazadas, muy especialmente si l1a supresion de lareplicacion viral por € tratamiento no
es suficiente, con €l fin de conseguir la pauta terapéutica 6ptimay la méxima reduccion de latransmision
vertical del VIH.

4) En los nifios con nuevo diagndstico de infeccion por VIH y en aquellos que ya estan recibiendo tratamiento
antirretroviral si presentasen criterios de fracaso terapéutico.

Uno de los aspectos importantes en relacion a laincorporacion ala practica asistencial de estas técnicasesla
definicién de "éreas preferentes de estudio” que contribuyan a mejorar el conocimiento en este campo, de caraa
dilucidar temas gque aln no estan del todo claros. En este sentido, han de realizarse estudios retrospectivos que
correlacionen el genotipo o el fenotipo, o ambos, con larespuesta viroldgica (79). Son también necesarios
estudios prospectivos sobre e valor que tiene aportar informacion del genotipo o fenotipo, asi como estudios
prospectivos de disefio de terapias de rescate basadas en resultados de genotipo o fenotipo (80, 81). En cuanto a
la estimacion de la presencia de mutaciones preexistentes (resistencias primarias), han de realizarse estudios
epidemiol 6gicos en pacientes naive con infeccidn aguda o seroconversion reciente (58, 82).

Desde un enfoque que contemple la realizacion de estas pruebas en el laboratorio de diagndstico microbiol 6gico
resulta determinante adoptar una serie de recomendaciones, que bajo el epigrafe de "buena préctica’ reflggamos
enlaTabla7. En primer lugar, esimportante que el laboratorio que ofertalatécnica elabore unas normas de
recogida, envio y transporte de muestras, cuya distribucion es preceptiva entre |os posibles demandantes de la
técnica (83). En estrecharelacién con la actividad precedente se encuentra la elaboracion y el disefio de un
model o especifico de volante, que en nuestra experiencia debe ser incluido entre los que habitualmente se
emiten desde el Servicio de Microbiologia. Es deseable una discusion interdisciplinaria de los parametros en €l
incluidosy referidos al menos a cuatro tipos de variables: identificativas, epidemioldgicas, clinicasy dela
historia de la terapia seguida (84). Resulta de inestimable valor disponer de una muestrainicia de plasmade
caraa poder delimitar con precision, en los casos en que no se hubiera hecho con anterioridad, la existencia de
marcadores de infeccion por VIH (85). Obviamente, es preciso disponer de una infraestructura adecuada que
cumplacon los requisitos exigibles para el desarrollo de este tipo de técnicas encuadradas dentro del ambito de
lo que podriamos denominar "diagndstico microbiol6gico molecular” (86). Una ayuda adicional al mangjoy
gestion tanto de lainformacion recibida como de la generada es |a proporcionada por la disponibilidad de una
base de datos especificamente disefiada al efecto. En este sentido, |as actuales redes de Intranet y las que sirven
al laboratorio de microbiologia deberian hacer el esfuerzo de incorporar elementos para una gestion agil e
integrada de este tipo de informacion (59, 61). Finalmente, parece oportuno abordar €l dificil reto, no slempre
resuelto, de emitir un informe en términos inteligibles que facilite a clinico que prescribe tratamientos
antirretrovirales latoma de decisiones eficientes (78, 81, 83).
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Tabla 7. Aspectos de " buena practica" en el laboratorio que deben acompafar alaimplantacion delas
pruebasderesistenciadel VIH alosfarmacos antirretrovirales.

- Elaboracion de normas de recogida, envio y transporte de
muestras

- Disefio e implantacion de un modelo de volante de solicitud
- Archivo de unamuestrainicial de plasma

- Disponibilidad de una infraestructura adecuada

- Configuracion de una base de gestion de datos

- Emision de un informeinteligible para el clinico

CUESTIONESPENDIENTES

A pesar de laintensa actividad que se esta desarrollando, es importante asumir que hay una serie de problemas
de muy diversa indole que, g os de estar definitivamente resueltos, requieren una mantenida atencion.

Para el profesional del laboratorio existen, en primer lugar, algunas cuestiones inquietantes relativas alos
aspectos técnicos, entre las que se incluyen la bagja rentabilidad de la amplificacion (14, 87), ladeficiente
estandarizacion de determinados procedimientos (43, 59, 64, 88) y la escasa implantacion de los programas de
control de calidad (28, 89). En estrecha vinculacion con estos aspectos se sitlia, a continuacion, €l reto dela
interpretacion de los hallazgos del 1aboratorio, cuya expresion més paradigmatica la constituye el hecho de
valorar |as relaciones entre mutaciones y aparicion de resistencias cruzadas (81, 90, 91). Corresponde a
profesional clinico validar en la practicareal lainformacion generada por €l microbiologo (83, 84) eimpulsar €
desarrollo de ensayos gque contribuyan a esclarecer €l verdadero peso de estainformacion (92, 93).

En nuestra opinion existen a menos seis aspectos relativos a la deteccidn de resistencias del VIH cuyo
esclarecimiento no debe ser demorado (Tabla 8). Es preciso establecer cudles son |os beneficios constatables a
largo plazo en términos de evolucion virologica. A continuacion, parece pertinente delimitar en que situaciones
debe optarse por una prueba genotipica o fenotipica. En tercer lugar, convendria describir |as caracteristicas
intrinsecas de sensibilidad de las diversas técnicas para detectar subpoblaciones virales minoritarias. Seria
oportuno también disponer de un método de evaluacion especifico para delimitar las resistencias atribuibles a
cada farmaco en el contexto de regimenes combinados. Otro punto pendiente de resolucién es determinar la
cadencia de las determinaciones de resistencias. En Ultimainstancia, parece inexcusable impulsar estudios de
coste-efectividad en la aplicacion asistencial de las pruebas de resistencia.
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Tahla 3, Cuestiones pendientes de resolver acerca de [a
deteccion de resistencias del VIH,

— Beneficlos en la evolucion vireldglea a large plazo

— Slluaclones en gue sea preferlde determmar genollpo o
tenoipo

— Senstbilldad de las lecnicas para deteclar subpolilacio-
nes mmeitaias

= Evaluzcion de |z resisienciz & un farmaco en pauta com-
linzta

= Caflentiz e [a deieccion o2 resisiencias

Uno de los aspectos relativos a la determinacion de resistencias, que por su trascendencia requiere un apartado
especifico, es lainterpretacion de los resultados de estas técnicas (19, 78, 81, 83, 94). No existe una pauta acerca
de cudl sealamejor interpretacion de las pruebas. Entre las posibilidades disponibles se encuentran la
interpretacion interdisciplinaria, que implicala participacion de microbidlogos, clinicosy farmacologos (95), y
los sistemas basados en reglas generadas por la evidencia cientificay larealizacion del denominado "fenotipo
virtual" (58, 59, 96). En la practica se usan estos tres tipos de interpretaciones, que probablemente aporten sus
beneficios, pero se necesitan estudios que las comparen con el fin de hallar e mejor método de interpretacion.

Tanto | as técnicas genotipicas como las fenotipicas presentan problemas ala hora de interpretar sus resultados.
L as pruebas genotipicas aportan informacién sobre "posibles’ resistencias, en el sentido de que no se puede
garantizar la expresion de las mutaciones detectadas, y por ello requieren guias de interpretacion basadas en la
mejor evidencia cientifica disponible (68, 78, 81, 84, 97, 98). Ademas, estas técnicas poseen mayor valor para
detectar resistencias, considerando las mutaciones presentes, que para predecir sensibilidad, paralo cual seria
necesario descartar todas |as posibles causas de resistencia. Un hecho que reviste especial dificultad esla
interpretacién de patrones de varias mutaciones (99). Por su parte, |as técnicas fenotipicas constituyen una
medida de lareplicacion viral en presencia de farmacos antirretrovirales, y ésta responde a diversos factores,
unos conocidos y otros no (18, 19, 100). Ademés, en este sentido, 10s puntos de corte para determinar la
resistencia no estan ni bien definidos ni clinicamente validados. Otro factor que dificultalainterpretacion de los
resultados es el desconocimiento de los niveles minimos requeridosin vivo paralograr la supresion de la
replicacion viral (101), lo cual aln resulta mas complejo en e caso de los inhibidores de la retrotranscriptasa
analogos de nucledsido, ya que éstos se activan por trifosforilacion en la célula diana, de forma que la
concentracion activa de farmaco ha de medirse en €l interior de la célula, con la mayor dificultad que esto
entrafia (102, 103).

Una consideracion que conviene tener presente es el hecho de que existen distintas causas alas que achacar €l
fracaso virologico (76, 104, 105): a paciente, al farmacoy a VIH. Laprincipal causa de fracaso atribuible al
paciente es el mal cumplimiento de la pauta prescrita (106, 107). De los aspectos relativos a farmaco
destacamos, por un lado, parametros farmacocinéticos, y por otro factores farmacol 6gicos. Dentro de los
primeros, el mas directamente asociado al fracaso es una absorcion insuficiente del farmaco, que condicionara
concentraciones plasméti cas subterapéuticas (104, 107). Con respecto alos factores farmacol 6gicos, podemos
encontrar asociadas a fracaso virolgico circunstancias como una insuficiente potencia antivira intrinseca de la
combinacion de farmacos, interacciones de antirretrovirales y otros farmacos, y una activacion farmacol égica
inadecuada (108, 109). Por ultimo, el fracaso puede estar condicionado por causas atribuibles al propio VIH,
como son lareplicacién en compartimientos "santuario” y el desarrollo de resistencias (78, 110, 111). Por tanto,
apesar de laimportancia que posee la determinacion de resistencias a tratamiento antirretroviral, no debemos
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olvidar que existen otras causas de fracaso que también han de ser exploradas.

Parafinalizar nuestra reflexion, queremos hacer hincapié en que nos encontramos en un campo en constante
evolucion, que exige una continua puesta a dia debido a desarrollo de nuevos farmacos y nuevas dianas
terapéuticas, |a descripcion de nuevas mutaciones asociadas aresistenciay la acumulacion y jerarquizacion de
evidencia cientifica. Existen bases de datos de mutaciones que confieren resistenciaa VIH de alimentacion
continuay facil consulta através de varias paginas web de Internet, que en este sentido nos facilitan
enormemente la actualizacion de conocimientos. Asimismo, |as técnicas de deteccion de resistencia se veran
obligadas a asumir este dinamismo, adaptdndose a los datos que se vayan generando. Por tanto, cada vez
tendremos que tener en cuenta més factores a la hora de interpretar |os resultados de la deteccion de resistencias
del VIH alos farmacos antirretrovirales.

Por ultimo, esperamos que en la medida en que avance el conoci miento seamos capaces de superar las
dificultades técnicas, de interpretacion, de interdisciplinariedad y de implementacion asistencial que
actual mente existen en este campo.

Parte del presente trabajo se expuso en la reunion que sobre resistencias del VIH se desarroll6 bajo |os auspicios de la Sociedad
Espafiola de Quimioterapia el 15 de diciembre de 2000, en e Colegio Oficial de Médicos de Madrid.

Correspondencia: José M. Eiros Bouza, Area de Microbiologia Sexta Planta, Facultad de Medicina, Avda. Ramén y Cajal 7, 47005
Valladolid.
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