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TITULO

Diversidad del VIH-1. Transmision dinamica y resistencias primarias en los nuevos
diagnosticos de VIH-1 en la poblacion de Malaga (HUVV) durante los afios 2004-2015.

RESUMEN

Las Guias de Practica Clinica recomiendan la realizacion de un test genotipico
de resistencia en todos los pacientes diagnosticados de infeccion por el VIH-1. Disponer
de la secuencia de la retrotranscriptasa (RT) y de la proteasa (PR) en estos pacientes nos
abre la posibilidad de profundizar en la epidemiologia molecular de la infeccion por el
VIH-1 en el &rea geogréfica correspondiente, mediante la realizacién de estudios
filogenéticos. La filogenia ha demostrado ser una herramienta muy util para describir y
clasificar la variabilidad del VIH-1, convirtiéndose en el método gold estandar para la
subtipificacion. Sin embargo, en la practica clinica habitual se usan herramientas de
subtipado automaticas, que presentan limitaciones para la correcta clasificacion de
algunos subtipos no-B, especialmente de las formas recombinantes circulantes (CRFs).

Los objetivos de nuestro trabajo han sido por un lado, analizar los diferentes
agrupamientos y cadenas de transmision (CT) en nuestra cohorte, estudiando dentro de
ellas la evolucidn de las resistencias primarias, y, por otro, evaluar la sensibilidad y
especificidad de tres herramientas informaticas rapidas para el subtipaje, las diferencias

entre ellas y su concordancia con el analisis filogenético.

Hemos incluido en nuestro estudio a los pacientes diagnosticados de infeccion
por el VIH-1 en el Hospital Universitario Virgen de la Victoria de Méalaga entre los afios
2004 y 2015. Este intervalo de tiempo se dividio en 2 periodos: Periodo A, entre 2004-
2009 y Periodo B, entre 2010-2015. A los pacientes se les realizé determinacion de la
viremia plasmatica y deteccion de mutaciones de resistencias genotipicas del VIH-1
mediante secuenciacion de acidos nucleicos, utilizando Secuenciacion Sanger entre

2004 y 2014 y Pirosecuenciacion en el afio 2015.

De los 757 pacientes con estudio de resistencia genotipica al diagnéstico de la
infeccion por el VIH-1, 118 presentaron resistencia a farmacos antirretrovirales, 1o que
implica una prevalencia global de resistencias primarias del 15,6%. La prevalencia en el
periodo A fue menor que en el periodo B [12,0% (41/341) vs 18,5% (77/416); p=0,014).
Los porcentajes de resistencia para cada familia de antirretrovirales fueron: Inhibidores



de la transcriptasa inversa no analogos de nucleosidos (ITINN) (10,1%), inhibidores de
la transcriptasa inversa analogos de nucledsidos (ITIAN) (5,0%) e inhibidores de la
proteasa (2,2%).

En cuanto a la presencia de multirresistencia, el 90,6% de los pacientes
presentaron resistencia a una sola familia, el 6,7% a dos familias y el 2,5% a las 3
familias, con similar distribucién por periodos, a excepcion de los pacientes que
presentaron resistencia a una sola familia, en los que se observé un mayor porcentaje de

resistencia en el segundo periodo.

A partir de la secuencia del gen pol, hicimos el subtipado mediante 4 métodos: 3
herramientas automaticas basadas en diferentes criterios (Geno2pheno, Rega y
COMET); y un analisis filogenético. La reconstruccion filogenética fue inferida por el
método de Méaxima verosimilitud (Maximum likelihood) mediante el programa FastTree
a través de la plataforma CIPRES. Se tom0 como criterio para la asignacion a un
subtipo determinado, el agrupamiento consistente (valores de bootstrap >70%) con una
secuencia de referencia. Las secuencias que no pudieron asociarse a un subtipo puro o
CRF conocida fueron analizadas con el programa Simplot para encontrar sefiales de

recombinacion.

Para el anélisis de las cadenas de transmision se empled en primer lugar el
programa MEGA v6.06 y el método Neighbor Joining (NJ) para obtener una filogenia
preliminar. De ella eliminamos todas aquellas secuencias que formaban parte de ramas
con valores de bootstrap menores al 80%. Finalmente, construimos un nuevo arbol
filogenético por el método de Maximum likelihood con FastTree a traves de CIPRES.
Asi, seleccionamos los clusters con un valor de bootstrap >90% y se realizé un estudio
de las CT en general y otro pormenorizado de aquellas representadas por cinco
secuencias 0 mas, analizando las diferentes variables de interés clinico, epidemiologico

y viroldgico.

559 pacientes presentaron subtipo B (73,8%), y 198 subtipo no-B (26,2%),
siendo la forma CRF51_01B (5,8%) la mas prevalente, seguida de CRF19_cpx (2,8%) y
CRF02_AG y CRF30_0206 (1,8%). La distribucion de las variantes del VIH-1 en la
clasificacion del subtipo B variaba de forma significativa segun el método utilizado para
la determinacién del subtipo viral (p<0,001), siendo similar el porcentaje encontrado en
la filogenia (73,8%) y la herramienta Rega (75,6%) por un lado, y COMET (82,6%) y



Geno2pheno (83,6%), por otro. En las variantes no-B tambien encontramos diferencias

significativas (p<0,003) dependiendo de la opcion de subtipado utilizada.

Rega mostr6 mayor correlacion con el estudio filogenético en el subtipo B
(73,8% vs 75,6%), y también para los no-B (24,4% vs 26,2%). Considerando la cohorte
completa, la sensibilidad de las tres herramientas automaticas era superior al 90%,
destacando entre ellas la versién 3.4 de Geno2pheno, con una sensibilidad cercana al
100% (99,18; IC 95%: 98,46-99,90). Sin embargo, cuando nos centramos en las
variantes no-B, solo Rega 3.0 se acerco a una sensibilidad para identificarlas del 50%
(46,46; IC 95%: 39,52-53,41), si bien la especificidad era superior al 90% en todos los

Casos.

Al realizar el estudio filogenético, 451 pacientes (59,6%) se agruparon en 53 CT
o clusters diferentes, 17 de ellas formadas por cinco o mas pacientes cada una. El
estudio epidemiologico mediante el analisis filogenético nos ha permitido demostrar
que, en nuestra area, mas del 50% de los pacientes se agrupa en una CT, alguna de ellas
con namero elevado de sujetos. En la mayoria de los casos la transmision de estas cepas
ocurre entre hombres que tienen sexo con hombres. Son de especial interés las CT en las
cuales se agrupan pacientes con subtipos no-B y con resistencia a alguna familia de

antirretrovirales, fundamentalmente a ITINN.

De los 118 pacientes que presentaban resistencia a las diferentes familias de

antirretrovirales, 94 (79,7%) se asociaron a alguna CT.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. Biologia del Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH)

El virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) es el agente productor
del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), una enfermedad conocida desde
hace mas de 30 afios que ha alcanzado proporciones pandémicas. EI VIH-1 se incluye
dentro de la familia Retroviridae!, una familia de virus ARN que agrupa diversos
agentes virales que poseen una enzima denominada transcriptasa inversa o
retrotranscriptasa (RT)?.

La familia Retroviridae (Tabla 1) incluye 7 géneros identificados, agrupados en
2 subfamilias: Orthoretrovirinae y Spumaretrovirinae. Se considera que so6lo dos de los
7 géneros son patdégenos humanos: Lentivirus y Retrovirus BLV-HTLV.

Tabla 1. Clasificacion de la familia Retroviridae.

Familia Género Virus
Lentivirus VIH-1, VIH-2
Retroviridae Retrovirus BLV-HTLV HTLV-I, HTLV-II
Spumavirus Spumavirus humano

En 1911, Francis Peyton Rous describié el primer miembro de los Retrovirus: el
virus del Sarcoma de Rous®. En 1970* Howard Temin y David Baltimore
caracterizaron la enzima RT, logrando asi explicar como esta creciente familia de virus
ARN podia convertir su genoma en ADN e integrarlo en el cromosoma de la célula
infectada. En 1980, Robert Gallo y su grupo descubrieron el primer retrovirus humano,
el HTLV-I, inicialmente relacionado con la leucemia de células T. Este mismo grupo, al
afio siguiente, describiria el HTLV-II, vinculado esta vez con una rara leucemia de
células peludas. Sin embargo, no es hasta el afio 1983 cuando el VIH-1 es aislado por el
grupo de Francoise Barre-Sinoussi y Luc Montagnier en el Instituto Pasteur de Paris en

pacientes con inmunodeficiencia’.
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Posteriormente se identificaron dos tipos diferentes de VIH: VIH-1y VIH-2, que
comparten un 40-50% de similitud genética y tienen una organizacién gendmica similar.
Aunque el VIH-2 también puede producir inmunodepresion, es menos patogeno y tiene
una menor capacidad de transmisién®. En la Figura 1 podemos observar cémo el VIH-2
esta relacionado filogenéticamente con el virus SIVsm, virus de la inmunodeficiencia
del Sooty mangabey, una variedad de mono muy frecuente en Africa occidental,
mientras que el VIH-1 proviene del agente que infecta a la variedad de chimpance Pan

troglodytes troglodytes, SIVcpz, que habita en zonas del sur de Camerdn®”.

Origen del VIH

5alto inter— especie desde primates no humanos

sooly mangabeys
reserverio sV sm

Fan troglodytes trogledytes
reservortodel SIV cpz

Figura 1. Origenes del VIH-1y VIH-2

La transmision del SIVcpz del chimpancé a la especie humana se piensa que
ocurrio alrededor del afio 1900. La caza y el consumo de carne de chimpancé se
postulan como los mecanismos de exposicion al virus mas probable. Inicialmente, la
infeccion en humanos por el VIH-1 se mantuvo limitada a pequefios grupos de
poblacion hasta que alcanzd, seguramente a través del Rio Congo, la ciudad de
Kinshasa, un nicleo urbano en rapida expansion, alrededor de la década de 1930-40°.
Diferentes estudios han demostrado que es en esta ciudad donde existe una mayor
variedad de cepas asi como indicios de la divergencia del virus hacia la infeccion de una
nueva especie, la humana. A partir de este punto, mediante el contacto sexual y la
practica sanitaria con material contaminado, el VIH-1 logra diseminarse por todo el
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continente hasta que finalmente, en los afos setenta, se introduce en el mundo
desarrollado. Asi, los primeros casos de SIDA se detectan en E.E.U.U. a principios de

los ochenta®.

Los virus SIV, aun siendo virus de la inmunodeficiencia de los simios, al menos
en tres ocasiones saltan la barrera de especie (Figura 2), originando los tres principales
grupos del VIH-1: grupo M (major), grupo O (outlier) y grupo N (no M, no O). Existe

un cuarto grupo llamado P (putative), descrito més recientemente™.

VIH-1 groupo M

:> VIH-1 groupo N
SlIVepz

% - * ? : VIH-1 groupo O

SiVgor » VIH-1 groupo P

Figura 2. Variedades de SIV y saltos inter-especie®

El grupo M es el causante de la pandemia de VIH-1 a nivel mundial y se
subdivide en 9 subtipos (A-D, F-H, J y K)'. El subtipo mayoritario es el C, responsable
del 50% de las infecciones por VIH-1. En los paises industrializados de Norteamerica,
Europa, Australia y Japon, predomina el subtipo B (Figura 3). Dentro del grupo M,
también debemos destacar las formas recombinantes circulantes (CRF), que aparecen
por recombinacién de fragmentos gendmicos de distintos subtipos. Actualmente se han
descrito mas de 79 CRFs y su ndmero se incrementa constantemente
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html; acceso 07/09/2016).


http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html
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Figura 3. Distribucion geografica de la diversidad del VIH-1 (subtipos del Grupo M) y
VIH-2°

Las variantes no-B desempefian un papel muy importante en la pandemia del
VIH-1, causando aproximadamente el 90% de las infecciones'. Entre esas variantes, los
subtipos A, C, CRF01_AE y CRF02_AG son los mas frecuentes, siendo responsables
de casi el 70% de todos los casos. La prevalencia de estas variantes no-B ha ido en
aumento en Europa Occidental en los ultimos afios, fundamentalmente como
consecuencia de los movimientos de poblacion. Asi, aunque la prevalencia del subtipo
B sigue siendo mayoritaria en Espafia, igual que en el resto de Europa y América, se
esta observando una circulacion creciente de subtipos no-B, principalmente los subtipos
Gy la CRF02 AG. En espafioles nativos, el porcentaje de variantes no-B aumentd desde
el 1,5% en 2000-2002 al 11,4% en el periodo de 2007 a 2010, afectando también a la

poblacién no inmigrante?,
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1.2. Estructura del VIH-1

El VIH-1 es un virus envuelto de forma esférica, con un diametro de 100-120
nm (Figura 4). La envoltura consiste en una bicapa lipidica formada por gemacion a
partir de la membrana de la célula hospedadora. En esta bicapa se encuentran presentes
la proteina Env y la glicoproteina 160 (gpl160), que se encuentra anclada en la
membrana y mediante escision por determinadas proteasas celulares, da lugar a

las glicoproteinas gp41 y gp120.

La estructura y funcionalidad de Env juega un papel muy importante en la
interaccion del virus con los receptores celulares (tropismo) asi como en la evasion a la
respuesta inmune del huésped®®. De hecho, la dificultad para encontrar una vacuna

eficaz frente a la infeccion por VIH-1 esta directamente relacionada con Env*,

Por debajo de la envoltura, se encuentra la matriz viral de estructura icosaédrica,
formada por la proteina MA (p17). En el centro del virus y con forma de cono esta la
capside, constituida por la proteina viral CA (p24), que es la mas abundante de toda la
particula. En el interior de la capside, las proteinas virales PR (p15), RT (p55 y p66), IN
(p11), NC (p17)-y LI (p6), las dos cadenas idénticas de ARN y un par de iniciadores de
ARN transferente (ARNtLys)™.

......

Glucoproteinas del VIH J

Figura 4. Esquema general de la estructura
de la particula de VIH-1. Imagen extraida
de https://infosida.nih.gov
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Existen en el genoma tres regiones codificantes, gag, pol y env. El
gen gag codifica las principales proteinas estructurales: la proteina de matriz p17 y la
proteina de la capside p24. El gen pol codifica las tres enzimas principales para el ciclo
infectivo del virus: la proteasa (PR), la RT vy la integrasa (IN). El gen env codifica la
glicoproteina externa (Env), responsable de la infectividad de la particula viral a traves
de la union a receptores especificos de la célula. Ademas existen 6 genes denominados
inicialmente accesorios: tat, rev, nef, vif, vpu y vpr, que incrementan la complejidad de

la organizacion y expresion del VIH-1'°,

En la Tabla 2 se describen las proteinas que son codificadas por los nueve genes
del VIH-1. La proteina Vif interacciona con una proteina de defensa en la célula
humana llamada APOBEC3G (A3G), anulando su efecto antiviral y favoreciendo la
replicacion del VIH-1%". Vpr participa en el transporte al nicleo del complejo viral pre-

integracion.

Tat y Rev actian como proteinas reguladoras uniéndose a regiones especificas
del ARN viral: TAR y RRE, respectivamente. La proteina Tat tiene un papel
fundamental en la replicacion del VIH-1, ya que actda como un potente activador del
proceso de transcripcion. La proteina Rev facilita la salida al citoplasma de los ARN

mensajeros actuando como un factor de exportacion nuclear.

La proteina Nef tiene diferentes funciones: induce regulacion negativa de células
CD4 y moléculas HLA de clase | en la superficie de las células infectadas, lo que
permite la evasion de un ataque por linfocitos CD8 citotoxicos'®; esta proteina también
participa en la activacion de linfocitos T como consecuencia de su union a varias

proteinas que intervienen en las vias de transduccion de sefiales intracelulares.
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Tabla 2. Tamafio, localizacién y funcion de las proteinas que codifican los 9 genes del

VIH-1.
Tamario ) L
Nombre Funcion Localizacion
(kDa)
gag
MA pl7 Anclaje de la membrana. Transporte al ntcleo Virion
CA p24 Cépside Virion
NC p7 Nucleocapside, union a ARN Virion
p6 Union a Vpr Virion
pol
PR p15 Corte de Gag/Pol y maduracion Virion
RT p66,p51 Retrotranscripcion y actividad ARNsa H (p15) Virion
IN p31 Integracion del provirus Virion
Env gpl120/gp4l  Glicoproteina de envoltura, uniéna CD4y co-  Membrana externa
receptores del virion
Tat pl6/pla Transactivador transcripcional Nucleo y nucleolo
Rev pl9 Transporte de ARN fuera del nucleo Vehiculo nucléolo-
citoplasma
Vif p23 Infectividad (anula A3G) Citoplasma y virion
Vpr p10-15 Transporte nuclear, estabiliza ciclo celular en Virion
G2/M
Vpu pl6 Liberacion de particulas en la membrana Membrana
(anula Tetherin)
Nef p27-25 Inhibe la expresion de CD4 y HLA clase | Membrana y
citoplasma

CA: cépside; IN:
retrotranscriptasa.

integrasa; MA: matriz; NC: nucelocéapside;

PR: proteasa; RT:
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1.3. Ciclo vital del VIH-1

Se resume de forma grafica en la Figura 5.

Interacciéon del
\VIH con recepto
y correceptor

Fusion de membranas
y liberacion de la

capside
Retrotranscripcion
de ARNviral a
ADN
Transporte del
ADN al nucleo e
integracion en el
genoma
Produccién de ARN

viral genémico y
ARNmM. Traduccién a
proteinas

Maduracion del
virién por accion
de la proteasa
viral

Ensamblaje y
salida del virion
por gemacion

Figura 5. Ciclo Vital del VIH-1. Modificado del National Institute of Allergy and
Infectious Diseases, EE. UU. (http://niaid.nih.gov)
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1.3.1. Penetracion del virus en la célula diana

La celula diana principal del virus son los linfocitos T CD4+, que expresan en su
superficie dos receptores necesarios para la entrada del virus: la propia molécula CD4 y

un receptor de quimiocinas (CCR5 6 CXCR4), que actiia como correceptor'*2.

El ciclo vital del VIH-1 comienza cuando se produce la interaccion del virus con
la célula diana a traves de la unién de la glicoproteina gp120 de la envoltura viral con el

receptor celular CD4 y un receptor de quimiocinas (CCR5 6 CXCR4).

El VIH-1, como otros retrovirus, infecta a las células de forma pH-

independiente, a través de la fusion directa entre la membrana viral y celular®’.

1.3.2. Sintesis del provirus

Tras la penetracion del virus, tiene lugar la desestructuracion de la capside y la
activacion de la RT viral. Un complejo ribonucleoproteico (RNP) conocido como
"complejo de preintegracion™ se estructura en el citoplasma de la célula infectada y es
responsable de la transcripcion reversa y del transporte al nucleo. EI RNP contiene el
ARN genomico junto a las proteinas NC y MA, y las enzimas virales RT e
IN??, Durante la retrotranscripcion, las dos moléculas de ARN del viri6n seran
convertidas a una doble cadena lineal de ADN por la accion de la RT.

1.3.3. Transporte nuclear e integracion

El complejo constituido por el ADN proviral de doble cadena unido a proteinas
es transportado al nucleo de la célula infectada. Las tres proteinas virales mas
importantes en el proceso de translocacién nuclear son MA, IN y Vpr*®%’. Uno de los
primeros pasos en la importacion nuclear del complejo es el reconocimiento de sefiales

de localizacion nuclear (NLS), presentes en el complejo de preintegracion.

El ADN del VIH-1 es integrado en el genoma celular a través de la accién de la
IN viral en sitios localizados al azar, aunque se han descrito regiones de alta

probabilidad de integracion®2°.

El provirus integrado es homologo al ADN viral, excepto en algunos nucleotidos
eliminados de cada extremo, ademas de la presencia de cortas repeticiones procedentes



Introduccion

del genoma del huésped®. La integracién requiere que la integrasa reconozca los
extremos del ADN viral (los sitios ATT). Esta enzima cataliza la eliminacién de dos
pares de bases de los extremos 3" de cada cadena de ADN viral exponiendo un
dinucledtido CA, muy conservado entre todos los retrovirus®. Este ADN viral
procesado es unido entonces a los extremos 5” del ADN celular, previamente cortados, a
través de una reaccion de transesterificacion®’. Las enzimas celulares reparan entonces
las uniones generando las repeticiones que flanquean las secuencias virales, lo cual es
una caracteristica propia de los retrovirus, ya que se ha comprobado que éstos presentan
al final de su genoma unas secuencias genéticas caracteristicas denominadas

“secuencias terminales repetidas largas” (long terminal repeat, LTR).

1.3.4. Expresion genica

El provirus integrado y flanqueado por los LTRs se organiza como una unidad
transcripcional eucaridtica. La transcripcion del provirus, via ARNpol Il celular, da

lugar a un transcrito primario que va a tener dos funciones:

- Servir como ARN gendmico para incorporarse en el virion.
- Ser procesado para proveer todos los ARN mensajeros (ARNm), que van
a codificar las proteinas virales.

El promotor del VIH-1 es regulado por factores celulares y virales y su actividad
varia dependiendo del estado celular. En muchas células de individuos VIH-1 positivos
la expresion del virus es indetectable. De este modo puede existir un estado de latencia
en células individuales, aunque la infeccion esté crénicamente activa debido a la

expresion continua de VIH-1 en una fraccion de las células.

1.3.5. Ensamblaje del viridon

La maduracion por accion de la proteasa viral que procesa los poliproteinas
precursoras, va a ser un paso crucial para la produccion de viriones infectivos, ya que

las particulas virales conteniendo las moléculas precursoras no son infectivas.

Los productos de los genes gag y pol, las proteinas p55 y pl160, precursores
proteicos, son incorporados en el ensamblaje del virus. Dos moléculas de ARN

gendmico son también encapsuladas junto a las moléculas de ARNt.

10
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Las proteinas accesorias Vif y Vpr y posiblemente Nef son también incorporadas
al virion junto con las proteinas celulares, jugando un papel importante en el proceso de
ensamblado®*®. En algunos casos, estas proteinas celulares son muy importantes para
la infectividad viral®®*’. Una vez ensambladas, las nuevas particulas virales salen por

gemacion de la célula huésped.

Una de las peculiaridades del VIH-1 es el requerimiento de ciclofilina A (CyPA)
para la infectividad del virus*®**. CyPA es una chaperona con actividad peptidil-
isomerasa, que tiene un papel general en el plegamiento proteico®®*'y se cree que
interacciona directamente con la proteina Gag® y probablemente sea necesaria para el

correcto plegamiento de Gag™.

1.4. Curso clinico de la infeccion por el VIH-1
En la infeccidn por el VIH-1 podemos diferenciar hasta 3 periodos (Figura 6):

1.4.1. Primoinfeccién o fase aguda®. La infeccién aguda es la fase inicial de
infeccion por el VIH-1. La penetracion del VIH-1 en el organismo, producida bien a
través de mucosas (contacto sexual) o por via parenteral (transfusion de hemoderivados
de personas infectadas o uso de material de inyeccion contaminado), da lugar
aproximadamente a las dos semanas a una elevada viremia, que perdura alrededor de
tres o0 cuatro semanas. Estos altos valores de viremia, junto con la elevada capacidad
replicativa del virus, producen una gran diseminacion por todo el organismo, con

especial afectacion del sistema linfatico y sistema nervioso central.

El individuo puede permanecer asintomatico, aunque un porcentaje que
oscila entre el 30 y el 50% presenta un sindrome mononucle6sico muy parecido al
producido por el virus de Epstein-Barr, que tiene una gran trascendencia por la
posibilidad de detectar precozmente la infeccion. Va a ser en este periodo de la

enfermedad donde va a existir un mayor riesgo de transmision por la elevada viremia.

1.4.2. Infeccion cronica o asintomatica. La segunda fase es la infeccidn cronica
por el VIH-1 (también llamada infeccion asintomética o fase de latencia clinica).
Durante esta fase de la enfermedad, la fuerte respuesta inmunolégica frente al virus

(seroconversion) va a reducir considerablemente los valores de viremia de la

11
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primoinfeccion. Muchas personas con infeccion crénica por el VIH-1 no presentan
ningun sintoma. La ausencia de una terapia antirretroviral efectiva supondria que,
transcurridos aproximadamente de 10 a 12 afios, la infeccidn cronica evolucionaria a
SIDA.

1.4.3. Desarrollo de SIDA. Es la fase final de la infeccion por el VIH-1. Debido al
deterioro progresivo del sistema inmunitario provocado por el virus, pueden aparecer
enfermedades oportunistas definitorias de SIDA que, sin tratamiento, conducen a la

muerte del paciente.

— ...

Fase 3
bord Fase asintomatica Desarrollo de SIDA 1000

—
Sa

Carga viral

Carga viral
{coplae de ARNM viral } mi de plasrma)y
B
L=
(s BRI 30D L Soudoul

L=
L]
"

7 «0

Transmision SIDA

Figura 6. Curso clinico de la infeccién por VIH-1*

1.5. Diagnostico de laboratorio de la infeccién por VIH-1
1.5.1. Técnicas de deteccion de la infeccion por VIH-1

El diagnostico de la infeccion se va a realizar detectando la presencia de
anticuerpos especificos frente al VIH-1, que se encuentran en el suero de practicamente

el 100% de las personas infectadas®. La sensibilidad de estas técnicas es del 99%, ya

12
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que la seroconversién no ocurre hasta las 3-4 semanas. Ademas pueden existir

infectados seronegativos, como consecuencia de defectos en el sistema inmune®®.

Para el diagnostico seroldgico de la infeccion por VIH-1 se realiza la deteccion

simultanea de anticuerpos VIH-1/2 y del antigeno p24 del VIH-1.

Los ensayos seroldgicos para esta determinacion van a ser de cribado
(screening) o de confirmacion. Los ensayos de cribado nos van a permitir identificar las
muestras reactivas y deben tener una sensibilidad superior; los ensayos de confirmacion
deben tener una especificidad superior, para conocer si las muestras reactivas con un

ensayo de cribado contienen anticuerpos especificos para el VIH-1/2.

1.5.1.a. Técnicas de screening: ELISA

La calidad diagnoéstica de esta técnica estd determinada por la seleccion del
punto de corte o “cut-off” y, sobre todo, por la base antigénica utilizada para la captura
de los anticuerpos especificos de la muestra.

Las técnicas de primera generacion aparecieron en 1985 y usaban como base
antigénica un lisado virico. Estas tecnicas evolucionaron hacia las de segunda
generacion, incorporando ya como antigenos proteinas recombinantes y péptidos
sintéticos y nuevos antigenos que permitian la deteccién de anticuerpos frente a todos
los subtipos M, los grupos Ny O, y frente a VIH-2.

En 1994, aparecieron los ELISA de tercera generacion, que consiguieron acortar
el periodo ventana a 22 dias. Posteriormente se modificaron estas técnicas a una tercera
generacion mediante el uso de sustratos fluorescentes (ELFA) o formatos de
quimioluminiscencia. Hoy en dia, contamos con las llamadas técnicas de cuarta
generacion, que detectan simultdneamente anticuerpos y antigeno p24, consiguiendo asi

reducir el periodo ventana a 13-15 dias.

13
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En la Figura 7, se muestran los dias que transcurren desde la fecha de infeccion

hasta que se positivizan las diferentes técnicas de diagnostico.

ARN-VIH/ADN proviral |

Ag p24 |

ELISA de 4.7 generacion: Anticuerpos + Agp24 |

ANTICUERPOS
ELISA de 3. generacion

ELISA de 2.7 generacion

ELISA de 1.7 generacion

| T T T | T T P
0 10 20 a0 40 50 80 70

Dias después de la exposicion

Figura 7. Tiempo de aparicién de marcadores especificos de
infeccion por el VIH-1%

Existen diferentes situaciones en las que los test de ELISA pueden ofrecer

resultados falsos negativos*:

En fases muy iniciales de la infeccion, hasta que se produce la

seroconversion.

En estadios finales de la misma.

Pacientes con tratamiento inmunosupresor.

Trasplantados de médula 6sea.

Personas con alteraciones de linfocitos B.

Pacientes con hipogammaglobulinemia.

Infectados por tipos de VIH no detectados por la base antigénica.

Error en la identificacion de las muestras.

14
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En otras situaciones es posible obtener resultados falsos positivos*’°,

- Pacientes hemodializados.
- Politransfundidos.
- Pacientes con hepatitis alcohdlica.

- Personas con infecciones agudas por otros virus como herpes y Virus de
la Hepatitis B (VHB).

- Vacunados frente a VHB o gripe.
- Pacientes con enfermedades autoinmunes.
- Personas con anticuerpos frente a diversos antigenos HLA.

Debido a la posibilidad de estas reactividades no especificas hay que recurrir a
las pruebas confirmatorias para verificar los resultados positivos de las técnicas de

screening.

1.5.1.b. Ensayos confirmatorios

Las técnicas confirmatorias utilizadas con mayor frecuencia son el Western Blot

(WB) y el inmunoblot recombinante o inmunoensayo en linea (LIA).

Inmunoensayo en linea (LI1A)

El fundamento de esta técnica diagndstica®, se basa en un inmunoensayo en tira
que utiliza antigenos derivados de proteinas recombinantes y péptidos sintéticos del
VIH-1 y VIH-2 y un péptido sintético del grupo O del VIH-1, permitiéndonos asi
confirmar la presencia de anticuerpos contra el VIH-1, incluyendo el grupo O, y el VIH-

2 en suero o plasma humano.

Esta técnica utiliza cinco antigenos del HIV-1: sgp120 y gp4l, que detectan
anticuerpos especificos contra el VIH-1, y p31, p24 y pl7, que también pueden
reaccionar de forma cruzada con anticuerpos contra el VIH-2. Los péptidos del grupo O
del VIH-1 estan presentes en la banda sgp120 del VIH-1. Los antigenos gp36 y sgp105

se aplican para detectar anticuerpos contra el VIH-2. Por tanto esta técnica no solo se
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utiliza para la confirmacion de la infeccion por VIH, sino también para diferenciar entre
el VIH-1y VIH-2.

Western Blot (WB)

Esta técnica diagndstica se fundamenta en que las distintas proteinas viricas se
van a separar en funcion de su peso molecular mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida, transfiriéndose a una membrana de nitrocelulosa sobre la que se afiadira
el suero del paciente. Cuando se produce la reaccidn antigeno-anticuerpo se observa una
banda coloreada que define la reactividad en WB. Esta técnica nos va a permitir detectar
anticuerpos frente a las glicoproteinas de envoltura gpl60, gpl20 y gp4l, las
codificadas por el gen gag, p55, p24 y p17 y las proteinas enzimaticas p66, p51 y p31;
incluso existen algunas casas comerciales que incluyen al menos una proteina del gen
env del VIH-2, lo que permite identificar las infecciones producidas por dicho tipo
virico™®.

El WB tiene como uno de sus principales inconvenientes la lectura de las bandas
para hacer la interpretacion, ya que la mayoria de las veces es subjetiva. Asi hace

necesario que en cada laboratorio se establezca una norma de lectura®*°.

La ausencia de bandas se interpretara como un resultado negativo y para valorar
los resultados positivos podremos aplicar criterios que establecen distintas
organizaciones o incluso seguir los criterios de interpretacion del fabricante. EI Center
for Diseases Control (CDC) va a considerar un resultado como positivo cuando se
observan dos bandas de p24, gp4l, y gpl60/gpl20, mientras que la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) cuando hay al menos dos bandas de glicoproteinas.

Se interpreta como indeterminado cualquier resultado de la prueba que no retna
los criterios minimos de positividad. Las causas del WB indeterminado son varias y

entre ellas podemos destacar varias situaciones*:

- Fases tempranas o estadios avanzados de la infeccién con deterioro

inmunoldgico grave.

- Presencia de inmunocomplejos que pueden reducir los anticuerpos

circulantes.

- Recién nacidos de madre VIH positiva.
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- Sueros hemolizados, inactivados por calor, con factor reumatoide con

bilirrubina elevada.
- Reacciones cruzadas con otros retrovirus.

- Sueros de pacientes infectados por subtipo no-B o con

hipergammaglobulinemia secundaria a la hiperestimulacién antigénica.
- Multitrasfundidos.

- Situaciones patoldgicas como conectivopatia, gammapatia policlonal y

lupus eritematoso diseminado.

Si se detecta alguna banda de envoltura con o sin bandas del gen gag, también
puede deberse a infeccion por el VIH-1; en esta situacion se debe recurrir a otras
pruebas confirmatorias (LIA 6 IFI) e, incluso, en ocasiones complementarlas con otras
técnicas como la determinacion de la carga viral plasmética (CVP) o antigeno p24 libre
sérico para valorar una posible primoinfeccion. En cualquier caso ante un Western Blot

indeterminado se debe solicitar siempre una nueva muestra®.

1.5.2. Otras técnicas de diagnostico
Deteccién de antigeno p24

Su deteccion puede ser de gran ayuda en situaciones en las que la determinacion
de anticuerpos no es concluyente de un diagnéstico serolégico positivo®. Normalmente

se encuentra disponible en centros de referencia
Determinacion del ADN proviral

Se denomina asi al ADN del VIH-1 integrado en el genoma celular. Debido a las
dificultades de disponer de ensayos comerciales, la determinacion del ADN proviral no
es una técnica muy utilizada; se emplea en situaciones como el diagnostico en los

recién nacidos de madres VIH positivas.
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1.6. Determinacién de la CVP

La determinacion de la CVP (nimero de copias de ARN del virus que se
encuentra presente en plasma) es de gran importancia a la hora de la toma de decisiones
terapéuticas y para la monitorizacion del tratamiento antirretroviral (TAR), junto con la
cifra de linfocitos CD4 y la situacién clinica del paciente®®. Otras indicaciones son
ayuda al diagnéstico de la infeccidn aguda, diagndstico de la transmisién materno-fetal

y la valoracion del riesgo de transmision™.

En general, se recomienda determinar la CVP al diagnostico de la infeccion y
previo al tratamiento si se difiere éste. Posteriormente a las 4 semanas y luego de forma
periddica durante el tratamiento.

Existen en el mercado diversas técnicas para la cuantificacion de la carga viral,

la gran mayoria de ellas tienen una sensibilidad entre 20-50 copias/mL.

De forma general podemos decir que todas las técnicas comerciales detectan y
cuantifican el subtipo B (el més prevalente en nuestro medio) y los subtipos circulantes
mas frecuentes pero casi ninguna de ellas detecta el VIH-2, cuya CVP se determina tan
solo en centros de referencia. Las técnicas empleadas hoy dia (Tabla 3), son de
transcripcion reversa-reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) en tiempo real,
basadas en sondas fluorescentes, que son técnicas muy rapidas y que permiten rangos de

deteccién mas amplios (20-10° copias/mL), e incluso la deteccién de los grupos N y O.
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Tabla 3. Principales técnicas disponibles para la determinacién de la CVP*.

COBAS® .
) Nuclisens® Versant®
Abbott Real Ampliprep/ Artus HI
. EasyQ HIV-1 HIV-1 RNA .
Time HIV-1 COBAS® Virus-1 QS-
v1.2 1.0 (kPCR) .
(m2000rt) Tagman HIV- o . RGQ (Qiagen)
(bioMérieux) (Siemens)
1, v2.0 (Roche)
NASBA y
] deteccion a ] ]
L . PCR atiempo . PCR atiempo PCR atiempo
Amplificacién PCR a tiempo real tiempo real con
real (Tagman) real (Tagman) real
molecular
beacons
40 copias/mL 20 copias/mL 10 copias/mL 37 copias/mL 34 copias/mL
Rango de carga
viral 10 millones 10 millones 10 millones 11 millones 44 millones
copias/mL copias/mL copias/mL copias/mL copias/mL
Grupo M- Grupo M-
) ] Grupo M-
subtipos A-D, F-  subtipos A-D, Grupo M- ]
. . ) subtipos A-D,
H, J; varias CRFs  F-H; varias subtipos A-D, EH- Grupo M-
) incluidas CRFsincluidas  F-H, J; ' subtipos A-D,
Subtipos CRFO1_AEy
CRFO1_AE Yy CRFO1_AEYy CRFO1_AEYy F-H. No detecta
CRF02_AG;
CRF02_AG; CRF02_AG; CRF02_AG; No VIH-2.
Grupo O. No
Grupo Ny O.No  Grupo O. No detecta VIH-2.
detecta VIH-2.
detecta VIH-2. detecta VIH-2.
Equipo de Equipo de Equipo de Equipo de
extraccion extraccion extraccion extraccion
automatizado, Equipo automatizado, automatizado, ~ automatizado,
Grado de separado del integrado en una  Separado del separado del separado del
automatizacion : : :
equipo de plataforma equipo de equipo de equipo de
amplificacion/ amplificacion/  amplificacion/ @mplificacion/
deteccion deteccion deteccion deteccion
Tiempo de
. 6h 6h 4 h 515h 5h
procesamiento
Numero de test/run 96 72 72 96 72
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1.7. Generalidades del TAR

El ciclo infectivo del VIH-1 muestra varios puntos clave que han sido elegidos
para el disefio de farmacos antirretrovirales (ARV) que bloqueen su replicacién®. Dos
de las enzimas fundamentales que intervienen en el mismo, la RT y la proteasa, han sido
tradicionalmente dianas moleculares idéneas para las primeras familias de farmacos
ARV, que se podrian denominar como “cléasicas”: inhibidores de la transcriptasa inversa
analogos (ITIAN) o no analogos de nucleds(t)idos (ITINN), e inhibidores de la proteasa
(IP). Posteriormente, surgieron los inhibidores de la fusion y los antagonistas del
correceptor CCR5; y en ultimo lugar, teniendo en cuenta la integrasa como otra enzima
fundamental que interviene en el ciclo del virus, otra familia de farmacos ARV de gran

importancia, los inhibidores de la integrasa (INI).

La zidovudina fue el primer farmaco que se utilizé frente al VIH-1%.
Posteriormente, se observé que el uso simultaneo de dos ITIAN aumentaba el beneficio
clinico e inmunoldgico del TAR, si bien no se conseguia reducir de forma sostenida la
viremia plasmatica®. A finales de 1995 la eficacia demostrada por la asociacion de un
IP y dos ITIAN dio lugar a la generalizacion de la triple terapia o terapia antirretroviral
de gran actividad (TARGA) que ha llevado a una drastica disminucion de la morbi-
mortalidad de los pacientes con infeccién por el VIH-1.

Desde hace afios las pautas recomendadas para el tratamiento de la infeccion por
el VIH-1 consisten en una combinacion de tres farmacos que incluyan dos ITIAN
asociado a un INI, a un ITINN o a un IP potenciado. Con estas combinaciones en mas
del 75% de los casos se puede conseguir una CVP inferior a 50 copias/mL a las 48

semanas de tratamiento®.

1.8. Estudio de las resistencias a antirretrovirales

La vigilancia de la transmisioén de cepas del VIH-1 resistentes a los farmacos
antirretrovirales (TDR) nos permite definir estrategias de tratamiento efectivas para

conseguir reducir la replicacién y transmisién del VIH-1°°,

Las indicaciones para la utilizacién de las pruebas de resistencias segun el Grupo
Espafiol de Estudio de SIDA (GESIDA) incluyen®?:
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1. Pacientes sin tratamiento previo: se debe realizar un test de resistencias en
todos los pacientes en el momento del diagnostico de la infeccion por el VIH-1 y en el
momento de iniciar tratamiento si éste se difiere. Inicialmente se han de investigar las
mutaciones de resistencia en la RT y PR; solamente se realizara estudio en la integrasa
viral en aquellos casos en los que exista una alta sospecha de transmision de resistencias
a esta familia. Cuando se vaya a iniciar tratamiento con un antagonista de CCR5, se

debe realizar un test genotipico para conocer el tropismo viral

2. Pacientes con tratamiento antirretroviral: el test de resistencias esta
recomendado en todo fracaso al TAR. Se han de investigar mutaciones de resistencia en
la integrasa solo en aquellos casos de fracaso a esta familia. En pacientes en fracaso con

un antagonista de CCR5 se debe determinar también el tropismo viral.

La vigilancia de la TDR, en particular en aquellos pacientes con diagndstico
reciente, nos va a permitir analizar las caracteristicas de las cepas prevalentes en ese
momento y definir las estrategias de tratamientos que seran mas efectivas. La
Organizacién Mundial de la Salud primero en 2007°" y finalmente en 2009 elabor6
una serie de recomendaciones acerca de como estudiar y describir la prevalencia de las
TDR, lo que se traduce en la practica clinica en el desarrollo de estrategias de

prevencion que intenten disminuir la transmision de la infeccion por el VIH-1>%%°

1.8.1. Pruebas para la deteccidn de resistencias

Actualmente se encuentran disponibles en el mercado varias técnicas para la
deteccion de resistencias a antirretrovirales, que pueden clasificarse en 2 tipos:

genotipicas y fenotipicas*®.

Las pruebas genotipicas emplean el analisis de secuencias del genoma viral para
detectar la presencia de mutaciones asociadas con resistencia a antirretrovirales,
comparandola con la secuencia de una cepa salvaje. Estas pruebas utilizan diferentes

herramientas bioinformaticas para el anlisis de las secuencias.

Las pruebas fenotipicas constituyen el método mas directo para detectar y
cuantificar las resistencias a los diferentes farmacos antirretrovirales, estableciendo la
concentracion necesaria de farmaco para inhibir en un 50% (ICsg) la replicacion de la

cepa viral en estudio.
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1.8.1.a. Técnicas genotipicas

El método genotipico de referencia para la determinacion de la resistencia del
VIH-1 a los farmacos antirretrovirales es la deteccion de mutaciones en la secuencia del
gen pol, de la regién que codifica para las enzimas RT y PR*. EIl método mas utilizado
que se basa en la secuenciacion unidireccional es la secuenciacién tipo Sanger o método
enzimético, también llamado de sintesis abortiva de los dideoxinucleétidos. Otro
método que podemos emplear es la secuenciacion bidireccional, en la que se marcan los

cebadores o primers.

TRUGENE™ HIV-1 Genotyping Test (Siemens NAD) y ViroSeq™ HIV
genotypingsystem (Abbott Diagnostics) han sido las técnicas comerciales de
secuenciacion que mas se han utilizado. Las principales diferencias entre ambas se

resumen en la Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas de las principales técnicas comerciales de secuenciacion.

TRUGENE™HIV-1 ViroSeq™ HIV
Genotyping Test genotyping system
(Siemens NAD) (Abbott Diagnostics)
Secuenciacion Bidireccional Unidireccional
Electroforesis En gel Capilar
Deteccion de mutaciones RT y proteasa RT, proteasa e integrasa

Las nuevas metodologias de genotipado como las plataformas de secuenciacion
masiva de Ultima generacion (454, Illumina, PacBio, lon Torrent, etc...) poseen un
nivel de sensibilidad en la deteccion de variantes minoritarias comparable a la de los
ensayos fenotipicos. La pirosecuenciacion se diferencia del método de secuenciacion
tradicional de Sanger en que la sefial que se detecta es la de liberacion de pirofosfato
(PPi) cuando se incorporan los nucle6tidos, mientras que en Sanger la deteccion se basa

en la terminacion de la cadena con didesoxinucle6tidos.

Las diferentes técnicas de secuenciacion nos van a permitir obtener una

secuencia de nucledtidos que, una vez editada, se traduce en una secuencia de
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aminoacidos, que compararemos con la de una cepa de referencia del VIH-1,
determinando si existen mutaciones en la secuencia de la cepa en estudio. De esta
manera podremos analizar las secuencias de la RT, PR e integrasa en busca de

mutaciones que confieran resistencia al tratamiento.

El elevado nimero de mutaciones de resistencia que existen, y la posibilidad de
que se produzcan interacciones entre ellas, hacen que sea muy dificil conocer la
significacion clinica de todas, por lo que los ensayos genotipicos suelen acompafarse de
un informe sobre la interpretacion de las mutaciones detectadas. Para hacer una correcta
interpretacion del genotipo de resistencias es imprescindible una continua actualizacion
por la aparicion de nuevos patrones de resistencia y por la incorporacion de nuevos
farmacos. Se han disefiado distintos algoritmos de interpretacion que facilitan esta labor.
Entre los principales destacan los disefiados por los siguientes organismos Yy

universidades:

Universidad de Stanford (http://hivdb.stanford.edu)

- Sociedad Internacional de SIDA de EE.UU. (www.iasusa.orq)

- ANRS francesa (www.hivfrenchresistance.org)

- Red de Investigacion en SIDA —RIS— (www.retic-ris.net)

- Geno2pheno (www.geno2pheno.orq)

- Fenotipo Virtual (Vircotype).

Hoy en dia, estos algoritmos no sélo son capaces de interpretar las resistencias
clasicas frente a ITIAN, ITINN e IP, sino también las nuevas mutaciones descritas
frente a los INI. Sin embargo, cuando se comparan estos algoritmos entre si,
observamos que existen discrepancias entre ellos. En Espafia, disponemos del algoritmo
de la Red de Investigacion en SIDA (RIS), actualizado periédicamente y disponible en

WwWWw. retic-ris.net.

Por altimo, a la hora de interpretar el resultado de las pruebas de resistencia,
debemos tener en cuenta no solo la historia previa de tratamiento antirretroviral del
paciente, sino también considerar los estudios anteriores de resistencias que se hayan

realizado, para disponer del genotipo acumulado.
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1.8.1.b. Técnicas fenotipicas

Son estudios complejos y laboriosos que se realizan en laboratorios
especializados y de investigacion. Tienen la ventaja de valorar la sensibilidad del virus
frente a cada farmaco. Los tres ensayos de virus recombinantes que se comercializan
son: Antivirogram (Tibotec-Virco), PhenosenseTM (Virologic) y PhenoscriptTM
(Viralliance-SAS)™.

1.8.2. Limitaciones de los test de resistencia

La calidad de los resultados que obtengamos va a depender de las diferentes
etapas del proceso: extraccion del ARN, su posterior retrotranscripcion en ADN y
amplificacion del gen pol mediante PCR, por lo que cualquier error que podamos tener

en estas etapas, afectara de manera importante a los resultados obtenidos.

En las muestras con CVP superior a 500-1.000 copias/mL las técnicas de las que
disponemos hoy en dia nos aseguran entre un 98-100% de éxito en la amplificacion; a
partir de cargas virales menores, el porcentaje de éxito disminuye. Sin embargo, se ha
demostrado que realizando las adecuadas modificaciones es posible conseguir la
amplificacion de cualquier muestra con CVP superior a 50 copias/mL,; en este contexto,
algunos estudios han puesto de manifiesto la utilidad clinica que supondria la deteccion

de resistencias en pacientes con cargas virales bajas® 2.

En cuanto a la deteccion de todas las variantes o cuasiespecies virales, los
métodos genotipicos o fenotipicos tradicionales solo son capaces de detectar una
variante si ésta representa mas del 20% del total de la poblacidn, por lo que el uso de
estas técnicas clasicas van a conseguir predecir el fracaso de un farmaco pero no su
éxito, pues existe la posibilidad de que variantes minoritarias puedan ser portadoras de

mutaciones de resistencia y ser seleccionadas durante el tratamiento.

Para la deteccidn de estas variantes minoritarias debemos recurrir a técnicas méas
complejas, como la clonacion de los productos de amplificacion, PCR mediante
diluciones al limite o PCR a tiempo real. En este sentido, cobra un especial
protagonismo los métodos de secuenciacion masiva, que permiten la deteccion de
|63y
cuya utilidad clinica ha quedado demostrada. El principal inconveniente es que se trata

mutaciones de resistencia presentes en tan solo el 0,5% de la poblacion viral tota

de técnicas con bastante procesado manual y muy laboriosas, que requieren mucho
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tiempo y personal altamente cualificado. Por ello, su implantacion de forma habitual en
un laboratorio se hace dificil, si bien son cada vez mas los que incorporan esta
metodologia debido a las utilidades clinicas que tiene y a que se estan desarrollando

sistemas para poder automatizar las diferente etapas del proceso.

El llevar a cabo de forma rutinaria un estudio de resistencias en todos los
pacientes con infeccion por el VIH-1 en el momento del diagndstico o de manera previa
al inicio del TAR (GESIDA>?, DHHS®, IAS®®, EACS®) hace que se pueda disponer de
la secuencia de la RT y de la PR de estos pacientes. Esto, a su vez, nos permite
profundizar en la epidemiologia molecular de la infeccion por el VIH-1, ya que gracias
a estas regiones del genoma virico tenemos la posibilidad de realizar estudios

filogenéticos®’

1.9. Filoepidemiologia del VIH-1

Una de las caracteristicas mas importantes del VIH-1 es su alta variabilidad
genética, que se debe fundamentalmente a tres factores: carencia de actividad correctora

de errores de la RT, tiempos cortos de replicacién, y alta recombinacién genética®.

Desde su origen y mediante estos mecanismos, el VIH-1 se ha diversificado
ampliamente en numerosas formas genéticas y subtipos, ya mencionados en el apartado
1.1. Ademaés, la recombinacion entre subtipos diferentes ha generado formas
recombinantes intersubtipo, clasificadas como CRFs y formas recombinantes unicas
(URFs). Las CRFs poseen puntos de recombinaciébn comunes Yy conocidos,
describiéndose en mas de tres individuos no relacionados epidemioldgicamente; por su
parte, las URFs se han encontrado en individuos aislados o en grupos de personas
infectadas relacionadas epidemiologicamente. Ademas, las URFs, a diferencia de las
CRFs, no comparten puntos de recombinacion inter-subtipo conocidos, por lo que no se

pueden agrupar.

La prevalencia de subtipos no B se ha asociado tradicionalmente a poblacion
inmigrante tanto varones como mujeres Yy actualmente se ha incrementado la
prevalencia en poblacion autoctona en los hombres que tienen sexo con hombres
(HSH)®. Este cambio de tendencia podria, sobre todo, afectar al manejo clinico de la
infeccion, ya que determinadas variantes no-B presentan sustituciones en posiciones

relacionadas con la resistencia a determinados farmacos, acelerando la aparicion de
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virus resistentes y poniendo en entredicho la interpretacion de los algoritmos

genotipicos de resistencia que se siguen hoy en dia.

Los analisis filogenéticos, filodinamicos y filogeograficos constituyen las
principales herramientas de epidemiologia molecular del VIH-1, demostrando su gran
utilidad a la hora de proporcionar inferencias sobre la dinamica de transmision,
parametros epidemioldgicos (prevalencia, incidencia, tiempo entre la infeccion y el
diagndstico, etc...) o las caracteristicas espacio-temporales de la misma™. La filogenia
ha demostrado ser una herramienta muy util para describir y clasificar la variabilidad de

los virus ARN vy, entre ellos, especialmente del VIH-17""*.

Los estudios de prevalencia de resistencias se han basado principalmente en los
resultados derivados de los pacientes infectados por el subtipo B. Sin embargo, el resto
de variantes del VIH-1 (subtipos no-B y formas recombinantes), tradicionalmente
ignorados en los estudios, son responsables del 90% de los 33 millones de infecciones
en todo el mundo. Se han descrito diferencias entre los subtipos genéticos a nivel de
multiples propiedades biologicas, tales como virulencia, progresion en la enfermedad,
susceptibilidad a drogas antirretrovirales, etc’>. Por ello, resulta fundamental una
correcta identificacion de los diferentes subtipos de VIH-1 y de las formas

recombinantes circulantes.

El anélisis filogenético es el método gold standard para la subtipificacion,
aunque no es ampliamente utilizado en el ambito clinico debido a su complejidad. A
pesar de sus limitaciones para la correcta clasificacion de algunos subtipos no-B v,
dentro de estos, sobre todo, de las formas recombinantes, el uso de herramientas de
subtipado en linea se ha generalizado”. Estos algoritmos son féciles de usar y Gtiles en
la préctica clinica para el seguimiento de los pacientes infectados por el VIH-1.
Diferentes estudios que han evaluado la fiabilidad de las herramientas de subtipado en
linea en comparacion con el analisis filogenético, ponen de manifiesto un gran nimero
de discordancias en la asignacion de los subtipos no-B vs. B. Estas discrepancias dejan
lagunas en el conocimiento de los patrones de mutaciones de resistencia a farmacos en

las variantes no-B, especialmente para los farmacos IP™.
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Para el andlisis filogenético, las regiones del genoma viral que se utilizan
fundamentalmente son gag, pol y env, especialmente pol por ser también la utilizada
con mas frecuencia para detectar mutaciones asociadas a resistencias a farmacos
antirretrovirales”. A partir del estudio de estas regiones del genoma podemos demostrar
en una poblacion determinada la presencia de individuos que presentan secuencias de
VIH-1 altamente relacionadas (clusters); el posterior analisis de las caracteristicas de
estos clusters o agrupaciones va a permitir la identificacion dentro de la poblacién
estudiada de diferentes cadenas de transmision (CT), que serd no solo fundamental para
el control de la expansién del VIH-1 sino también para el control de la propagacién de
TDR dentro de grupos donde existe un especial riesgo de transmision.

27






2. JUSTIFICACION






Justificacion

2. JUSTIFICACION

El Grupo de Investigacion Clinica en Infeccion VIH del Instituto de
Investigacion Biomédica de Malaga (IBIMA), desarrolla actualmente su trabajo en las

siguientes lineas de investigacion:

- Infeccion por el VIH-1: seguimiento de la epidemia de VIH-1 a nivel

provincial.
- Estudios sobre co-morbilidades en pacientes VIH-1 (ENOS).
- Infecciones de transmision sexual (ITS).
- Tratamiento antirretroviral (TAR).

- Participacion en la red nacional de investigacion de SIDA.

El disefio de los farmacos antirretrovirales asi como la mayoria de los ensayos de
susceptibilidad a farmacos, los listados de mutaciones de resistencia y los sistemas de
interpretacion de estas mutaciones, estan basados en aislados del VIH-1 pertenecientes
al subtipo B, mayoritario en los paises desarrollados. Sin embargo, los subtipos no-B y
formas recombinantes del VIH-1 predominan a nivel global (90%), introduciéndose de
manera creciente en el mundo desarrollado, incluido Espafia, por el aumento de la

movilidad geogréafica desde zonas endémicas.

El analisis filogenético es el método mas fiable para asignar de forma correcta
un subtipo VIH-1. Sin embargo, debido a su complejidad, muchos profesionales de la
salud utilizan herramientas de subtipaje rapido disponibles en Internet. Estas consisten
en paginas web en las que se introducen las secuencias del VIH-1 generadas para el
estudio de resistencias y que asignan, de forma automatica, un determinado subtipo o
recombinante basandose en diversos criterios (estadisticos, de similaridad,
filogenéticos,...). Estas herramientas pueden ser Utiles para la identificacion del subtipo

B y ciertos no-B, pero su eficacia es mucho menor en las restantes variantes.
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Por otro lado, en los ultimos afios, el uso de técnicas de analisis filogenético
también se ha convertido en una potente herramienta en el campo de la epidemiologia
molecular. Mediante estudios filogenéticos podemos describir las diferentes cadenas de
transmision del VIH-1 existentes en una poblacién y en una zona geografica
determinada, controlar la transmisién de cepas del VIH-1 con resistencia a los

antirretrovirales (TDR) dentro de grupos de especial riesgo, etc.

El Hospital Universitario Virgen de la Victoria de Malaga (HUVV) sirve de
centro de referencia para el estudio de las resistencias a antirretrovirales dentro de
nuestra provincia. El disponer de la secuencia de la transcriptasa reversa (RT) y de la
proteasa (PR) en estos pacientes nos abre la posibilidad para profundizar en la
epidemiologia molecular de la infeccion VIH en nuestra area geografica, pues estas
regiones del genoma virico son precisamente las mas empleadas en la filogenia del

mismo.

El gran interés clinico y epidemiol6gico que supone conocer todo esto, unido a
que hoy en dia, no existe ningun estudio en curso que trate de evaluar la presencia de
cadenas de transmision en nuestra area, son las principales razones por las que se ha

planteado el siguiente trabajo:

“Diversidad del VIH-1: transmision dindmica y resistencias primarias en los
nuevos diagndsticos de vih-1 en la poblacion de Malaga (HUVV) durante los
afos 2004-2015”
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3. OBJETIVOS

1. Describir las caracteristicas clinicas, epidemioldgicas y virolédgicas de
la infeccion VIH-1 en una cohorte de pacientes diagnosticados en el

periodo 2004-2015 en el area de Malaga.

2. Analizar la prevalencia de resistencias primarias a farmacos

antirretrovirales y su evolucién a lo largo del tiempo.

3. Evaluar la sensibilidad y especificidad de tres herramientas
informéticas réapidas para el subtipaje. Analizar las diferencias entre

las mismas y su concordancia con respecto al analisis filogenético.

4. Conocer la prevalencia de los diferentes subtipos de VIH-1 en los
pacientes de nuestra area y su relacién con parametros epidemioldgicos,

clinicos e inmunovirologicos.
5. Analizar los diferentes agrupamientos y cadenas de transmision en
nuestra cohorte en base al estudio filogenético. Establecer su relacién

con parametros epidemiologicos, clinicos e inmunoviroldgicos.

6. Establecer una relacion entre las distintas cadenas de transmisiéon con

patrones de resistencia genotipico.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Ambito de trabajo

Este estudio se ha desarrollado en la Unidad de Gestion Clinica de
Enfermedades Infecciosas, Microbiologia y Medicina Preventiva del Hospital
Universitario Virgen de la Victoria, un hospital de segundo nivel que presta
atencion sanitaria a la zona oeste de Méalaga. Cubre a una poblacion de 465.891
habitantes y posee 542 camas, con un registro anual de aproximadamente 174.002

estancias (datos del Informe anual de 2011).

4.2. Pacientes

Se incluyeron en el estudio 757 pacientes con nuevo diagndstico por
infeccion VIH-1 en el Hospital Virgen de la Victoria de Méalaga durante el periodo
2004-2015.

4.2.1. Recogida de datos clinicos

Recogimos las caracteristicas basales de los pacientes incluidos en nuestro
estudio de la base de datos de seguimiento prospectivo de los pacientes con
infeccion por el VIH-1 de la Consulta de Infecciosos de nuestro centro. Se
incluyeron  variables de interés epidemioldgico, clinico, microbioldgico vy

farmacoldgico.

Definicion de las variables estudiadas

1. Sexo: codificada como hombres o mujeres.

2. [Edad: edad del paciente en el momento del diagndstico expresada en

anos.
3. Procedencia: se han considerado:
- Espana
- Resto de Europa

- América Latina y Caribe
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- Africa

- Asia
Fecha de infeccion: fecha de diagnostico de la infeccion por el VIH-1.
Categoria de transmision del VIH-1:

- Contacto heterosexual

- Contacto homosexual

- Usuarios de drogas por via parenteral

- Otros/desconocida

Seroconvertor reciente: pacientes con infeccion aguda y aquéllos con
una serologia negativa en el Gltimo afio, segun criterios del estudio
realizado por el Grupo Espafiol Multicéntrico para el Estudio de
Seroconvertores (GEMES).

Carga viral: expresada en copias/mL y logo.
Linfocitos CD4: expresados en células/pL.

Diagnostico tardio: recuento de linfocitos CD4 en el momento del

diagnostico <350 células/pL.
Subtipos VIH-1: se han codificado los subtipos como:
- B

- No B: incluyendo aqui los subtipos no-B puros (A, C, D, E, F, G,
H, K), formas recombinantes circulantes (CRFs) y formas

recombinantes Unicas (URFS).

Mutaciones de resistencia a analogos de nucle6sidos (Figura 8):
hemos considerado las mutaciones descritas en la literatura para este

grupo de farmacos’®.

Mutaciones de resistencia a no analogos de nucledsidos (Figura 9):
hemos considerado las mutaciones descritas en la literatura para este

grupo de farmacos’®.
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13. Mutaciones de resistencia a inhibidores de proteasa (Figura 10):
hemos considerado las mutaciones descritas en la literatura para este

grupo de farmacos’®.

Figura 8. Mutaciones presentes en la transcriptasa inversa que confieren

resistencia a los farmacos antirretrovirales analogos de nucleésidos.

Figura 9. Mutaciones presentes en la transcriptasa inversa que confieren

resistencia a los farmacos antirretrovirales no analogos de nucleosidos.

Figura 10. Mutaciones presentes en la proteasa que confieren resistencia a los
farmacos antirretrovirales inhibidores de la proteasa.
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Interpretacion de la resistencia a los farmacos antirretrovirales:

considerando tres niveles de sensibilidad:
- No evidencia de resistencia.
- Actividad disminuida.

- Resistencia.

4.3. Procesamiento de las muestras

A las muestras de plasma de los pacientes incluidos en el estudio se les

realizo:
- Determinacion de la viremia plasmatica (carga viral).

- Determinacion de las mutaciones de resistencia a farmacos

antirretrovirales mediante secuenciacion de acidos nucleicos.

- Subtipado: mediante 4 meétodos: 3 herramientas automaticas
basadas en diferentes criterios: COMET, Geno2pheno y REGA,; y
andlisis filogenético, considerandose este Gltimo como la técnica

“gold standard” para el subtipado.

4.4. Determinacion de la viremia plasmética (carga viral).

Para  determinar la carga viral empleamos el sistema
COBAS®Ampliprep/COBAS®Tagman® HIV-1 Test version 3.3 (Roche
Molecular System) (Figura 11), que lleva a cabo una PCR a tiempo real,
amplificando y detectando simultaneamente dos regiones separadas del genoma
del VIH-1. Es una técnica altamente sensible con una capacidad de deteccion
desde 20 copias/mL hasta 10 millones de copias/mL. Va a cuantificar el grupo M
(subtipos A-H) y el grupo O del VIH-1.
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Figura 11. Sistema automatizado COBAS®Ampliprep/COBAS®Tagman®

4.5. Determinacion de resistencias a antirretrovirales de VIH-1

Durante los afios que comprende el estudio, se han utilizado diferentes
técnicas comerciales para la deteccion de mutaciones de resistencias genotipicas
del VIH-1 en la regidn de la proteasa, en parte de la de la transcriptasa inversa y
en la integrasa; concretamente Trugene se utilizd entre 2004-2014 y tanto Abbot
como la pirosecuenciacion en 2015, utilizando un punto de corte del 1% para
interpretar los resultados obtenidos por pirosecuenciacion.

4.5.1. TRUGENE HIV-1® (Siemens Diagnostics)
El ensayo de genotipado TRUGENE HIV-1® consta de varias etapas’’:
1. Extraccién de la muestra.

2. Transcripcion inversa del ARN diana por RT-PCR mediante el

empleo de cebadores (primers) especificos del VIH-1.
3. Secuenciacion de los amplicones obtenidos en el paso anterior.

4. Separacién de las reacciones de secuenciacion mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida y deteccion por

fluorescencia inducida por laser.

5. Analisis de las secuencias directa e inversa usando el software

del sistema de secuenciacion de ADN, OpenGene® DNA.

35




Material y métodos

1. Extraccion de la muestra

La extraccion del acido nucleico se realizé en el sistema automatizado
Magnapure® de Roche (Figura 12) a partir de 400 pL de plasma en muestras con
carga viral >1000 copias/mL ¢ de 500 pL en aquellas con cargas virales mas

bajas. Una vez extraido, el &cido nucleico se conservdé a -80°C hasta su

procesamiento.

Figura 12. Sistema automatizado Magnapure® de Roche

2. Transcripcién inversa y amplificacion por PCR

Las muestras de ARN extraidas se afiadieron a unos tubos de reaccion en
los que tuvo lugar la transcripcion inversa y la amplificacion por PCR (Figura 13).
Para ello se emple6 una ADN polimerasa termoestable y una mezcla de varios

cebadores dirigidos a las variantes virales mas frecuentes.

Figura 13. Proceso de retrotranscripcion
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3. Reaccién de secuenciacion

Ambas hebras del ADN bicatenario se secuenciaron al mismo tiempo en
un tubo de reaccion, conteniendo dos o mas cebadores directos (codificantes) e

inversos (no codificantes), marcados con un colorante fluorescente diferente.
4. Electroforesis de los productos de la reaccion de secuenciacion

Una vez finalizada la reaccién de secuenciacion, cargamos una fraccion de
cada reaccion en la parte superior de un casete MicroCel™ 500, contiendo un gel
de poliacrilamida polimerizado ultra fino vertical con una matriz de un tamario de
poros especifico. Cerca de la parte inferior del gel, una serie de detectores mediran
la cantidad de luz y la longitud de onda producidos por el colorante fluorescente.
Se requieren cuatro carriles para cada reaccion de secuenciacion, uno para cada
uno de los cuatro di-desoxinucleotidos de terminacion de cadena (ddATP, ddCTP,
ddGTP y ddTTP).

5. Andlisis de los datos

Para el andlisis de los datos se combinaron las secuencias directa e inversa
y se compararon con la secuencia del VIH-1, av.1, utilizando el software que

proporciona la casa comercial.

El resultado final para cada muestra es la creacion de un informe de
mutaciones y la interpretacion de las resistencias siguiendo los criterios de las

guias mas actualizadas.

4.5.2. ViroSeq® VIH-1 Genotyping System v2.0

El sistema ViroSeq VIH-1 también permite la deteccion de mutaciones
genémicas del virus del VIH-1 que confieren resistencia a diferentes tipos de
farmacos antirretrovirales. La deteccion se hace en muestras de plasma recogidas
en EDTA, teniendo en cuenta todo el gen de la proteasa (a partir de los codones 1-
99) y dos tercios del gen de la transcriptasa inversa (RT) (codones 1-335), como

podemos observar en la Figura 14.
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proteasa

transcriptasa inversa

Y

|

" codones 1-99 '

codones 1-335

1.8 kb producto RT-PCR

7 cebadores de secuencias solapadas

Figura 14. Esquema de amplificacion del gen pol y secuenciacion del
amplicon. Imagen extraida de la web comercial
(https://www.abbottmolecular.com)

El proceso de genotipificacion utilizando ViroSeq consta de varias etapas:

- Aislamiento de las particulas de VIH-1 a partir de muestras de

plasma, seguido de la purificacion del ARN viral.

- Transcripcion inversa del genoma de VIH-1 y amplificacion por
PCR

- Secuenciacion directa del producto de amplificacion por PCR

utilizando siete primers.

- ldentificacion de mutaciones en la proteasa o en la RT utilizando el

software de genotipado del sistema.
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4.5.3. Pirosecuenciacion mediante el sistema Junior 454-S Roche

Molecular®

La tecnologia 454 estd basada en la técnica de pirosecuenciacion y es
comercializada por la empresa Roche (Figura 15). Esta metodologia fue
desarrollada por Mustafd Ronaghi’® e involucra la lectura de informacion

nucleotidica a partir de sintesis enzimatica.

Figura 15. GS Junior System®

La pirosecuenciacion o secuenciacion 454, de 454 Life Sciences, es un
método de secuenciacién de ADN basado en la monitorizacion a tiempo real de la
sintesis de ADN. Se diferencia del método de secuenciacion tradicional de Sanger
en que la sefal que se detecta es la de liberacion de pirofosfato (PPi) cuando se

incorporan los nucleétidos y que todos los pasos se realizan “in vitro™™®.

El método podemos dividirlo en 3 etapas fundamentales®:
1. Preparacion de la libreria de ADN

La preparacion de la libreria de ADN consiste en el fraccionamiento del
ADN gendmico (ADNQg) en pequefios fragmentos de 300 a 500 pares de bases. La
libreria molde de ADN de hebra sencilla se analiza para valorar su calidad y
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mediante titulacion se determina la proporcion éptima (moléculas de ADN:

perlas) necesaria para la PCR en emulsion (emPCR).
2. Amplificacion clonal mediante PCR en emulsion

Las moléculas de ADN de hebra sencilla flanqueados por Ilos
oligonucledtidos A y B son capturados por microesferas conteniendo
oligonuclettido anti-B. Luego, son emulsionados en una mezcla de solucion
acuosa (mix de PCR) y aceite. Finalmente, se realiza un ciclado térmico para
multiplicar los ADN contenidos en cada microesfera. El resultado sera una perla

inmovilizada conteniendo fragmentos de ADN amplificados clonalmente.
3. Secuenciacion

Las perlas unidas a los fragmentos de la libreria molde de ADN de hebra
sencilla se afiaden al ADN Bead Incubation Mix, que contiene ADN polimerasa, y
se distribuyen en capas dentro de una microplaca junto con unas perlas

enzimaéticas que contienen luciferasa y sulfurilasa.

Cuando la microplaca esta correctamente cargada se coloca en el equipo
donde los reactivos de secuenciacion (tampones y nucleotidos) fluiran a través de

los pocillos de la placa (Figura 16).

Figura 16. Detalle de las celdas de la microplaca
conteniendo las esferas. Imagen extraida de

https://lifescience.roche.com
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La adicion de uno (0 mas) nucleotido(s) resulta en una reaccién que genera
una sefial de luz que es recogida por la cdmara CCD del equipo. La intensidad de
la sefial es proporcional al nimero de nucle6tidos incorporados en un solo flujo de

nucledtidos.
4. Interpretacion de los resultados

La interpretacion de los resultados se realiz6 con la plataforma informatica
Deep-Check, que aporta informacion de las mutaciones de resistencia presentes al
1%, 5%, 10% y 20% Yy la interpretacion de las resistencias. La sensibilidad de la
tecnologia de pirosecuenciacion es la diferencia fundamental con la secuenciacion

Sanger que informa de la poblacion mutada existente a partir de un 10-20% .

4.6. Subtipado y analisis de CT

Se determind el subtipo del VIH-1 de cada paciente incluido en el estudio.
Para ello se emplearon 4 herramientas diferentes: 3 herramientas automaticas
(COMET, Geno2pheno y REGA), a las cuales podemos tener acceso a través de
internet; y un andlisis filogenético de las secuencias en estudio, considerandose
este ultimo método como la técnica de referencia o “gold standard” para el

subtipado.

4.6.1. COMET (COntext-based Modeling for Expeditious Typing)

La herramienta de subtipado COMET se basa en la construccion de
modelos de Markov sobre las frecuencias de nucleétidos para cada conjunto de
secuencias de referencia. El algoritmo de COMET utiliza estos modelos de
Markov para calcular una matriz que da la probabilidad de cada subtipo de
referencia (fila) en cada posicion de la secuencia (columna). Para un modelo dado
y una secuencia de consulta, el modelo selecciona para cada base de la consulta, la

base con la mejor exactitud®.

COMET estéa disponible gratuitamente a través de una interfaz en la web

http://comet.retrovirology.lu , y para uso académico como un archivo .jar de Java.

41


http://comet.retrovirology.lu/

Material y métodos

4.6.2. Geno2pheno version 3.4

Es uno de los algoritmos de interpretacion de mas amplia difusién que
podemos encontrar como técnica de subtipado automatico, disponible en la red
(http://hcv.geno2pheno.org). Se ha desarrollado conjuntamente entre la

Universidad de Colonia y el Instituto Max-Planck de Alemania.

Se basa en un método estadistico que utiliza en sus predicciones el SVM
(Support Vector Machine)®. Geno2pheno puede realizar las predicciones tanto a
partir de la secuencia FASTA de nucle6tidos como de aminoéacidos de la regién
V3. Tras la presentacion de una secuencia problema en la plataforma web,
mediante célculos de similaridad con respecto a secuencias de referencia, la

herramienta es capaz de determinar el subtipo de nuestra secuencia.

4.6.3. REGA version 3.0

Esta herramienta emplea criterios filogenéticos con el fin de identificar el
subtipo de wuna secuencia especifica. Fue desarrollada por Oliveira y
colaboradores®, en el marco del Programa de Patogénesis e Immunoterapia VIH-
1 de la Universidad de Pretoria (Sudafrica), y con la participacion del Instituto
REGA de la Universidad Catdlica de Lovaina, Bélgica.
http://dbpartners.stanford.edu:8080/RegaSubtyping/stanford-hiv/typingtool/.

El proceso consta de varios pasos:

- Construccion de una alineacion principal de la secuencia de
consulta con las cepas de referencia de los distintos subtipos puros

y formas recombinantes circulantes (CRFs).

- El segundo paso consiste en la construccion de un arbol
filogenético utilizando el método de la distancia HKY con el
software PAUP.

- A continuacién, las secuencias con un tamafio mayor a 800 pares de

bases (bps) son sometidas a un anélisis de recombinacion usando
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un programa de bootscanning y una ventana deslizante de 400 pbs

en movimiento en pasos de 40 bps.

En el caso de las secuencias con un tamafio menor a 800 bps se
examina la alineacion para determinar si contiene suficientes
sefales filogenéticas que permitan determinar el subtipo. En este
caso el software utilizado es TREEPUZZLE.

La herramienta de subtipado REGA tiene la gran ventaja con respecto a

Geno2pheno, de que es capaz de manejar hasta 1000 secuencias FASTAs a la vez,

lo cual facilita el trabajo para grandes conjuntos de datos.

4.6.4. Andlisis filogenético ad hoc

Para realizar el analisis filogenético de las 757 secuencias de los pacientes

incluidos en nuestro estudio, se empled la secuencia de la proteasa concatenada

con la de la retrotranscriptasa®®", de acuerdo a la diversa bibliograffa consultada.

Segun el objetivo fuera el subtipado o el analisis de CT, la metodologia variaba

ligeramente (Figura 17), pero los primeros pasos fueron comunes en ambos €asos:

En primer lugar se llevo a cabo un alineamiento de las secuencias
sin considerar la pauta de codones con el programa Clustal X%,
siendo a continuacion editado o curado manualmente asi como de

forma automatica con el programa Gblocks®.

Una vez obtenido un alineamiento de calidad, se determind el
modelo de evolucién nucleotidica mas probable que se podia
deducir a partir de él. Para ello empleamos el modulo FindModel

integrado en el software MEGA versién 6.06%.

Como se ha comentado, los pasos siguientes variaron segun el objetivo

perseguido:

Subtipado

Ademas de nuestras 757 secuencias, incluimos al menos dos

secuencias de referencia por cada subtipo y CRF conocido.
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- Estas secuencias de referencias fueron proporcionadas por la Base
de Datos del Laboratorio Nacional de Los Alamos (disponible en:
http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/NEWALIGN/align.html)

. En total nuestro archivo contenia 937 secuencias y 915 posiciones

eliminando los gaps del alineamiento.

- La reconstruccion filogenética fue inferida por el método de
Méxima verosimilitud (Maximum likelihood) mediante el programa

91-92

FastTree”™®, a través de la plataforma CIPRES®,

- Consideramos el valor méas bajo obtenido para el criterio Akaike
para describir el mejor patron de sustitucion, que fue en nuestro
caso GTR+G+lI.

- La consistencia de una determinada relacion filogenética (clado) se
evalué por el valor de “bootstrap” o remuestreo de dicha
agrupacion (en base a 1.000 réplicas), asignandose una secuencia a
un determinado subtipo o forma recombinante si dicho valor era
igual o superior al 70%, de acuerdo a la bibliografia consultada

para el objetivo perseguido en este apartado®.

- Finalmente, las secuencias que no pudieron asociarse a un subtipo
puro o CRF determinados por no relacionarse filogenéticamente de
forma consistente con ninguno de ellos (valores de bootstrap
menores al 70%) fueron analizadas con el programa Simplot para

encontrar sefiales de recombinacion®.

Analisis de CT

- Basandonos en la bibliografia descrita®, usando el programa
MEGAV6.06 realizamos un analisis filogenético preliminar
mediante el método Neighbor Joining (NJ) con las 757 secuencias
de nuestro estudio. EI modelo empleado fue Kimura 2-parameter

model y distribucion gamma con valor por defecto.
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Tomando como partida este arbol de NJ, eliminamos todas aquellas
secuencias que formaban parte de ramas con valores de bootstrap
menores al 80%, quedandonos asi con 451 secuencias, las cuales

volvimos a alinear.

Tanto este nuevo alineamiento como el previo realizado con las
757 secuencias, constaba de 918 posiciones tras la eliminacion de

los gaps.

Finalmente, para analizar las CT, con el alineamiento de las 451
secuencias, reconstruimos una filogenia por el método
de Maximum likelihood con FastTree a través de CIPRES™. En este
caso el modelo evolutivo empleado fue también GTR+G+l.

Con el objetivo de describir las diferentes CT encontradas en
nuestro estudio, éstas fueron caracterizadas en base a diferentes

variables de interés clinico, epidemioldgico y virolégico:
e Fecha de nacimiento
e Afio de diagndstico de VIH-1
e Pais de nacimiento
e Sexo
e Mecanismo de transmision de VIH-1
e Seroconvertores
e Diagnostico tardio
e Evento SIDA
e Linfocitos CD4
e Cargaviral
e Subtipo

e Mutaciones de resistencia
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BD CLINICA | oy | Subtipaje
757 secuencias automatico
B 11V DRUG RESISTANCE DATABASE
‘ REGA HIV-1 Subtyping Tool - Version 3.0

Filogenia
NJ+Kimura-2-parameter+100 bootstrap

Filogenia
ML+GRT+G+I+1000 bootstrap

Bootstrap Bootstrap ‘
<80% >=80%
J J @q con referencia > 70% bts

Se eliminan 451 seq:
esas ramas Filogenia ML
Anédlisis de cadenas Asignamos SIMPLOT
de transmision subtipo

Figura 17. Diagrama resumen del flujo de trabajo para el subtipado y el analisis

de las cadenas de transmision

4.6.5. Evaluacion estadistica de las distintas herramientas de subtipado

Se baso en los valores de sensibilidad y especificidad y fueron obtenidos
usando la  calculadora  disponible  en el siguiente  enlace:
http://www.hrc.es/investigacion/bioest/otras_calculadoras.html. Para llevar a cabo
dichas medidas, se definio la sensibilidad como el nimero de positivos verdaderos
/ (nimero de positivos verdaderos + ndmero de falsos negativos), mientras que la
especificidad fue definida como el nimero de negativos verdaderos / (nUmero de
negativos verdaderos + nimero de falsos positivos). Por su parte, se consideraron
para cada herramienta como positivo y negativo verdadero, al ndmero de

secuencias que de forma concordante al analisis filogenético, que fue considerado
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como la técnica gold standard para el subtipado, eran asignadas al mismo subtipo
en concreto o dejadas sin asignar a él, respectivamente. Por el contrario, tanto los
falsos positivos como los negativos venian a reflejar los resultados discordantes
de cada herramienta automatica con respecto a la filogenia; un falso positivo seria
la secuencia incorrectamente asignada al subtipo en estudio por la herramienta,
mientras que el falso negativo representaba toda secuencia que no era asignada al
subtipo considerado cuando debia de haberse hecho.

Las medidas de sensibilidad y especificidad fueron obtenidas de forma
global para el subtipo B y no-B, asi como de forma especifica para las CRFs mas
prevalentes en nuestra cohorte, de acuerdo a los resultados del andlisis
filogenético. Esto nos permitira determinar qué herramienta automatizada puede
ser mas eficiente para discriminar entre los principales subtipos de nuestra

cohorte.

4.7. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se elabordé una base de datos en la que se
incluyeron las variables descritas en el apartado 4.2.1 de esta misma seccion. Se
empled el paquete estadistico del programa SPSS® para Windows version 16.1
(Stadistical Program for Social Science).

4.7.1. Analisis descriptivo

Se realizd un analisis descriptivo de las variables incluidas en el estudio.
Las variables numéricas se resumieron con medianas e IQR; mientras que las

variables cualitativas se expresaron mediante frecuencias y porcentajes.

4.7.2. Andlisis bivariante

Para ver si la relacion que existia entre dos variables de tipo cualitativo era
consistente 0 no, se construyeron tablas de contingencias y se aplicé el test de

Chi-cuadrado o test exacto de Fisher.
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Para valorar la relacion entre una variable cualitativa dicotomica y una
cuantitativa, se realizd el test de la t de Student. En el caso de no cumplirse la
igualdad de varianza, se realiz6 la t de Student con la correcciéon de Welch. En
caso de no cumplirse el requisito de normalidad se realizo la prueba de U-Mann
Withney.

4.8. Aspectos éticos

El proyecto fue presentado al Comité de Etica y de Investigacion Provincial de
Malaga y se incluyé en el Portal de Etica de la Investigacion Biomédica de
Andalucia (PEIBA).

El estudio fue realizado siguiendo las Guias de Buenas Précticas Clinicas y la
Declaracion de Helsinki (Fortaleza, Brasil 2013) garantizando la confidencialidad
de los datos segun la Ley Organica de Proteccion de datos de caracter personal
15/1999. En este sentido, los datos que pudieran identificar a los pacientes, se
mantuvieron de forma separada utilizdndose un cddigo interno a la hora de

incluirlos en nuestra base de datos.

Toda la informacién fue utilizada Unicamente con el fin de elaborar esta Tesis

Doctoral.

48



5. RESULTADOS






Resultados

5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas basales de los pacientes

De los 784 pacientes diagnosticados de VIH-1 en el Hospital Universitario
Virgen de la Victoria de Malaga en el periodo 2004-2015 se pudieron incluir 757 que
tenian datos suficientes y un estudio de resistencia basal. EI 88,2% eran varones, con
una edad media de 42 afios (IQR: 34-50). La media de linfocitos CD4 al diagndstico fue
de 372 células/pL (161-530) y de carga viral 4,8 log (4,3-5,3). Un 25,5% tenia serologia
previa negativa, con un tiempo medio de seroconversion de 22,7 meses (7,7-27,5). El

49,1% cumplia criterios de diagndstico tardio y el 19,8% presentd un evento SIDA.

La principal via de transmision del VIH-1 fue la sexual (96,1%), destacando la
transmision HSH (70,7%). El 73,5% de los pacientes era de origen espafiol y el resto
procedia mayoritariamente de América latina, otros paises de Europa 'y Africa.

Con objeto de evaluar el cambio de tendencia a lo largo del periodo de estudio,
se dividio éste en dos intervalos de tiempo similares: Periodo A, entre 2004-2009 y
Periodo B, entre 2010-2015.

En la Figura 18 podemos observar la distribucién de los pacientes incluidos en el
estudio segln el afo de diagndstico. Las caracteristicas basales, asi como el contraste

entre los pacientes de ambos periodos, se muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5. Caracteristicas basales de los pacientes (N=757)

Cohorte Periodo A Periodo B
(2004-2015) (2004-2009) (2010-2015) p
N=757 N=341 N=416
Sexo Hombre 668 (88,2) 290 (85,0) 378 (90,9) 0,013
Mujer 89 (11,2) 51 (15,0) 38 (9,1)
Edad (afos) 42 (34-50) 46 (38-53) 39 (31-46) 0,473
Linfocitos CD4 (células/uL) 353 (161-530) 321 (114-504) 371 (198-541) 0,781
CV (log n° copias/mL) 4,8 (4,4-5,4) 4,9 (4,4-5,5) 4,8 (4,3-5,2) 0,294
: Espafiol 557 (73,6) 238 (69,8) 319 (76,7)
Origen Inmigrante 200 (26.4) 103 (30.2) o7 (234) 0032
Espafia 557 (73,6) 238 (69,8) 319 (76,7)
Sudamérica 86 (11,4) 35 (10,3) 51 (12,3)
Procedencia ~ Ofros paises 0,001
de Europa 65 (8,6) 36 (10,6) 29 (7,0)
Africa 46 (6,1) 32(9,4) 14 (3,4)
Asia 3(0,4) 0(0) 3(0,7)
HSH 535 (70,7) 214 (62,8) 321 (77.2)
Categoriade HTX 192 (25,4) 105 (30,8) 87 (20,9) <0.001
transmision UDVP 18 (2,4) 14 (4,1) 4 (1,0 ’
Otros 12 (1,6) 8 (2,3) 4 (1,0
SIDA 150 (19,8) 89 (26,1) 61 (14,7) <0,001
Diagnostico tardio 372 (49,1) 180 (52,8) 192 (46,2) 0,069
Seroconvertores recientes* 193 (25,5) 34 (10,0) 159 (38,2) <0,001
Tiempo de seroconversion 4 ¢ (78275)  95(53-12,8) 17,5(9,3-336) <0,001

(meses)

Las variables cuantitativas se expresan como media o mediana (segun sigan o no una distribucion normal) e IQR
(rango intercuartilico), y las cualitativas como n (%)
*Serologia previa negativa en el Gltimo afio
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Figura 18. Distribucion de los pacientes incluidos en el estudio segin el afio de diagnéstico

5.2. Frecuencia de las mutaciones de resistencia

Se estudiaron las mutaciones de resistencia a 3 familias de antirretrovirales:
ITIAN, ITINN e IP. Ciento ochenta y cuatro (24,3%), portaban el virus con alguna
mutacion de resistencia. En la Tabla 6, se muestran las mutaciones por familia de

farmacos antirretrovirales.

Respecto a los ITIAN, destacamos las mutaciones T69D/N (7,3%), K219E/Q
(4,4%), D67NR (4,2%) y T215Rev (3,8%). Para los ITINN, las mutaciones mas
frecuentes fueron V179D/E (5,9%), K103N/S (4,6%) y G190A/S (2,9%). Finalmente,
en los IP observamos una mayor frecuencia de M461/L (2,0%) y L90M (0,5%).
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Tabla 6. Mutaciones de resistencia a farmacos antirretrovirales

Mutaciones ITIAN Mutaciones ITINN Mutaciones IP

n (%) n (%) n (%)
Total 174 (23,0 132 (17,4) 31 (4,1)
M41L 8(1,1)  L100I 1(0,1)  L24l 1(0,1)
K65R 1(0,1) KI01E 3(04) V32l 1(0,1)
D67N 32 (4,2) KI103N/S 35(4,6) M46l/L 15 (2,0)
T69D/N 55(7,3) V106A 16 (2,1) 147AIV 1(0,1)
K70E 1(0,1) V179D/E 45(5,9) 150V 1(0,1)
K70R 2(0,3) Y1811/C 5(0,7) F53L 4 (0,5)
L74V 1(0,1) Y188L 1(0,1) 154L/M 3(0,4)
M1841/V 6 (0,8) G190A/S 22 (2,9) V82L 1(0,1)
L210W 3(0,4) P225H 4(05)  L9OM 4(0,5)

T215Rev* 29 (3,8)
T215F 2(0,3)
T215Y 1(0,1)

K219E/Q 33 (4,4)

ITIAN: inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucletsidos; ITINN: inhibidores de la
transcriptasa inversa no analogos de nucleésidos; IP: inhibidores de la proteasa
*Mutaciones de reversion=D/I/SIV
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En las Tablas 7, 8 y 9 se presentan las mutaciones para cada familia de

antirretrovirales en funcion del periodo estudiado, A 6 B.

Tabla 7. Mutaciones de resistencia a ITIAN

Periodo A Periodo B
Mutacion (N=72) (N=112) P
n (%) n (%)
M41L 7(9,7) 1(0,9) 0,015
K65R 1 (1,4) 0(0,0) 0,269
D67N 8 (11,1) 24 (21,4) 0,020
T69D/N 15 (20,8) 40 (35,7) 0,006
K70E 1(1,4) 0(0,0) 0,269
K70R 2(2,8) 0(0,0) 0,118
L74Vv 1(1,4) 0(0,0) 0,269
M1841/V 6 (8,3) 0(0,0) 0,007
L210W 2(2,8) 1(0,9) 0,451
T215D/1/SIV 10 (13,9) 19 (16,9) 0,260
T215F 2(2,8) 0(0,0) 0,118
T215Y 1(1,4) 0(0,0) 0,269
K219E/Q 5(6,9) 28 (25,0) <0,001

ITIAN: inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucledsidos

Tabla 8. Mutaciones de resistencia a ITINN

Periodo A Periodo B
Mutacion (N=72) (N=112) p
n (%) n (%)
L1001 1(1,4) 0 (0,0) 0,269
K101E 2 (2,8) 1(0,9) 0,451
K103N 18 (25,0) 16 (14,3) 0,344
V106A 4 (5,6) 12 (10,7) 0,103
V179D/E 16 (22,2) 29 (25,9) 0,187
Y181l/C 3(4,2) 2(1,8) 0,500
Y188L 1(1,4) 0 (0,0) 0,269
G190A/S 4 (5,6) 18 (16,1) 0,010
P225H 4 (5,6) 0 (0,0) 0,027

ITINN: inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de nucledsidos
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Tabla 9. Mutaciones de resistencia a IP

Periodo A Periodo B

Mutacion (N=41) (N=77) p
n (%) n (%)

L241 1(1,4) 0 (0,0 0,269
V32l 1(1,4) 0(0,0) 0,269
M461/L 9 (12,5) 6 (5,3) 0,240
147AIV 1(1,4) 0(0,0) 0,269
150V 1(1,4) 0 (0,0 0,269
F53L 4 (5,6) 0(0,0) 0,027
154L/M 34,2 0 (0,0 0,055
V82L 11,4 0 (0,0) 0,269
L90M 4 (5,6) 0 (0,0) 0,027

IP: inhibidores de la proteasa

5.3. Prevalencia de resistencias

De los 757 pacientes incluidos en el estudio, 118 portaban virus con resistencia a los
farmacos antirretrovirales, lo que implica una prevalencia de resistencias primarias del
15,6%.

La prevalencia fue mayor en el periodo B que en el A (18,5% vs. 12,0%; p=0,014).
En la Tabla 10 y en la Figura 19 podemos observar la prevalencia de resistencias

globales y para cada familia de antirretrovirales en los dos periodos.

Tabla 10. Prevalencia de resistencia a farmacos antirretrovirales

Total Periodo A Periodo B

N= 757 N=341 N=416 p

n (%) n (%) n (%)
ITIAN 38 (5,0) 14 (4,1) 24 (5,8) 0,297
ITINN 77 (10,1) 29 (8,5) 48 (11,5) 0,169
IP 17 (2,2) 10 (2,9) 7(1,7) 0,248
Total 118 (15,6) 41 (12) 77 (18,5) 0,014

ITIAN: inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucleésidos; ITINN: inhibidores de
la transcriptasa inversa no andlogos de nucleésidos; IP: inhibidores de la proteasa
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Periodo A (2004-2009) Periodo B (2010-2015)

10 7

= ITIAN = |TIAN
= ITINAN = |TINAN
IP IP

Figura 19. Prevalencia de las mutaciones de resistencia para cada familia de
antirretrovirales en ambos periodos

En cuanto a la presencia de multirresistencia, el 6,7% presento resistencia a dos

familias y el 2,5% a las 3 familias, con similar distribucién por periodos (Tabla 11).

Tabla 11. Prevalencia de multirresistencia en los dos periodos de estudio

Total Periodo A Periodo B
Resistencia N=118 N=41 N=77 p

n (%) n (%) n (%)
Una familia 107 (90,6) 32 (78,0) 75 (97,4) 0,001
Dos familias 8 (6,7) 6 (1,7) 2 (0,5) 0,087
Tres familias 3(2,5) 3(0,9) 0 (0,0) 0,055

En la Figura 20 podemos observar la evolucion de la prevalencia de resistencias

primarias por familia de antirretrovirales durante los afios del estudio.
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Prevalencia de resistencias

%

Figura 20. Prevalencia de resistencias por familia de antirretrovirales entre los
afios 2004 a 2015

En las Tablas 12 y 13 se presenta el contraste de las caracteristicas basales entre
los pacientes que presentaban cepas virales con y sin resistencias primarias, en el total

de la muestra (Tabla 12) y por periodos (Tabla 13).
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Tabla 12. Caracteristicas basales de los pacientes que presentaban cepas virales con o sin resistencias primarias

Resistencias primarias
No Si

N=639 N=118 P
Hombre 561 (87,8) 107 (90,7)
Sex0 Muijer 78 (12,2) 11(9,3) 0,371
Edad (afios) 43 (34-50) 41 (33-49) 0,473
Linfocitos CD4 (células/pL) 371 (160-525) 381 (192-544) 0,223
Carga viral (log n° copias/mL) 4,8 (4,4-5,4) 4,7 (4,2-5,3) 0,375
. Espafiol 465 (72,8) 92 (77,9)
Origen Inmigrante 174 (27,2) 26 (22,1) 0,240
Espafia 465 (72,8) 92 (77,9)
Sudamérica 75 (11,7) 11 (9,3)
Procedencia Otros paises de Europa 56 (8,8) 9 (7,6) 0,771
Africa 40 (6,3) 6 (5,1)
Asia 3(0,5) 0 (0,0)
UDVP 17 (2,7) 1(0,8)
Categoria de transmision E‘Sl'l)_l( igg 822 gg ggg; 0,227
Otro 10 (1,6) 2(1,7)
SIDA 128 (20,0) 22 (18,6) 0,728
Diagnostico tardio 320 (50,1) 52 (44,1) 0,230
Seroconvertores recientes* 151 (23,6) 42 (35,6) 0,006
Tiempo de seroconversion (meses) 15,3 (7,4-28,9) 14,2 (9,3-24,1) 0,491

Las variables cuantitativas se expresan como media 0 mediana (segin sigan o no una distribucién normal) e IQR (rango intercuartilico), y las
cualitativas como n (%)
*Serologia previa negativa en el Gltimo afio
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Tabla 13. Caracteristicas basales de los pacientes que presentaban cepas virales con o sin resistencias primarias en los dos periodos de tiempo

estudiados
Periodo A Periodo B
: : i i No Si No Si
Resistencias Primarias N=300 N=41 p N=339 N=77 p
Hombre 257 (85,7) 33 (80,5) 304 (89,7) 74 (96,1)
Sex0 Mujer 43 (14,3) 8 (19,5) 0,383 35 (10,3) 3(3,9) 0,077
Edad (afios) 46 (38-53) 46 (38-54) 0,475 39 (31-47) 39 (30-46) 0,463
Linfocitos CD4 (células/uL) 344 (114-481) 348 (103-565) 0,163 394 (191-544) 399 (255-534) 0,507
CV (log n° copias/mL) 4,9 (4,4-5,5) 47 (4,2-5,3) 0,415 4,8 (4,4-5,2) 47 (4,2-5,2) 0,436
. Espariol 208 (69,3) 30 (73,2) 257 (75,8) 62 (80,5)
Origen Inmigrante 92 (30,7) 11 (26.8) 0,616 82 (24.2) 15 (19,5) 0,378
Espafia 208 (69,3) 30 (73,2) 257 (75,8) 62 (80,5)
Sudamérica 32 (10,7) 3(7,3) 43 (12,7) 8 (10,4)
. Otros paises
Procedencia de Europa 33 (11,0) 3(7,3) 0,723 23 (6,8) 6 (7,8) 0,658
Africa 27 (9,0) 5(12,2) 13 (3,8) 1(1,3)
Asia 0 (0,0) 0 (0,0) 3(0,9) 0(0,0)
UDVP 14 (4,7) 0(0,0) 3(0,9) 1(1,.3)
c d . HSH 187 (62,3) 27 (65,8) 0573 256 (75,5) 65 (84,4) 0,205
ategoria de transmision 92 (30,7) 13 (31,7) ! 77 (22.7) 10 (13,0) '
Otro 7 (2,3) 1(2,4) 3(0,9) 1(1,3)
SIDA 77 (25,7) 12 (29,3) 0,622 51 (15,0) 10 (13,0) 0,645
Diagnostico tardio 160 (53,3) 20 (48,2) 0,584 160 (47,2) 32 (41,6) 0,370
Seroconvertores recientes* 29 (9,7) 5(12,2) 0,612 122 (36,0) 37 (48,0) 0,049
Tiempo de seroconversion (meses) 9,5(6,7-12,0) 8,9 (2,8-15,9) 0,361 18,9 (8,4-34,7) 14,8 (10,9-27,5) 0,449

Las variables cuantitativas se expresan como media 0 mediana (segun sigan o no una distribucién normal) e IQR (rango intercuartilico), y las cualitativas como n (%)

*Serologia previa negativa en el Gltimo afio
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En las Tablas 14, 15 y 16 analizamos las caracteristicas basales de los pacientes que presentaban cepas virales con y sin resistencias

primarias a las diferentes familias de antirretrovirales: ITIAN, ITINN e IP.

Tabla 14. Caracteristicas basales de los pacientes que presentaban cepas virales con o sin resistencias primarias a ITIAN

Resistencias primarias a ITIAN

No Si 0
N=719 N=38
Hombre 634 (88,2) 34 (89,5)
Sexo Mujer 85 (11,8) 4 (10,5) 0,809
Edad (afios) 42 (33-50) 45 (35-51) 0,473
Linfocitos CD4 (células/pL) 373 (163-525) 350 (64-544) 0,093
CV (log n° copias/mL) 4,8 (4,4-5,4) 4,6 (4,0-5,3) 0,366
. Espafiol 530 (73,7) 27 (71,1)
Origen Inmigrante 189 (26,3) 11 (28,9) 0.717
Espafia 530 (73,7) 27 (71,1)
Sudamerica 84 (11,7) 2 (5,3)
Procedencia Otros paises de 60 (8,3) 5(13,1) 0,437
Europa
Africa 42 (5,8) 4 (10,5)
Asia 3(0,4) 0 (0,0)
UDVP 17 (2,4) 1(2,6)
] . HSH 511 (71,0) 24 (63,2)
Categoria de transmision HTX 181 (25.2) 11 (28.9) 0,267
Otro 10 (1,4) 2 (5,3)
SIDA 139 (19,3) 11 (28,9) 0,147
Diagnostico tardio 354 (48,7) 18 (47,4) 0,823
Seroconvertores recientes* 180 (25,0) 13 (34,2) 0,206
Tiempo de seroconversion (meses) 14,8 (7,7-27,6) 20,8 (10,0-27,6) 0,482

Las variables cuantitativas se expresan como media 0 mediana (segun sigan o no una distribucién normal) e IQR (rango intercuartilico), y las cualitativas como n (%)

*Serologia previa negativa en el Gltimo afio
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Tabla 15. Caracteristicas basales de los pacientes que presentaban cepas virales con o sin resistencias primarias a ITINN

Resistencias primarias a ITINN

No Si
N=680 N=77 P
Hombre 599 (88,1) 69 (89,6)
Sex0 Mujer 81 (11,9) 8 (10,4) 0,694
Edad (afios) 43 (34-50) 41 (33-48) 0,473
Linfocitos CD4 (celulas/pL) 374 (160-536) 358 (183-500) 0,473
CV (log n° copias/mL.) 4,8 (4,3-5,4) 4,8 (4,3-5,3) 0,482
: Espafiol 498 (73,2) 59 (76,6)
Origen Inmigrante 182 (26,8) 18 (23,4) 0,523
Espafia 498 (73,2) 59 (76,6)
Sudamerica 79 (11,6) 7(9,1)
Procedencia (E)tros paises de 59 (8,7) 6 (7,8) 0,921
uropa
Africa 41 (6,1) 5 (6,5)
Asia 3(0,4) 0 (0,0)
UDVP 18 (2,7) 0(0,0)
] . HSH 476 (70,0) 59 (76,6)
Categoria de transmision HTX 175 (25.7) 17 (22.1) 0,411
Otro 11 (1,6) 1(1,3)
SIDA 136 (20,0) 14 (18,2) 0,704
Diagnostico tardio 335 (49,3) 37 (48,1) 0,840
Seroconvertores recientes* 165 (24,3) 28 (36,4) 0,021
Tiempo de seroconversion (meses) 15,1 (7,5-27,7) 13,8 (8,6-24,3) 0,379

Las variables cuantitativas se expresan como media o mediana(segln sigan o no una distribucién normal) e IQR (rango intercuartilico), y las cualitativas como n (%)

*Serologia previa negativa en el Gltimo afio
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Tabla 16. Caracteristicas basales de los pacientes que presentaban cepas virales con o sin resistencias primarias a IP

Resistencias primarias a IP

No Si
N=740 N=17 P
Hombre 653 (88,2) 15 (88,2)
Sex0 Mujer 87 (11,8) 2 (11,8) 0,999
Edad (afos) 43 (34-50) 37 (31-42) 0,473
Linfocitos CD4 (células/uL) 370 (160-524) 479 (347-646) 0,541
CV (log n° copias/mL) 4,8 (4,4-5,4) 4,7 (4,0-5,1) 0,270
. Espafiol 545 (73,7) 12 (70,6)
Origen Inmigrante 195 (26,3) 5 (29,4) 0,777
Espafa 545 (73,7) 12 (70,6)
Sudamerica 83 (11,2) 3(17,6)
Procedencia gtms paises de 65 (8.8) 0(0,0) 0,539
uropa
Africa 44 (5,9) 2 (11,8)
Asia 3(0,4) 0 (0,0
UDVP 18 (2,4) 0 (0,0)
) . HSH 522 (70,5) 13 (76,5)
Categoria de riesgo HTX 189 (25.5) 3 (17.6) 0,403
Otro 11 (1,5) 1(5,9)
SIDA 147 (19,8) 3(17,6) 0,821
Diagnéstico tardio 368 (49,7) 4 (23,5) 0,033
Seroconvertores recientes* 190 (25,7) 3(17,6) 0,453
Tiempo de seroconversion (meses) 15,1 (7,8-27,7) 11,8 (1,2-ND) 0,708

Las variables cuantitativas se expresan como media o mediana (segun sigan o no una distribucién normal) e IQR (rango intercuartilico), y las cualitativas como n (%).
*Serologia previa negativa en el Gltimo afio
ND: No determinado
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5.4. Subtipado

5.4.1. Métodos de subtipado

A partir de las 757 secuencias de los pacientes incluidos en nuestro estudio, se
determind el subtipo del VIH-1, empleandose para ello 4 métodos diferentes: 3 herramientas
automaticas (COMET, Geno2pheno y REGA), y un analisis filogenético donde ademas de
nuestras secuencias se incluyeron al menos dos de referencia para los distintos subtipos y
CRFs conocidas hasta el momento (Figura 1 del ANEXO).

En la Figura 21 podemos observar la distribucion de las variantes del VIH-1 segun el

método utilizado para la determinacion del subtipo viral.

La clasificacion del subtipo B varié de forma significativa segin el método (p<0,001),
siendo similar el porcentaje encontrado en la filogenia (73,8%) y la herramienta REGA
(75,6%), por un lado, y COMET (82,6%) y Geno2pheno (83,6%), por otro.

Respecto a las variantes no-B, también encontramos diferencias significativas
(p<0,003) dependiendo de la opcion de subtipado que se utilice. Esta discrepancia se
mantiene tanto en los subtipos no-B puros como en las variantes recombinantes CRF01_AE,
CRF02_AG, CRF06_cpx, CRF12_BF, CRF14 BG y CRF24 BG. La Tabla 17 nos muestra
la clasificacion de los subtipos obtenidos de acuerdo a cada uno de los cuatro métodos de

subtipado.

La filogenia se ha considerado como la técnica gold standard para la clasificacion en
subtipos de la cohorte (apartado 5.4.2), sirviendo como referencia para la evaluacion de la
sensibilidad y especificidad de las tres herramientas de identificacion del subtipo de VIH-1

empleadas, cuyos resultados se muestran en la Tabla 18.

Considerando la cohorte completa, donde hay una predominancia del subtipo B
(73,8%), la sensibilidad de las tres herramientas automaticas fue superior al 90%, destacando
entre ellas la version 3.4 de Geno2pheno, con una sensibilidad cercana al 100% (99,18%; IC
95: 98,46-99,90). Sin embargo, cuando nos centramos en las variantes no-B, solo REGA 3.0
se acerco a una sensibilidad para identificarlas del 50% (46,46%; IC 95: 39,52-53,41), si bien
la especificidad era superior al 90% en todos los casos.
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Analisis filogenético COMET Geno2pheno 3.4 Rega 3.0

Distribucidon de las variantes

del VIH-1 (n)
= Subtipo B (559) 73,8 82,6 83,6 75,6
m= Subtipos no-B “puros” (19) 2,5 54 7,9 54
m CRF02_AG (14) 1,8 34 4.4 3,9
m CRFsno-02_AG (134) 17,7 1,9 34 6,2
m Nuevos CRFs/URFs (31) 4,1 - 0,6 8,7
== No determinado - 6,6 - 0,1

Figura 21. Distribucion de las variantes del VIH-1 (%) en la cohorte segun cada método de subtipificacion; (n), nimero de secuencias de
acuerdo al andlisis filogenético; CRF, formas recombinantes circulantes; URF, formas recombinantes Unicas
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Tabla 17. Comparacion de los subtipos obtenidos mediante el uso de 3 herramientas de
subtipado automaticas vs. analisis filogenético para las 757 secuencias (PR+RT) del VIH-1
incluidas en el estudio

Subtipos VIH-L  COMET Geno?fgheno REGA30 TS 0
. ilogenético
B 625 (82,6)  633(836) 572 (756) 559 (738)  <0,001
no-B: 132 (17,4) 124 (164) _ 185(244)  198(26,2) 0,003
Al 9(1,2) 4(0,5) 8 (L1) 5(0,7) 0,01
C 13 (L,7) 16 (2,1) 10 (1,3) 6 (0,8) 0,01
D 1(0,0) 17 (2,2) i i 0,3
F1 7(0,9) 10 (1,3) 7(0,9) 3(0,4) 0,01
F2 2(0,3) 2(0,3) 2(0,3) 2(0,3) 0,02
G 9(1,2) 11 (1,5) 14 (1,8) 3(0,4) 0,02
CRFOL AE 6 (0,8) 14 (1,8) 11 (1,5) 9(1,2) 0,009
CRF02 AG 26 (3.4) 33 (4,4) 30 (3,9) 14 (1,8) 0,008
CRF03_AB i 1(0,1) i i 0,3
CRF06 cpx ___1(0,0) 4(0,5) 3(0,4) 2(0,3) 0,03
CRF07 BC i 1(0,0) i i 0,3
CRF09_cpx i 1(0,1) i 10.0) 0,1
CRF12 BF 5(0,7) 3(0,4) 6 (0,8) 6(0,8) 0,005
CRF14 BG i 2(0,3) 2(0,3) 3(0,4) 0,06
CRF19_cpx i i 2128  21(28) 0,1
CRF24 BG __ 1(0,0) i 1(0,1) 1(0,1) 0,05
CRF29_BF 1(0,1) i 2(0,3) 3(0,4) 0,1
CRF30_0206 i i i 14 (1,8) 0,3
CRF3L BC i i i 3(0,4) 0,3
CRF32 06AL i i i 1(0,0) 0,3
CRF36_cpx i i i 1(0,0) 0,3
CRF38 BF i i i 3(0,4) 0,3
CRF42_BF i i i 10 (L3) 0,3
CRF43_02G i i i 4(0,5) 0,3
CRF44_BF i i i 1(0,0) 0,3
CRF47 BF 10,0) i 1(0,1) 1(0,1) 0,05
CRF50_ALD i i i 1(0,0) 0,3
CRF51 018 i i i 44 (5,8) 0,3
CRF63_02A1 i i i 1(0,0) 0,3
CRF71 BF i i i 3(0,4) 0,3
CRF72_BF i i i 1(0,0) 0,3
nueva CRF : 5 (0,6) 66(87)  31(41) 0.1
ND 50 (6,6) i 10.0) i 0,3

CRF, forma recombinante circulante; URF, forma recombinante Gnica; ND: No determinado.
*Cuando una secuencia no sea asignada por una herramienta automatica a ningun subtipo o
CRF conocida, pero se determine compuesta por segmentos de subtipos puros, serd
considerado una nueva CRF/URF
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Tabla 18. Sensibilidad de las herramientas automaticas de subtipado vs. analisis filogenético para la clasificacion de las 757 secuencias
de los pacientes VIH-1 incluidos en nuestra cohorte

COMET

Geno2Pheno 3.4

Rega 3.0

HIV-1 variants % Sens (95% CI)

% Spec (95% CI)

% Sens (95% CI)

% Spec (95% CI)

% Sens (95% CI)

% Spec (95% CI)

B 99.64 (99.15-100.00)

65.66 (59.04 -72.27)

99.82 (99.47-100.00) 62.12 (55.36-68.88)

91.59 (89.29-93.89)

69.70 (63.30-76.10)

no-B
(todos los subtipos
excepto el B)

21.21 (15.52-26.91)

83.90 (80.85-86.95)

22.73 (16.89-28.56)

85.87 (82.98-88.76)

46.46 (39.52-53.41)

83.36 (80.28-86.45)

Al 80.00 (44.94-100.00) _ 99.34 (98.75-99.92) 4000 (-2.04-82.94) 99.73 (99.37-100.00) 80.00 (44.94-100.00) 99.47 (98.95-99.99)
C 100,00 (100.00- 100.00 (100.00-
100.00 (100.00-100.00)  99.07 (98.38-09.76) Y0000 98.67 (97.85-09.49) 20009 99.47 (98.95-99.99)
) 100,00 (100.00-
: 0.00 (0.00-0.00) : 0.00 (0.00-0.00) i Y0000
F1 100.00 (100.00-100.00) 99,47 (98.95-99.99) 100'380%%()"00' 99.07 (98.39-09.76) 100'?80%%())'00' 99.47 (98.95-99.99)
F2 _ 100,00 (100.00- 100,00 (100.00- 100,00 (100.00- 100,00 (100.00- 100,00 (100.00-
100.00 (100.00-100.00) 100.00) 100.00) 100.00) 100.00) 100.00)
G 100.00 (100.00-100.00) 99.20 (98.57-99.84) 100'?80%?)?'00' 98.94 (98.21-99.67) 100'?80%%?'00' 98.54 (97.69-09.40)
CRFOL AE ] 100.00 (100.00- 100.00 (100.00- _ 100.00 (100.00- _
66.67 (35.87-07.47) 20000 20000 99.33 (98.75-09.92) 20000 99.73 (99.36-100.00)
CRF02 AG 78.57 (57.08-100.00) _ 97.98 (96.97-98.99) 92.86 (79.37-100.00) 97.31 (96.14-98.47) 92.86 (79.37-100.00) 97.71 (96.64-98.79)
CRF19_cpx ] ] ] ] 100.00 (100.00- _ 100.00 (100.00-
0.00 (0.00-0.00) 0.00 (0.00-0.00) 20000 20000
CRF30_0206 0.00 (0.00-0.00) : 0.00 (0.00-0.00) : 0.00 (0.00-0.00) i
CRF42 BF 0.00 (0.00-0.00) : 0.00 (0.00-0.00) : 0.00 (0.00-0.00) :
CRF51 01B 0.00 (0.00-0.00) : 0.00 (0.00-0.00) : 0.00 (0.00-0.00) :
e 0.00 (0.00-0.00)  93.11(91.27-04.96)  0.00 (0.00-0.00)  99.31 (98.71-09.91) 48.57 (32.01-65.13) 93.07 (91.22-94.93)
Total 92.30 (90.24-9435) 7130 (62.76-79.83) _ 99.18 (98.46-99.90) 79.19 (72.68-85.71) 90.74 (88.53-02.96) 81.63 (73.97-89.30)

Sens: sensibilidad; Spec: Especificidad; IC, intervalo de confianza; CRF, forma recombinantes circulante; URF, forma recombinante

Unica.

*Cuando una secuencia no sea asignada por una herramienta automatica a ningin subtipo o CRF conocida, pero se determine
compuesta de segmentos de subtipos puros, sera considerado un nuevo CRF/URF
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Al discriminar entre subtipos no-B puros y las formas recombinantes mas prevalentes
en la cohorte, las principales diferencias de sensibilidad entre las tres herramientas se
encuentran para identificar estas ultimas, con la salvedad del subtipo Al, para el cual
Geno2pheno mostré una sensibilidad del 40% (IC 95: -2.94-82.94), muy baja en relacion a la
presentada por los otros métodos répidos.

La sensibilidad para detectar la CRF01_AE fue del 100% con Geno2pheno y REGA, e

igualmente alta (superior al 90%) para la CRF02_AG con estas dos herramientas.

COMET mostraba una sensibilidad menor, del 66,67% (IC 95:35,87-97,47) para
CRF01_AE vy ligeramente mayor, pero igualmente méas baja que las otras dos herramientas,
para CRF02_AG (78,57%; IC 95: 57,08-100,00).

La especificidad para estos dos recombinantes fue muy elevada (superior al 97%),
especialmente para la CRFO01_AE, donde oscilo entre el 99% y el 100% con las tres

herramientas.

Sélo la version 3.0 de REGA fue capaz de detectar la variante CRF19_cpx, con una
especificidad también del 100%. Esta forma recombinante era asignada en 17 de los casos

erroneamente por Geno2pheno al subtipo D.

Cuando una secuencia no era asignada por una herramienta automatica a ningun
subtipo o0 ninguna CRF conocida, pero el resultado mostraba que estaba compuesta de
segmentos de subtipos puros, la consideramos para nuestros calculos de sensibilidad y
especificidad como una nueva CRF o una URF. Asi, ni COMET ni Geno2pheno eran capaces
de detectar ninguno de los que posteriormente, por filogenia y analisis mediante Simplot, se
vio que podria tratarse de URFs o nuevos recombinantes no descritos. Sin embargo, la version
3.0 de REGA si que era capaz de identificar casi el 50% de ellos (48,57%; IC: 32,01-65,13),

con una especificidad superior al 90%.

5.4.2. Analisis de los subtipos

Nos basamos, por un lado, en el anélisis filogenético (Figura 1 del ANEXO) vy, por
otro, en el estudio pormenorizado de eventos de recombinacion mediante el programa
Simplot, para aquellas secuencias no agrupadas con ninguna de referencia segun los criterios

seleccionados (clusters con valores de bootstrap mayores al 70%). Asi, de nuestras 757
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secuencias, 559 pertenecian al subtipo B (73,8%), mientras que 198 presentaban una variante
no-B (26,2%).

Dentro de estas ultimas, solamente 19 (9,6%) eran subtipos no-B puros: 5 (0,7%) A1,
6 (0,8%) C, 3 (0,4%) F1, 2 (0,3%) F2, y 3 (0,4%) G. Las 179 secuencias remanentes, que
representaban el 90,4% de los subtipos no-B, eran recombinantes (Tabla 17). Ciento cuarenta
y ocho (82,6% de estos recombinantes) se agrupaban dentro de 23 CRFs diferentes, siendo las
de mayor prevalencia la CRF51 _01B (5,8%) con 44 secuencias, la CRF19 _cpx (2,8%) con
21, y en tercer lugar, con 14 secuencias cada una, las CRF02_AG y CRF30_0206 (1,8%).
Las CRFO1_AE y CRF42_BF, con 9 (1,2%) y 10 (1,3%) secuencias, respectivamente,
también destacarian dentro de las formas recombinantes en cuanto a representacion en nuestra

cohorte.

Finalmente, 31 secuencias (17,3% de los recombinantes) no se agrupaban con ningun
subtipo ni ninguna CRF conocidas, presentando patrones complejos en mosaico, los cuales
incluian fragmentos de 6 subtipos puros diferentes (Al, B, C, D, F1 y G). En concreto,
encontramos seis secuencias recombinantes (19,3%) con fragmentos de los subtipos B/D, e
igual ndmero con B/C; cinco A1/G (16,1%); cuatro B/G (12,9%); y una B/F1 (3.2%). Las
restantes secuencias recombinantes respondian a combinaciones mas complejas, de tres
subtipos puros como minimo: Al/B/F1, BDGF1 y A/B/D (cada una con dos secuencias,
6,4%); A1/B/G y B/D/F1 (con un solo representante cada una, 3,2%). Cabe sefialar que estas
31 secuencias recombinantes procedian de pacientes diagnosticados a lo largo de todo el
periodo del estudio, destacando el afio 2009 con nueve secuencias no adscritas a ningdn

subtipo puro o ninguna CRF conocidas.

En la Figura 22 podemos observar la evolucién de los subtipos no-B, mostrando el
porcentaje que hubo de estos en cada afio del estudio, destacando 2012, 2013 y 2014 como los

que tuvieron un mayor porcentaje de variantes no-B en la poblacion.
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Figura 22. Evolucion de los subtipos no-B durante los afios de estudio

En la Tabla 19 se comparan las diferentes caracteristicas de los pacientes que
presentaban cepas virales con subtipo B vs. subtipos no-B. Los subtipos no-B fueron mas
frecuentes en el segundo periodo y dentro de ellos hubo una mayor proporcion de mujeres,
origen no espafiol y mayor frecuencia de transmision HTX. En la Tabla 20 observamos de
forma mas detallada, las diferencias que hubo en los subtipos no-B segun la nacionalidad vy el

periodo de estudio considerado.
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Tabla 19. Caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los pacientes que presentaban cepas virales con subtipo B y no-B

Subtipos VIH-1

Subtipo B Subtipos no-B p
N=559 N=198
Hombre 508 (90,9) 160 (80,8)
Sex0 Mujer 51 (8,1) 38 (19,2) <0,001
Edad (afios) 42 (34-50) 40 (33-49) 0,473
Linfocitos CD4 (células/pL) 361 (175-539) 311 (123-460) 0,399
CV (log n° copias/mL) 4,9 (4,3-5,3) 5,0 (4,3-5,3) 0,399
: Espafiol 440 (78,7) 117 (59,1)
Origen Inmigrante 119 (21,3) 81 (40,9) <0,001
Espafia 440 (78,7) 117 (59,1)
Sudamerica 58 (10,4) 28 (14,1)
Procedencia Otros paises de 47 (8,4) 18 (9,1) <0,001
Europa
Africa 13 (2,3) 33 (16,7)
Asia 1(0,2) 2 (1,0)
UDVP 13 (2,3) 5(2,5)
) . HSH 418 (74,8) 117 (59,1)
Categoria de transmision HTX 118 (21.1) 74 (37.4) <0,001
Otro 10 (1,8) 2 (1,0)
. A 264 (47,2) 77 (38,9)
Periodo B 205 (52.8) 121 (61,1) 0,043
Mutaciones de resistencia 53 (9,5) 65 (32,8) <0,001
SIDA 103 (18,4) 47 (23,7) 0,107
Diagnostico tardio 265 (47,4) 107 (54,0) 0,109
Seroconvertores recientes* 147 (26,3) 46 (23,2) 0,395
Tiempo de seroconversion (meses) 13,4 (7,3-24,7) 21,9 (10,9-36,0) 0,375

Las variables cuantitativas se expresan como media 0 mediana (segun sigan o no una distribucién normal) e IQR (rango intercuartilico) y las cualitativas como n (%)

*Serologia previa negativa en el Gltimo afio
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Tabla 20. Prevalencia de subtipos no-B segun nacionalidad y periodo de estudio

Subtipos no-B Periodo A Periodo B

N= 198 N=77 N=121 p
n (%) n (%) n (%)
Espafioles 117 (59,1) 34 (44,1) 83 (68,6)
Africanos 28 (14,1) 24 (31,2) 9(7,4)
Sudamericanos 18 (9,1) 10 (13,0) 18 (14,9) <0,001
Resto de europeos 33 (16,7) 9(11,7) 9(7,4)
Asiaticos 2 (1,0) 0(0,0) 2 (1,6)

De los 31 pacientes mencionados cuya cepa infectiva era de un subtipo sin
correspondencia a ninguno conocido, 11 de los casos (35,4%) eran HSH y 16 pacientes
(51,6%) se habian infectado por contactos heterosexuales, entre ellos 12 mujeres (38,7%). El

61,2% de estas secuencias pertenecian a pacientes de origen espafiol.

En la Tabla 21 se observa la resistencia por familias en los pacientes que presentaban

cepas virales con subtipo B y no-B, y la multirresistencia en la Tabla 22.

Tabla 21. Prevalencia de resistencias por familias de
antirretrovirales en los pacientes que presentaban cepas
virales con subtipo B y no-B

Familia de Subtipo B Subtipo no-B

farmacos N=559 N=198 P

n (%) n (%)
ITIAN 28 (5,0) 10 (5,0) 0,982
ITINN 21(3,8) 56 (28,3) <0,001
IP 9(1,6) 8 (4,0 0,047

ITIAN: inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucleésidos;
ITINN: inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de
nucleosidos; IP: inhibidores de la proteasa.
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Tabla 22. Prevalencia de multirresistencia en los pacientes
que presentaban cepas virales con subtipo B y no B

SubtipoB  Subtipo no B

Resistencia N=559 N=198 p

n (%) n (%)
Una familia 49 (8,8) 58 (29,3) <0,001
Dos familias 3(0,5) 5(2,5) 0,019
Tres familias 1(0,2) 2 (1,0) 0,110

5.5. Dinamica de transmision del VIH-1
5.5.1. Analisis filoepidemioldgico de las cadenas de transmision

Al realizar el analisis filogenético utilizando las secuencias obtenidas en el estudio de
resistencia de los 757 pacientes, 451 (59,6%) se agruparon en 53 cadenas de transmision
(CTs) o clusters diferentes, tomando como criterio de inclusién en una CT un valor de
bootstrap >90% (Figura 2 del ANEXO).

En la Tabla 23 podemos ver las CTs en relacion al numero de individuos que las
componen, destacando que 28 estaban compuestas por pares y que el mayor numero de

pacientes asociados a una CT fue de 90.

Las caracteristicas basales de los pacientes asociados o no a una CT se resumen en la
Tabla 24, observandose diferencias en todas las variables, con excepcion de la carga viral y
del tiempo de seroconversion, que fueron similares para ambos grupos. De forma general, las
CT estaban formadas fundamentalmente por pacientes HSH, de origen espafiol Yy
seroconvertores recientes. Se observo un menor porcentaje de diagnostico tardio y un menor
namero de eventos SIDA en aquellos pacientes que se encontraban asociados a alguna CT.
Asimismo, las cepas del VIH-1 en clusters pertenecian con mayor frecuencia a subtipos no-B

y tenian mayor prevalencia de mutaciones de resistencia primarias.
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Tabla 23. Frecuencia de CTs segun el nimero de individuos
que las componen

N° de individuos asociados
al cluster

2

N° de clusters

N
oo

© 00 O ~ O N W

17
21
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39
77
90
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Tabla 24. Caracteristicas basales de los pacientes asociados a CT vs. fuera de CT

Total En cluster PR EE p
cluster
Pacientes 757 (100) 451 (59,6) 306 (40,4) <0,001
Sexo Hombre 668 (88,2) 415 (92) 253 (82,7) <0,001
Mujer 89 (11,2) 36 (8) 53 (17,3)
. . A (2004-2009) 341 (45) 175 (38,8) 166 (54,2)
Periodo de estudio B (2010-2015)  416(55)  276(61,2)  140(458) 2001
Edad (afios) 42 (34-50) 41 (32-48) 45 (36-52)  <0,001
Linfocitos CD4 (células/uL) 353 (161-530) 398 (202-505) 334 (109-488) 0,001
CV (log n° copias/mL) 48 (4,4-54) 48(4,353) 48 (4354) 0,548
. Espariol 557 (73,6) 348 (77,2) 209 (68,3)
Origen Inmigrante 200 (26,4)  103(22.8)  97(3L7) 07
Espafia 557 (73,6) 348 (77,2) 209 (68,3)
Sudamérica 86 (11,4) 47 (10,4) 39 (12,7)
Procedencia Otros paises 0,002
de Europa 65 (8,6) 37 (8,2) 28 (9,1)
Africa 46 (6,1) 16 (3,5) 30 (9,8)
Asia 3(0,4) 3(0,7) 0 (0)
HSH 535 (70,7) 357 (79,1) 178 (58,2)
Categoria de HTX 192 (25,4) 84 (18,6) 108 (353) g 001
transmision UDVP 18 (2,4) 4 (0,9 14 (4,6) '
Otros 12 (1,6) 6 (1,4) 6 (2)
SIDA 150 (19,8) 72 (16) 78 (25,5) 0,001
Mutaciones de resistencia 118 (15,6) 94 (20,8) 24 (7,8) <0,001
Diagnostico tardio 372 (49,1) 199 (44,1) 173 (56,5) 0,001
. B 559 (73,8) 305 (67,6) 254 (83,0)
Subtipos No B 198(26.2)  146(324)  52(17.0) 0001
Seroconvertores recientes* Si 193 (25,5) 136 (30,1) 57 (18,6)  <0,001

Tiempo de seroconversion (meses)

14,8 (7,8-27,5) 14,9 (8,5-29,7) 13,8 (7,4-23,7) 0,212

Las variables cuantitativas se expresan como media 0 mediana (segin sigan o no una distribucion normal) e IQR
(rango intercuartilico), y las cualitativas como n (%)

*Serologia previa negativa en el Gltimo afio
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El porcentaje de sujetos asociados a las CTs fue mayor en el subtipo no-B que en el B
(73,7% vs. 54,5%, p<0,001). Ciertos subtipos se presentaban en nuestra cohorte siempre en
una unica CT, es decir, fuera de la CT correspondiente no encontrabamos ese subtipo en
concreto: subtipo CRF19 cpx (21/21), CRF01_AE (9/9), C (6/6); CRF14_BG (3/3); G (3/3);
CRF31_BC (3/3); CRF29_BF (3/3); CRF71_BF (3/3); F2 (2/2) y CRF06_cpx (2/2).

De los 184 pacientes que portaban cepas con mutaciones de resistencia, 136 (73,9%)
se encontraban asociados a alguna CT. Si analizamos las mutaciones para cada familia de
antirretrovirales en funcion de las CTs (Tablas 25, 26 y 27), en el caso de los ITIAN las
mutaciones que aparecian con mayor frecuencia en clusters fueron T69D/N, L210W vy
K219E/Q, para los ITINN las mutaciones K103N y G190A/S, y para los IP las mutaciones
I54L/M y L90OM.

Tabla 25. Mutaciones de resistencia a ITIAN en pacientes asociados 0

noaCT
En cluster Fuera de cluster
Mutacion (N=136) (N=48) p
n (%) n (%)

M41L 3(2,2) 5(10,4) 0,201
K65R 0 (0,0) 1(2,1) 0,224
D67N 22 (16,2) 10 (20,1) 0,280
T69D/N 46 (33,8) 9 (18,7) <0,001
K70E 0 (0,0) 1(2,1) 0,224
K70R 0(0,0) 2(4,2) 0,086
L74V 1(0,7) 0 (0,0) 0,410
M1841/V 2 (1,5) 4(8,4) 0,188
L210W 0 (0,0) 3(6,2) 0,035
T215D/1/SIV 21 (15,4) 8 (16,7) 0,155
T215F 0 (0,0) 2 (4,2) 0,086
T215Y 0 (0,0) 1(2,1) 0,224
K219E/Q 26 (19,1) 7 (14,6) 0,021

ITIAN: inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucledsidos
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Tabla 26. Mutaciones de resistencia a ITINN en pacientes asociados

onoaCT
En cluster Fuera de cluster
Mutacion (N=136) (N=48) p
n (%) n (%)
L1001 0(0,0) 1(2,1) 0,224
K101E 2 (1,5) 1(2,1) 0,802
K103N 29 (21,3) 5(10,4) 0,002
V106A 10 (7,3) 6 (12,5) 0,810
V179D/E 32 (23,5) 13 (27,1) 0,104
Y1811/C 4(2,9) 1(2,1) 0,350
Y188L 0 (0,0) 1(2,1) 0,224
G190A/S 19 (13,9) 3(6,2) 0,009
P225H 2 (1,5) 2 (4,2) 0,696

ITINN: inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de nucledsidos

Tabla 27. Mutaciones de resistencia a IP en pacientes asociados 0 no
aCT

En cluster Fuera de cluster
Mutacion (N=136) (N=48) p
n (%) n (%)

L241 1(0,7) 0 (0) 0,410
V32l 0 (0,0) 1(2,1) 0,224
M461/L 11 (8,1) 4 (8,3) 0,273
147AIV 0 (0,0) 1(2,1) 0,224
150V 0(0,0) 1(2,1) 0,224
F53L 2 (1,5) 2 (4,2) 0,696
154L/M 0(0,0) 3(6,2) 0,035
V82L 0 (0,0) 1(2,1) 0,224
Lo0OM 0 (0,0) 4 (8,3) 0,015

IP: inhibidores de la proteasa
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En cuanto a los 118 pacientes que portaban cepas virales con resistencia a las
diferentes familias de antirretrovirales, 94 (79,7%) se asociaron a alguna CT. La prevalencia
de resistencia a ITINN fue la que se observo con una mayor frecuencia en cluster, como se
detalla en la Tabla 28 y en la Figura 23.

Tabla 28. Prevalencia de resistencia a farmacos antirretrovirales

Total En cluster Fuera de cluster

N= 757 N=451 N=306

n (%) n (%) n (%)
ITIAN 38(5,0) 24 (5,3) 14 (4,6) 0,644
ITINN 77 (10,1) 62 (13,7) 15 (4,9) <0,001
IP 17 (2,2) 12 (2,7) 5(1,6) 0,349

ITIAN: inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucledsidos;
ITINN: inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de nucledsidos;
IP: inhibidores de la proteasa.

En cluster Fuera de cluster

HITIAN HITIAN
HITINN HITINN
IP IP

Figura 23. Prevalencia de resistencias para cada familia de antirretrovirales en funcion de
los pacientes asociados o no auna CT

5.5.2. Importancia de las cadenas de transmision en la propagacion de resistencias

El analisis global de las CTs mostré que 368 (48,6%) de los 757 pacientes de nuestro
estudio se agruparon en 17 CTs de cinco o mas sujetos (Figura 2 del ANEXO). A
continuacion y siguiendo el orden en el que aparecen numeradas en el arbol filogenético,
pasamos a describirlas.
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CT3:

La CT3, con un valor de bootstrap del 100%, esta compuesta por 21 pacientes que
presentaban cepas virales pertenecientes al subtipo CRF19 cpx. Todos eran HSH, con una
mediana de edad de 32 afios (26-36) y espafioles, a excepcion de dos pacientes argentinos. Se
diagnosticaron entre 2012-2015, siendo 2014 con 9 pacientes, el afio con un mayor numero de
casos. La mediana de linfocitos CD4 fue de 402 células/uL (274-549) y la de carga viral 4,8
log (4,3-5,3). El 61,9% de los pacientes era seroconvertor, con una mediana de tiempo de
seroconversion de 15 meses (9,8-28,9). El 47,6% presentaba un diagndstico tardio y hubo un
caso de SIDA al diagndstico. 16 pacientes estaban infectados por cepas virales con la
mutacion G190A, de los cuales 11 se agruparon en 3 subclusters (Figura 24): Ay C, con dos

individuos cada una, y B, con siete individuos.

Figura 24. Representacion detallada de la topologia del arbol filogenético correspondiente al CT3
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CT4:

La CT4, con un valor de bootstrap del 98%, esta compuesta por 39 pacientes que
portaban cepas virales pertenecientes al subtipo CRF51 _01B. Todos eran HSH, con una
mediana de edad de 39 afios (32-42) y espafioles, a excepcion de dos pacientes, uno
venezolano y otro danés. Se diagnosticaron entre 2006-2015. Los afios en los que hubo un
mayor nimero de casos fueron 2007 con 7, y 2012 y 2013, con 8 diagndsticos cada uno. La
mediana de linfocitos CD4 fue de 384 células/uL (198-493) y la de carga viral 4,9 log (4,4-
5,4). El 30,8% de los pacientes era seroconvertor, con una mediana de tiempo de 13,8 meses
(6,7-34,5). El 43,6% presentaba un diagnostico tardio y hubo 3 casos de SIDA (un linfoma no

Hodgkin, un sarcoma de Kaposi y una neumonia por Pneumocystis jirovecii, NPJ).

El 61,5% de las muestras (24 pacientes) contenian cepas virales con mutaciones de
resistencia. (Tabla 29). Veinte pacientes portaban cepas virales con la mutacion K103N,
presentando uno de ellos ademas el virus con la mutacién T69D/N y otro la V179D/E. Dentro
de la CT4 se observa la presencia de varios subclusters con valores de bootstrap por encima
del 90% (Figura 25). Entre ellos, destacamos la presencia de un subcluster con un valor de
bootstrap del 97% constituido por 4 pacientes, 2 espafioles diagnosticados en 2014, y uno
venezolano y otro danés diagnosticados ambos en 2013. Todos estaban infectados por cepas
virales con la mutacion K103N, a excepcion del paciente venezolano que portaba una cepa
viral con la mutacion K103S. Dos pacientes que presentaban una cepa viral con la mutacion

G190A se agruparon en otro subcluster con valor de bootstrap del 73%.

Tabla 29. Mutaciones de

resistencia de la CT4 (39 casos)

Mutacién

K103N
G190A
K103S
K101E
T69N

V179D

=]

N
o

el
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Figura 25. Representacion de la topologia del arbol filogenético correspondiente a la CT4. En
rojo: pacientes que portaban cepas virales con la mutacion K103N. En azul: pacientes que
portaban cepas virales con la mutacion G190A. En verde: paciente que portaba una cepa viral
con la mutacién K103S
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CT10:

La CT10, con un valor de bootstrap del 100% esta compuesta por 7 pacientes que
presentaban cepas virales pertenecientes al subtipo B. Todos eran HSH, con una mediana de
edad de 38 afios (31-46). Tres eran espafioles, dos colombianos, un paraguayo y un cubano.
Se diagnosticaron entre 2010 y 2014. La mediana de linfocitos CD4 fue de 444 células/pL
(219-605) y la de carga viral de 5,0 log (4,6-5,3). Cinco pacientes eran seroconvertores, con
una mediana de tiempo de seroconversion de 12,5 meses (11,5-23,5). Dos pacientes
presentaron un evento SIDA (un sarcoma de Kaposi y una candidiasis esofagica). Ningun
paciente estaba infectado por cepas virales con mutaciones de resistencia. 6 pacientes se

agrupaban en 2 subclusters.
CT11:

La CT11, con un valor de bootstrap del 92%, estd compuesta por 8 pacientes que
portaban cepas virales pertenecientes al subtipo B. Siete pacientes eran HSH (en el restante se
desconocia el mecanismo de transmision). La mediana de edad fue de 34 afios (27-39). Todos
eran espafoles, excepto un paciente argentino. Un paciente se diagnostico en 2006, dos en
2012, tres en 2013 y dos en 2014. La mediana de linfocitos CD4 fue de 490 células/pL (239-
681) y la de carga viral de 4,3 log (3,6-4,7). Cuatro pacientes eran seroconvertores, con una
mediana de tiempo de seroconversion de 45,3 meses (15,8-49,6). Hubo cuatro diagndsticos
tardios y ningun caso de SIDA. Ningin paciente contenia cepas virales con mutaciones de
resistencia. Dentro de la CT11 destacamos la presencia de dos subclusters: uno, con un valor
de bootstrap del 100%, formado por 3 pacientes, 2 espafioles y 1 argentino y otro, con un

bootstrap del 99%, constituido por 5 pacientes, todos esparioles.
CT12:

La CT12, con un valor de bootstrap del 100%, estd compuesta por 7 pacientes que
estaban infectados por cepas virales pertenecientes al subtipo B, seis varones (4 HSH y 2
HTX) y una mujer. La mediana de edad fue de 30 afios (20-37). Cuatro pacientes eran
espafoles y los restantes, uno ucraniano, otro rumano y el tercero venezolano. Cinco casos
fueron diagnosticados en 2015, mientras que los otros dos lo hicieron en 2013 y 2014,
respectivamente. La mediana de linfocitos CD4 fue de 543 células/pL (403-716) y la de carga
viral de 4,5 log (4,0-4,7). Seis pacientes eran seroconvertores con una mediana de tiempo de

seroconversion de 34,4 meses (26,4-67,3). Uno presentaba un diagndstico tardio y no hubo
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casos de SIDA. Ningun paciente portaba cepas virales con mutaciones de resistencia y no
hubo subclusters.

CT17:

La CT17, con un valor de bootstrap del 98%, esta compuesta por 17 pacientes que
presentaban cepas virales pertenecientes al subtipo B. Todos eran HSH excepto uno que se
desconocia su mecanismo de transmision. La mediana de edad fue de 41 afios (31-54). Todos
eran esparioles, excepto un paciente venezolano. Todos se diagnosticaron entre 2007 y 2014;
en este ultimo afio se diagnosticaron 4 casos. La mediana de linfocitos CD4 fue de 367
células/uL (117-538) y la de carga viral de 5,0 log (4,4-5,9). El 35,3% era seroconvertor, con
una mediana de tiempo de seroconversion de 20,1 meses (13,4-23,4). Siete pacientes
presentaron un diagndstico tardio y hubo 2 casos de SIDA: un sarcoma de Kaposi y un
linfoma no Hodgkin. Un paciente, el de origen venezolano, presentd una cepa viral con la

mutacion K103N. Se detectaron varios subclusters.
CT21:

La CT21, con un valor de bootstrap del 96%, esta compuesta por 29 pacientes que
portaban cepas virales pertenecientes al subtipo B. Todos HSH con una mediana de edad de
35 afios (30-37). En cuanto a procedencia, 23 eran espafioles y el resto venezolanos,
colombianos, ecuatorianos, rumanos, rusos y daneses. Fueron diagnosticados entre 2004 y
2015; en 2008 y en 2012 se diagnosticaron 8 casos cada afio. La mediana de linfocitos CD4
fue de 390 células/uL (163-535) y la de carga viral de 4,9 log (3,3-5,2). El 27,6% de los
pacientes era seroconvertor, con una mediana de tiempo de seroconversion de 12,5 meses
(10,0-25,4). Casi la mitad (14 casos) presentd diagndstico tardio y hubo 2 casos de SIDA (un
sarcoma de Kaposi y una neumonia por Pneumocystis jirovecii). Ninguno de los pacientes

presentd cepas virales con mutaciones de resistencia y se detectaron varios subclusters.
CT26:

La CT26, con un valor de bootstrap del 100%, estd compuesta por 5 pacientes que
estaban infectados por cepas virales pertenecientes al subtipo B. Todos eran HSH, a
excepcion de un paciente que referia solamente relaciones HTX. La mediana de edad fue de
49 afos (43-55). Cuatro eran espafoles y uno chileno. En 2004 se diagnosticaron cuatro y en
2005 uno. La mediana de linfocitos CD4 fue de 318 células/pL (49-608) y la de carga viral de
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5,0 log (4,2-5,7). Ninguno de los pacientes era seroconvertor, tres eran diagnésticos tardios,
hubo dos casos de SIDA (un sarcoma de Kaposi y un linfoma cerebral primario) y ningdn

paciente portaba cepas virales con mutaciones de resistencia.
CT29:

La CT29, con un valor de bootstrap del 90%, esta compuesta por 90 pacientes que
presentaban cepas virales pertenecientes al subtipo B. Habia 86 varones (79 HSH, 5 HTX y 2
cuya via de transmision era desconocida) y 4 mujeres, con una mediana de edad de 40 afios
(32-47). El 80% de los pacientes eran espafioles y el resto procedia de diferentes paises
sudamericanos, europeos Yy africanos. Se diagnosticaron a lo largo de todo el periodo de
estudio (2004-2015), siendo 2011 con 15, 2014 con 14 y 2007 con 12 casos, los afos de
mayor nimero de diagnosticos. La mediana de linfocitos CD4 fue de 428 células/pL (195-
599) vy la de carga viral de 4,7 log (4,4-5,2). El 28,9% de los pacientes era seroconvertor, con
una mediana de tiempo de seroconversion de 11,8 meses (6,4-21,1). El 40% tenia un
diagnostico tardio y once (11,2%) SIDA al diagnostico. Quince pacientes presentaron cepas
virales con mutaciones de resistencia: 7 con la M46L, 4 la V106A, 2 la K103N y 2 la VV179D.

Se observaron varios subclusters con valores de bootstrap por encima del 90%. Los 4
pacientes que portaban cepas virales con la mutacién V106A se agruparon en dos subclusters
diferentes de 2 individuos cada uno: uno con un valor de bootstrap del 100%, formado por
dos hombres HSH; y otro con un 95% de valor de bootstrap y constituido por un hombre
HTX y una mujer. Los 7 pacientes que contenian cepas virales con la mutacion M46L se
agrupaban en un subcluster con valor de bootstrap del 89%, 5 de ellos agrupados al 97%. Por
su parte, los 2 pacientes que presentaban cepas virales con la mutacion V179D quedaron
emparejados en un subcluster con valor de bootstrap del 98%. Por ultimo, otro subcluster,

con valor de bootstrap del 99%, estaba constituido por otro hombre HTX y una mujer.
CT30:

La CT30, con un valor de bootstrap del 98%, estd compuesta por 9 pacientes que
estaban infectados por cepas virales pertenecientes al subtipo B. Siete HSH y dos varones
HTX. La mediana de edad fue de 42 afios (36-53). Todos eran espafioles menos un paciente
britanico. Cuatro casos fueron diagnosticados en 2015, dos en 2006 y en 2008, y uno en 2004.
La mediana de linfocitos CD4 fue de 301 células/uL (139-417) y la de carga viral de 4,7 log
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(4,2-5,3). Solamente hubo un paciente seroconvertor y 5 presentaron un diagnostico tardio.
Hubo un evento SIDA (tuberculosis ganglionar). No se detectaron mutaciones de resistencia.

CT34:

La CT34, con un valor de bootstrap del 95%, esta compuesta por 14 pacientes que
portaban cepas virales pertenecientes al subtipo B. Todos HSH y espafioles, con una mediana
de edad de 36 afios (31-42). Fueron diagnosticados entre 2006 y 2013, siendo 2009 con 5
casos el afio con un mayor numero de diagndésticos. La mediana de linfocitos CD4 fue de 434
células/pL (298-499) y la de carga viral de 4,6 log (4,3-5,1). Cinco eran seroconvertores, con
una mediana de tiempo de seroconversion de 12,0 meses (7,0-36,3) y 5 se presentaron como

diagnostico tardio. No hubo ningun caso de SIDA ni mutaciones de resistencia detectadas.
CT36:

La CT36, esta compuesta por 77 pacientes que se agrupan con un valor de bootstrap
del 96%. 55 eran varones (49,4% HTX, 45,5% HSH y 3,9% UDVP) y 22 mujeres. La
mediana de edad fue de 43 afos (35-51). Fueron diagnosticados entre 2004 y 2015,
destacando 2012 y 2014 como los afios con mayor nimero de diagnosticos. En cuanto al
origen de los pacientes, 38 eran espafioles, mientras que el resto procedian de diferentes
paises de Sudamérica, Europa y Africa. Esta CT se caracteriza porque existe una gran
diversidad en cuanto al subtipo que presentan las cepas virales que infectan a estos pacientes,

la cual podemos observar detalladamente en la Tabla 30.
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Tabla 30. Subtipos que presentaban las cepas virales de
los pacientes agrupados en la CT36 (por orden
decreciente de individuos representados)

. N=77
Subtipo n (%)
CRF01_AE 14 (18,2)
Nueva CRF/URF 13 (16,9)
CRF02_AG 11 (14,3)
C 6 (7,8)
CRF12_BF 4 (5,2)
G 3(3,9)
CRF14_BG 3(39)
CRF29_BF 33,9
CRF71_BF 3(3,9)
CRF31_BC 3(3,9)
CRF30_0206 2(2,6)
CRF38_BF 2(2,6)
F1 2 (2,6)
F2 2(2,6)
CRF32_061 1(1,3)

La mediana de linfocitos CD4 fue de 319 células/pL (54-459) y la de carga viral de 4,9
log (4,3-5,4). El 14,3% era seroconvertor, con una mediana de tiempo de seroconversion de
24,3 meses (12,1-47,6). El 55,8% tenia diagndstico tardio y un tercio un evento SIDA (24
casos). Doce pacientes presentaron cepas virales con mutaciones de resistencia, destacando la
presencia de K103N en 4 pacientes, V106A en otros 4 y M46IL en los 4 restantes. Dos de los
pacientes que portaban cepas virales con la mutacion K103N, contenian al mismo tiempo
otras mutaciones, P225H y M184V en una de ellas, y solamente la P225H en la otra. Por otro
lado, en cuanto a la presencia de mutaciones accesorias, 17 pacientes portaban cepas virales
con la mutacion K20I, observadndose en dos de ellas de manera conjunta con la mutacion
L10l. Ocho pacientes estaban infectados por cepas virales con la mutacion V179l, y, por

ultimo, 4 pacientes portaban cepas virales con la mutacion A62V.

En la Figura 26 se muestran los diferentes subclusters detectados:

A: asocia 3 pacientes, 2 hombres espafioles HTX y 1 hombre brasilefio HSH. Todos
presentaban cepas virales pertenecientes al subtipo CRF29_BF. Ninguno estaba infectado por

cepas virales con mutaciones de resistencia.
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B: 2 hombres espafioles, 1 HTX y otro HSH, diagnosticados en 2008 y 2009,
respectivamente, que portaban cepas virales pertenecientes al subtipo CRF38 BF. Ninguno

presentaba cepas virales con mutaciones de resistencia.

C: 2 mujeres, una espafiola y otra paraguaya, ambas estaban infectadas por cepas
virales pertenecientes al subtipo CRF12_BF. Los otros dos pacientes que también presentaban
cepas virales con el mismo subtipo, se agruparon entre si en otro subcluster independiente a

éste, pero con un valor de bootstrap <90%.

D: 2 pacientes, un hombre HSH de nacionalidad espafiola y una mujer de origen
rumano, ambos portaban cepas virales pertenecientes al subtipo F1. Ninguno estaba infectado

por cepas virales con mutaciones de resistencia.

E: 2 pacientes HSH, uno espafiol y otro de nacionalidad brasilefia, ambos
diagnosticados en 2010 y que presentaban cepas virales pertenecientes al subtipo CRF71_BF.
En cuanto a las mutaciones de resistencia, uno portaba una cepa viral con la mutacion K103N
y el otro una con la V106A. El otro paciente que presentaba una cepa viral perteneciente al
subtipo CRF71_BF quedaria agrupado con estos dos pacientes pero con un valor de bootstrap

menor del 90%.

F: 2 hombres HSH, uno de nacionalidad inglesa y otro brasilefia, que estaban
infectados por cepas virales pertenecientes al subtipo F2. Ninguno portaba cepas virales con

mutaciones de resistencia.

G: 3 hombres HTX, 2 africanos y 1 ruso. Los dos pacientes de origen africano
presentaban cepas virales pertenecientes al subtipo CRF06_cpx, mientras que el paciente ruso
contenia una cepa viral perteneciente al subtipo CRF32_061. No se detectaron mutaciones de

resistencia en ninguno de ellos.

H: 3 pacientes esparfioles; 2 hombres HSH y una mujer que portaban cepas virales
pertenecientes al subtipo CRF14_BG. Ninguno presentaba cepas virales con mutaciones de

resistencia.

I: 3 pacientes, 1 hombre espafiol HTX, 1 mujer de nacionalidad lituana, ambos
diagnosticados en 2006, y otra mujer de nacionalidad alemana diagnosticada en 2008. Todos
portaban cepas virales pertenecientes al subtipo G. Dentro de este subcluster, los dos

pacientes diagnosticados en 2006 se agrupaban entre si con un valor de bootstrap del 94%.
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Ambos portaban cepas virales con las mutaciones K103N y P225H, y en uno de ellos la cepa
también contenia M184V.

J: 3 pacientes de nacionalidad nigeriana; 2 hombres HTX y una mujer. En cuanto al
subtipado, ninguna de las secuencias de los pacientes pudo asociarse filogenéticamente de
forma consistente a un subtipo puro o CRF conocida. Tras el analisis con el programa
Simplot, se concluyd que se trataba de recombinantes del subtipo B con A y G en distinto
porcentaje segun el paciente. Ninguno portaba cepas virales con mutaciones de resistencia.

K: asocia un total de 16 pacientes con un valor de bootstrap del 91%. En cuanto al
subtipo, 11 pacientes presentaban cepas virales pertenecientes a la variante CRF02_AG,
mientras que 2 pacientes emparejados con un bootstrap del 99% estaban infectados por cepas
virales pertenecientes a la forma recombinante CRF30_0206. Los 3 pacientes restantes
poseian una secuencia que no se asociaba filogenéticamente de forma consistente a un subtipo
puro o CRF conocida, por lo que se analiz6 cada una de ellas con el programa Simplot. Se
obtuvo sefial de recombinacion para todas ellas, con participacion de cepas pertenecientes a
mas de tres subtipos puros (Al, B, D, F1 y G en distinta combinacién). En cuanto a las
mutaciones de resistencia todos los pacientes portaban cepas virales con la mutacién accesoria
K20l.

L: Trece varones y tres mujeres que se agrupan con un valor de bootstrap del 99%. En
cuanto al subtipo, todos presentaban cepas virales pertenecientes al subtipo CRFO1_AE, a
excepcion de cuatro pacientes que estaban infectados por cepas virales pertenecientes al
subtipo Al y 3 pacientes cuyas secuencias no se asociaron filogenéticamente de forma
consistente a un subtipo puro o CRF conocida, y que al analizarse con el programa Simplot,
se vio que podria tratarse de una forma recombinante nueva A1G. Siete pacientes portaban
cepas virales con mutaciones de resistencia. Dentro de este mismo subcluster destacamos la
presencia de otros 3: L1, en el cual se agrupan 3 pacientes que presentaban cepas virales con
la mutacion V106A; L2, constituido por 4 pacientes que portaban cepas virales con la
mutacién M46IL; y L3, formado por 4 pacientes que contenian cepas virales con la mutacion
AB2V.

M: 8 pacientes esparioles, 4 mujeres y 2 hombres HTX, 1 hombre UDVP vy otro con
conducta de riesgo desconocida. En cuanto al subtipado, ninguna de las secuencias de los

pacientes pudo asociarse filogenéticamente de forma consistente a un subtipo puro o CRF
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conocida. Tras el analisis con Simplot, se vio que se trataba de nuevas formas recombinantes
BC, a excepcidn de dos pacientes emparejados con un bootstrap del 94%, cuyas cepas virales
eran recombinantes ABD. Ninguno estaba infectado por cepas virales con mutaciones de

resistencia.

N: 6 pacientes, de los cuales 3 eran europeos, 2 africanos y 1 de nacionalidad
espafiola. 3 hombres HTX, 2 hombres HSH y una mujer, todos portaban cepas virales
pertenecientes al subtipo C. Tan solo un paciente estaba infectado por una cepa viral con

mutaciones de resistencia, concretamente la mutacion K103N.

N: 2 hombres HSH, uno espafiol y otro colombiano, que presentaban cepas virales
pertenecientes a la variante CRF31_BC. Ninguno portaba cepas virales con mutaciones de
resistencia. El otro paciente que estaba infectado por una cepa viral perteneciente al subtipo
CRF31_BC se asociaba también con estos dos pacientes en cluster pero con un valor de
bootstrap menor del 90%.
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CT39:

La CT39, con un valor de bootstrap del 100%, estd compuesta por 6 pacientes que
estaban infectados por cepas virales pertenecientes al subtipo B. Todos HSH con una mediana
de edad de 38 afios (28-48) y espafioles. La mediana de linfocitos CD4 fue de 418 células/pL
(252-597) y la de carga viral de 4,9 log (4,3-5,5). S6lo un paciente era seroconvertor reciente
(5,1 meses), dos tenian un diagnoéstico tardio y no hubo casos de SIDA ni se detectaron cepas

virales con mutaciones de resistencia.
CT43:

La CT43, con un valor de bootstrap del 99%, esta compuesta por 22 pacientes que
presentaban cepas virales pertenecientes al subtipo B. Todos HSH. La mediana de edad fue de
45 afos (38-50). 20 eran espafioles, uno argentino y otro colombiano. Se diagnosticaron entre
el 2007 y el 2015. En 2011 se diagnosticaron 6, 4 en 2012 y 3 en 2014 y 2015. La mediana de
linfocitos CD4 fue de 412 células/uL (321-566) y la de carga viral de 4,6 log (4,0-5,3). El
31,8% de los pacientes era seroconvertor, con una mediana de tiempo de seroconversion de
20,8 meses (11,3-22,6). Hubo 10 casos de diagnostico tardio y 6 eventos SIDA: un linfoma no
Hodgkin, dos sarcomas de Kaposi y 3 NPJ. Diecisiete pacientes portaban una cepa viral con
el mismo patrén de resistencias en la RT (D67N, T69N/D, V118l, V179D, T215S y K219Q).
Dicha cepa ya se describi6 como brote junto a 13 pacientes mas procedentes de otros
hospitales de la provincia de Malaga®’. En cuanto a la presencia de subclusters, dentro de la
CT43 destacamos principalmente uno, con un valor de bootstrap del 94%, en el cual se
agrupan los 17 pacientes mencionados anteriormente, quedando perfectamente definida la
caracteristica de brote de dicha cepa de VIH-1. Por otro lado, 4 pacientes se agrupan en un
subcluster con un valor de bootstrap del 98% presentando todos cepas virales con las
mutaciones de resistencia K219Q y V179 D/E. Hubo otro paciente que contenia una cepa
viral con la mutacion V179D/E, pero dentro de la CT no se asocié a ninguno de los dos

subclusters descritos (Figura 27).
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CT45:

La CT45, con un valor de bootstrap del 99%, estd compuesta por 5 pacientes que
estaban infectados por cepas virales pertenecientes al subtipo B. Todos HSH con una mediana
de edad media de 53 afios (48-57). Cuatro eran espafioles y uno britanico. Dos pacientes
fueron diagnosticados en 2006 y los otros 3 en 2004, 2009 y 2014. La mediana de linfocitos
CD4 fue de 216 células/uL (25-492) y la de carga viral de 5,4 log (4,6-6,3). Tan solo hubo un
paciente seroconvertor reciente (10,0 meses). Cuatro tenian un diagnostico tardio y dos se
presentaron como casos de SIDA. Ninguno de los pacientes portaba cepas virales con

mutaciones de resistencia.
CT49:

La CT49, con un valor de bootstrap del 99%, estd compuesta por 7 pacientes que
presentaban cepas virales pertenecientes al subtipo B. Cinco eran HSH, un varén HTX y una
mujer. La mediana de edad fue de 45 afios (36-61). Seis espafioles y uno austriaco. En 2006
fueron diagnosticados 3 casos y los otros 4 entre 2011 y 2015. La mediana de linfocitos CD4
fue de 484 células/pL (135-1014) y la de carga viral de 5,0 log (4,8-5,5). Dos pacientes eran
seroconvertores y 4 diagnosticos tardios. No hubo ni casos de SIDA ni se detectaron cepas

virales con mutaciones de resistencia.
CT52:

La CT52, con un valor de bootstrap del 99%, estd compuesta por 5 pacientes que
estaban infectados por cepas virales pertenecientes al subtipo B. Todos eran HSH y esparioles
con una mediana de edad de 42 afios (33-51). Dos pacientes fueron diagnosticados en 2010 y
tres en 2004, 2007 y 2009. La mediana de linfocitos CD4 fue de 347 células/pL (145-545) y
la de carga viral de 5,6 log (4,8-6,2). Tres pacientes eran seroconvertores y hubo dos
diagnosticos tardios y dos casos de SIDA (una criptococosis y una NPJ). Ninguno portaba
cepas virales con mutaciones de resistencia. Los dos pacientes diagnosticados en 2010 se

agruparon en un subcluster con un valor de bootstrap del 99%.

En la Tabla 31 se resumen las principales caracteristicas de las 17 CT que hemos

analizado en nuestro estudio.
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Tabla 31. Resumen de las principales caracteristicas de las CTs analizadas en nuestro estudio.

. Peri ri - - Mutacion
CT Booststrap N° pacientes € O(,jo _de Categc_) a Edad (IQR) Procedencia Subtipo uftac Ones
dlagnostlco transmision resistencia
3 100% 21 2012-2015 HSH (21) 32 (26-36) Espafia (19), Sudamérica (2) CRF19 G190A
HSH (37), Espafia (37), Sudamérica (1), K103N, G190A, K103S,
0, - -
4 98% 3 2006-2015 HTX (2) 39 (32-42) Otros paises europeos (1) CRF51 K101E, V179D, T69N
10 100% 7 2010-2014 HSH (7) 38 (31-46) Espafa (3), Sudamérica (4) B -
HSH (7), - L
11 92% 8 2006, 2012-2014 Desconocida (1) 34 (27-39) Espafa (7), Sudamérica (1) B -
i HSH (4), i Espafa (4), Otros paises i
12 100% ! 2013-2015 HTX (3) 30 (20-37) europeos (2), Sudamérica (1) B
17 98% 17 2007-2014 HSH (16), Desconocida (1) 41 (31-54) Espafia (16), Sudamérica (1) B K103N
HSH (28), Espafia (23), Sudamérica (3),
0, - - -
21 96% 29 2004-2015 HTX (1) 35 (30-37) Otros paises europeos (3) B
26 100% 5 2004-2005 i ((41))' 49 (43-55)  Espafia (4), Sudamérica (1) B :
Espafa (72), Sudamérica (8),
i HSH (79), HTX(9), i . s M46L, V106A, K103N,
29 90% 90 2004-2015 Desconocida (2) 40 (32-47)  Otros paises eu(rg)peos (7), Africa B V179D
HSH (7), Espafia (8), Otros paises de
0, - - -
30 98% 9 2004-2015 HTX (2) 42 (36-53) Europa (1) B
34 95% 14 2006-2013 HSH (14) 36 (31-42) Espafia (14) B -
HTX (38), Espafia (38), Sudamérica (16),
36 96% 7 2004-2015 HSH (35), UDVP (3), 43 (35-51) Otros paises de Europa (12), Varios Vlog'g‘éSﬁlO&TézA\/Af L,
Desconocida (1) Africa (9), Asia (2) '
39 100% 6 2009-2015 HSH (6) 38 (28-48) Espafia (6) B -
~ - D67N, T69N/D, V118l,
43 99% 22 2007-2015 HSH (22) 45 (38-50) Espafa (20), Sudamérica (2) B V179D, T215S, K219Q
Espafa (4), Otros paises de
0, - - -
45 99% 5 2004-2014 HSH (5) 53 (48-57) Europa (1) B
HSH (5), Espafa (6), Otros paises de
0, - - -
49 99% 7 2006-2015 HTX (2) 45 (36-61) Europa (1) B
52 99% 5 2004-2010 HSH (5) 42 (33-51) Espafia (5) B -

*Se nombran las principales mutaciones de relevancia detectadas en la CT36
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6. DISCUSION

En Espafia hay aproximadamente 150.000 infectados por el VIH-1%. Los datos
obtenidos a través del sistema de informacidén sobre nuevos diagnésticos de VIH-1
(SINIVIH) son la mejor aproximacion a la incidencia del VIH-1 de que se dispone,
mostrando en la actualidad una tasa de nuevas infecciones de 7,25 por 100.000
habitantes®, similar a la de paises de nuestro entorno, como Francia, Bélgica o Irlanda,
pero superior a la media del conjunto de paises de la Unién Europea®.

Al igual que en el resto de paises de Europa occidental, también en Espafia los
sujetos mas afectados pertenecen al sexo masculino y dentro de la categoria de
transmision, a HSH'*%_ La transmisién por via parenteral, muy frecuente hasta finales
de los afios 90 del pasado siglo'® ha pasado a ser testimonial. Estas caracteristicas son
similares a las observadas en nuestro estudio, con un incremento, especialmente en el

segundo periodo, del porcentaje de varones y de HSH.

Espafa se ha convertido en los ultimos afios en pais receptor de inmigracion, lo
que ha incrementado a nivel nacional el nimero de pacientes extranjeros con infeccion
por el VIH-1, suponiendo el 32% de los nuevos diagnésticos realizados en 2014%. El
impacto de estos movimientos migratorios se ve también reflejado en nuestro trabajo, en
el que mas del 25% de los nuevos diagnésticos de VIH-1 registrados son extranjeros,
hasta de 43 nacionalidades diferentes. Destaca en nuestra poblacion de estudio el

importante porcentaje de pacientes de origen sudamericano por encima del resto.

En nuestro pais, la inmigracion latinoamericana es muy relevante y tiene un
fuerte impacto en la transmisién HSH'®, a diferencia de lo que ocurre en otros paises
europeos donde los inmigrantes infectados son mayoritariamente subsaharianos. En
nuestro trabajo, a diferencia también de lo observado en otras series™, encontramos en
segundo lugar a pacientes procedentes del resto de Europa por encima de los sujetos de

origen africano.

En el momento del diagndstico, uno de cada cinco pacientes tenia una
enfermedad oportunista definitoria de SIDA, porcentaje similar a estudios previos de
nuestro grupo™®. El 49,1% fueron diagndsticos tardios, con una cifra de linfocitos CD4
por debajo de 350 células/pL, similar al resto de Espafia y de otros paises
europeos'®*%”. Estos datos han mejorado en el segundo periodo, con menor porcentaje
de diagnosticos tardios, menos casos de SIDA al diagnostico y un incremento de
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seroconvertores recientes. Por su parte, la edad al diagndstico se mantuvo sin variacion

significativa a lo largo de todo el estudio.

El andlisis de las resistencias a los diferentes farmacos antirretrovirales en
nuevos diagnosticos de VIH-1 muestra resultados diversos en relacion a prevalencia,
incidencia y tasas, debido a las poblaciones estudiadas y a la metodologia empleada'®®.
La vigilancia de la transmision dinamica de resistencias primarias en pacientes recién
diagnosticados es de suma importancia para frenar la aparicion y propagacion de
variantes resistentes en una poblacion, con implicaciones directas en las politicas y

recomendaciones de gestion del VIH-1'%.

Nuestro estudio sobre la diversidad del VIH-1y TDR en los nuevos diagndsticos
a lo largo de los afios 2004 a 2015, ha mostrado una prevalencia general del 15,6%,
observandose un incremento en el segundo periodo (12,0% vs. 18,5%). Esta tasa es
mayor a la mostrada por otras series espafiolas y comunitarias que comentamos a
continuacion. En Estados Unidos y Europa occidental, la prevalencia de resistencias a
los farmacos antirretrovirales oscila entre el 10% y el 15%'°*°. Diversos trabajos
europeos han puesto de manifiesto una clara tendencia hacia la reduccion de la tasa de
transmision de resistencias, que parece haberse estabilizado en torno al 10%'****°, En
Espafia, estudios realizados a nivel nacional en diferentes periodos de tiempo, muestran
una prevalencia que oscila entre un 10-14%*%® | os analisis llevados a cabo en el
seno de la CoRIS¥*® muestran una prevalencia de resistencias en torno al 8,5%.
Destacamos, por ultimo, un estudio realizado en nuestra comunidad autonoma que
incluyé 693 pacientes naive de Granada, Almeria y Jaén, durante el periodo 2005-
2012%, siendo la prevalencia de resistencias del 11,0%.

En nuestro trabajo no observamos esa tendencia hacia una disminucion en la
TDR mostrada en otros. Es maés, si comparamos nuestra prevalencia de resistencias
primarias para cada familia de antirretrovirales [ITINN (10,1%), ITIAN (5,0%) e IP
(2,2%)] con un estudio nacional realizado en la CoRIS en 2011%, los porcentajes son
practicamente similares excepto para los ITINN, donde observamos un porcentaje

mayor en nuestro caso (10,1% vs.4%).

Durante nuestro periodo de estudio, no hemos observado un mayor incremento
de resistencias primarias globalmente en ninguno de los tres grupos de farmacos. No
obstante, si consideramos mutaciones concretas, si que ha habido un incremento en
algunas para los ITIAN (M41L, D67N, T69D/N y la K219E/Q) asi como en la G190A
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de los ITINN. Tanto unas como otras son mutaciones presentes en pacientes asociados
en clusters o CTs surgidas en el segundo periodo de estudio. Con respecto a mutaciones
para los IPs, la F53L y la L90M han disminuido en el segundo periodo.

A la hora de determinar la influencia que podrian tener las diferentes
caracteristicas basales en la presencia o no de resistencias primarias en nuestro trabajo,
observamos, cémo al igual que en otros estudios, se asociaba a pacientes

seroconvertores®.

En cuanto a la frecuencia de las mutaciones detectadas en nuestros pacientes,
aparte de las mencionadas anteriormente, debemos destacar la elevada prevalencia que
existe en nuestra cohorte de la K103N (4,6%) y la escasa presencia de la M184I1/V
(0,8%), al igual que los datos observados en las series presentadas por Romero et al**® y

Mendoza et al**®.

Por otra parte, durante los afios que comprende nuestro trabajo, se han utilizado
diferentes técnicas comerciales para la deteccion de resistencias genotipicas del VIH-1.
La secuenciacion tipo Sanger se complementd con la pirosecuenciacion en el afio 2015.
La ventaja de esta ultima técnica es la capacidad para detectar mutaciones de resistencia

119 especialmente para la familia de los ITINN*?. Sin embargo,

a niveles incluso del 1%
las recomendaciones actuales no incluyen de momento la necesidad de utilizar la
secuenciacion masiva para estudios de transmisién de resistencias. En nuestro caso,
tampoco obtuvimos ninguna ventaja afiadida al utilizar esta técnica, pues no se detecto
ninguna variante minoritaria de interés, ni supuso un aumento en la prevalencia de

resistencias a ninguna familia de antirretrovirales.

El subtipo del VIH-1 tiene gran importancia clinica. La epidemia actual del
VIH-1 se caracteriza por un panorama complejo, con una dindmica que se orienta de
forma creciente hacia nuevos y mas complicados recombinantes del virus'?!. Este
incremento en la prevalencia y heterogeneidad de variantes diferentes al subtipo B
ocurre también en nuestro pais*?. Esta expansion y emergencia de nuevas CRFs y URFs,
resultado de coinfecciones y/o superinfecciones, dificulta la identificacion de las
variantes no-B del VIH-1.

En este trabajo hemos comparado la sensibilidad de tres métodos automaticos de
subtipado con el analisis filogenético, considerado clasicamente como la técnica gold
standard. La filogenia, tanto en este apartado como posteriormente para determinar las
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cadenas de transmision (CT), fue inferida exclusivamente por el método de Maxima
verosimilitud (ML) y la probabilidad posterior de un nodo se baso6 en altos valores de
boostrap, establecidos exactamente en cada caso. La confianza en los clusters formados,
aun usando criterios bastante restrictivos desde el principio, especialmente en la
definicion de las CTs (valor de bootstrap >90%), hubiera requerido de una segunda
reconstruccion filogenética que evaluara dicha probabilidad. Asi, esta nueva filogenia
podria haber sido realizada por el mismo método ML pero tomando como corte un valor
mayor de bootstrap o bien haber empleado un método bayesiano, considerando
posteriormente solo los nodos con una probabilidad superior a 0,90-0,95. Sin embargo,
este requerimiento, por tiempo y recursos computacionales, se escapa del alcance de
esta tesis, pero sera considerado para la publicacion posterior de los resultados.

El estudio filogenético incluyé las secuencias de nuestros pacientes y al menos
dos de referencia para los diversos subtipos puros y las 72 CRFs descritas en el

momento de inicio del trabajo.

Cada una de las tres herramientas automaticas estd basada en un criterio de

clasificacion diferente: COMET tiene un fundamento estadistico®!, Geno2pheno se basa
en parametros de similaridad'?> y REGA posee un fundamento filogenético'***%,
Los tres métodos rapidos clasificaron correctamente la mayoria de secuencias

del subtipo B. Este sigue siendo el subtipo mas prevalente en Europa occidental®

12,96

yen
nuestro pais™". La sobrerrepresentacion del subtipo B en nuestra poblacion de
infectados por el VIH-1, hace que la sensibilidad de las herramientas automaticas para

detectarlo sea bastante alta en general, como ya se ha visto en otros estudios®.

No obstante, el porcentaje de secuencias que cada método automatico asignaba
al mismo variaba sustancialmente (p<0,001): la version 3.0 de REGA mostré mayor
concordancia con el analisis filogenético, con porcentajes en torno al 70%. COMET y la
version 3.4 de Geno2pheno clasificaron més del 80% de las secuencias como subtipo B.
Por tanto, la sobreestimacion de esta variante en nuestra cohorte es bastante mayor con
estas dos ultimas herramientas. En contraposicion, REGA seria el método automatico

que menor tasa de falsos subtipos B genera, como ya se habfa visto previamente®.

La diversidad de variantes no-B que muestra la filogenia y que, en mayor o

menor medida reflejan el resto de herramientas automaticas, esta en concordancia con el
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cambio de tendencia que se observa en la epidemia del VIH-1 en nuestro pais, donde se

han incrementado los nuevos diagnésticos de subtipos no-B*##°,

Mediante el andlisis filogenético se identificaron secuencias pertenecientes a 5
subtipos no-B puros: Al, C, F1, F2 y G. Mencion especial merece el subtipo D, ya que
aunque COMET con una secuencia, y Geno2pheno con 17 lo detectaban, tal asignacion
no encontraba correspondencia filogenética y se trataba, por tanto, de falsos positivos.
Este error de subtipado, clasificando errneamente como subtipo D secuencias que no lo
eran, podria tener consecuencias clinicas importantes, al considerarse dicha variante

més patogénica que otras*>>.

Al realizar el analisis filogenético, 148 secuencias se agrupaban dentro de 23
CRFs diferentes, lo que representaba el 74,7% de las variantes no-B y el 82,6% de las
secuencias recombinantes. El nimero de secuencias adscritas a una CRF conocida era
inferior por cualquiera de los métodos rapidos: COMET asignd 41 secuencias a 7 CRFs
diferentes (31,06% de las variantes no-B); Geno2pheno v3.4 asignaba 59 secuencias
(47,5% de subtipos no-B) a 8 CRFs distintas y REGA identificaba 77 secuencias

(41,6% de las variantes no-B) como recombinantes adscritas a 9 CRFs diferentes.

Si nos centramos en las variantes no-B en su conjunto, volvemos a encontrar que
REGA, con una sensibilidad de mas del doble a la mostrada por las otras dos
herramientas, es la que concuerda en mayor medida con el andlisis filogenético. Es mas,
es el unico método automatico capaz de identificar todos los casos, por ejemplo, del
recombinante complejo CRF19 cpx. En relacion a esta forma recombinante, 17 de los
pacientes portadores de la misma fueron asignados por Geno2pheno al subtipo D,
poniendo de manifiesto una limitacion ya sefialada anteriormente para esta herramienta,

la de sobreestimar este subtipo™?°.

La superioridad de REGA sobre los otros métodos autométicos para la
identificacion de las formas no-B contrasta en parte con lo mostrado en el trabajo de
Switzer W et al'®’ donde presentan una mayor concordancia con la filogenia de
COMET vs. REGA y SCUEAL (otra herramienta basada en criterios filogenéticos).
También es destacable que Geno2pheno y EuResist (http://engine.euresist.org/
data_analysis/), ambas basadas en criterios de similaridad, muestran una sensibilidad
del 100% para la deteccién de las variantes no-B en el estudio de Yebra et al®®. Sin
embargo, hay que puntualizar que en este ultimo trabajo la version de REGA que
emplearon es una anterior a la que nosotros hemos usado (la v3.0), que ha supuesto
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mejoras significativas en la capacidad general de subtipado en comparacion con la

previa®’.

Respecto a las distintas versiones de REGA, debemos destacar que a pesar de su
mayor concordancia con los resultados de la filogenia, la base de datos con la que
trabaja la herramienta no presenta una actualizacion continua para las CRFs. Si como
venimos observando, la descripciébn de formas recombinantes nuevas crece

1285128 'asto supone una importante limitacion. Asi,

aceleradamente en nuestra poblacion
la version 3.0, la mas actual, comprende hasta la CRF47_BF®', si bien recientemente se
ha presentado ya la CRF89_BF'%°. Es, por ello, que solo tras la filogenia realizada ad
hoc, en la cual incluimos hasta la CRF72_BF, pudimos asignar 50 secuencias a su
forma recombinante correspondiente. Entre ellas, y constituyendo la CRF mas
prevalente en nuestra cohorte (5,8% del total de pacientes), destacaba la CRF51_01B,

que representaba casi un tercio de todas las CRFs presentes (29,7%).

El estudio realizado entre 2004-2008 en la cohorte espafiola CoRIS asi como
otros a nivel mas local mostré que la CRF02_AG constituia la forma recombinante mas
prevalente’*'?®, En nuestra poblacion, esta CRF como tal afecta s6lo a un 1,8% de los
pacientes y supone un 7% dentro de las variantes no-B.

Zhang et al*®

sefialaron que la CRF02_AG era un participante activo en la
generacion de nuevos y mas complejos recombinantes debido a una historia evolutiva
mas extensa, fruto de un origen méas remoto, y a su alta capacidad replicativa y
prevalencia®®**®2. Este escenario, aunque es mas comdn en el continente africano,
podria ser aplicable también a nuestra area, donde hemos identificado las variantes
CRF30_0206, CRF36_cpx, CRF43 02G y CRF63 02Al1 en las que participa la

CRF02_AG.

Si consideramos todas estas variantes mencionadas en el parrafo anterior,
podriamos afirmar que la CRF02_AG de forma independiente y formando parte de
otros recombinantes esta presente en un total de 34 pacientes, lo que supone un 17,1%
de las infecciones por variantes no-B. Este porcentaje estd mas proximo al encontrado
en el estudio de Vega et al®*, con 95 CRF02_AG y 8 CRF43_02G de 472 formas no-B
(21,8%), en el periodo 2004-2012.

El origen de los pacientes portadores de la CRF02_AG y de las variantes

recombinantes seguia siendo mayormente inmigrante, aunque encontramos un
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porcentaje importante de poblacidn autdctona con estas CRFs. 10 de los 14 casos con la
CRF02_AG y 20 pacientes con las CRF36_cpx, CRF43 02G y CRF63 02A1 eran
inmigrantes. 22 de los 34 casos (64,7%) procedian del Africa subsahariana,
especialmente de Nigeria (14 pacientes, 41,1%). Estos resultados superan a los

observados en la poblacién espafiola de VIH-1%#°,

En nuestro estudio filogenético encontramos 31 secuencias recombinantes
(17,3% de los recombinantes) que no podian ser asignadas a ninguna CRF conocido y
que presentaban eventos de recombinacion segun determindbamos con el programa
Simplot. Estas secuencias las denominamos como “Nueva CRF/URF” y asi las hemos
considerado para nuestros calculos. Aunque podriamos clasificarlas como URF no
quisimos descartar la posibilidad de que se tratara de una CRF no incluida en nuestro
analisis pero ya descrita (como mencionamos anteriormente incluimos hasta la CRF72 y
ya se han caracterizado hasta 89 CRFs distintas). La denominacion como nueva
CRF/URF también contemplaba la posibilidad de que se tratara de una CRF no definida
aun, pero para ello necesitariamos haber llevado a cabo estudios de recombinacién mas
exhaustivos, a ser posible del genoma completo, en el que coincidieran los resultados de
al menos tres pacientes no relacionados epidemiolégicamente, lo cual sobrepasaba con

creces el cometido de esta tesis.

Hemos analizado las caracteristicas epidemioldgicas de los pacientes portadores
de estas 31 secuencias. En relacion a la categoria de transmision, encontramos una alta
concordancia con lo observado en la cohorte espafiola*: el 51,6% de los pacientes se
habian infectado por contactos heterosexuales de riesgo (destacar que 12 de los casos
eran mujeres). A diferencia del trabajo citado, el 61,2% de nuestras secuencias no
clasificadas pertenecia a pacientes espafoles.

Hemos encontrado que otros estudios llevados a cabo**’

ponen de manifiesto
también el escaso poder de las tres técnicas automéaticas COMET, REGA y SCUEAL,
para identificar URFs y subtipos no-B menos frecuentes. En nuestro trabajo
posiblemente la sobreestimacion que REGA hace de nuevas CRFs 6 URFs, detectando
mas del doble (8,7%) de lo que realmente obtenemos por filogenia (4,1%), tenga su
explicacion, por un lado, en el mayor potencial para asignar una secuencia a un subtipo
0 CRF conocidas, ya comentado anteriormente, pero por otro, en la incapacidad para
asociar secuencias que quedan claramente fuera de ese conjunto pero que serian formas

recombinantes ya descritas no contempladas en su base de datos.
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En resumen, dependiendo de la herramienta automatica usada, los resultados de
epidemiologia molecular serian diferentes, sobre todo, la prevalencia de las variantes
no-B, y dentro de ellas, de las formas recombinantes. La version 3.0 de REGA es el
método automatico que presenté mayor concordancia con la filogenia realizada. No
obstante, la principal limitacién, al igual que Geno2pheno es la base con la que se

trabaja y la necesidad de actualizaciones periédicas®®.

Por lo tanto segun los resultados obtenidos por filogenia, dentro de nuestra
poblacion, 559 pacientes (73,8%) estaban infectados por el subtipo B, y 198 por
subtipos no-B (26,2%), cifras practicamente similares a las publicadas por nuestro
grupo de estudio en 2008'%. Como ya se ha mencionado anteriormente, en Espafia asi
como en otros paises europeos la prevalencia de nuevos diagnésticos por subtipos no-B

128,133-134

ha ido en aumento en los Ultimos afios , manteniéndose el porcentaje de estas

variantes por encima del 15%°%.

Cuando analizamos la prevalencia de subtipos no-B en diferentes grupos de
poblacién segin la nacionalidad, observamos como en el segundo periodo se produce
un aumento de la prevalencia en la poblacion espafiola, coincidiendo este dato con una
tendencia observada en otros estudios®.

1%, cuando nosotros analizamos la

De acuerdo a lo visto a nivel naciona
distribucion de los subtipos no-B, también observamos que las CRFs fueron mas
frecuentes (82,6%) que los subtipos no-B puros. Dentro de las formas recombinantes, en

la mayoria de los estudios’*8513%13

se encuentra una mayor prevalencia de la
CRFO02_AG si bien en nuestro estudio es la CRF51_01B la que observamos con mayor
frecuencia (5,8%) seguida de la CRF19_cpx (2,8%).

Otro factor importante en relacion a los subtipos no B es la presencia de
mutaciones de resistencia primaria, coincidiendo con otros estudios publicados™" %,
nuestra poblacidn presentd una prevalencia de TDR mayor en los pacientes infectados
por subtipos no-B, fundamentalmente por la presencia de mutaciones a ITINN en los

casos con variantes como la CRF51_01B (K103N) o la CRF19 _cpx (G190A).

Uno de los resultados mas interesantes de nuestro trabajo ha sido la deteccion de
numerosas cadenas de transmision (CT) en nuestra poblacion. De los 757 pacientes
incluidos, 451(59,6%) se agruparon en 53 CTs diferentes tomando como criterio de

inclusion un valor de bootstrap >90%. Hillis et al**® afirman que valores por encima del
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70% serian fiables a la hora de definir una cadena de transmision; sin embargo, otros

trabajos consultados™****

partian de valores mayores y ésa ha sido nuestra opcién con
el objeto de afinar en las asociaciones obtenidas en cuanto a caracteristicas clinico-
epidemioldgicas y virologicas. A pesar de estos criterios restrictivos de definicion de
una CT, es sorprendente el porcentaje tan alto de individuos que se agrupan en clusters,

comparado con los obtenidos tanto a nivel nacional como de forma regional®*®.

Estas CTs estaban formadas principalmente por pacientes HSH de origen
espafol, seroconvertores, sin diagnostico de SIDA, con mutaciones de resistencia

primarias y fueron mas frecuentes en el segundo periodo (2010-2015) del estudio.

Los pacientes UDVP estuvieron asociados a CT en menor proporcion, lo que
refleja el gran cambio en la sub-epidemia de UDVP desde los afios noventa, cuando esa
categoria de transmision constituia la principal via de infeccion por el VIH-1 en Espafia.
Por otra parte, predominaron las cadenas de transmision formadas por pacientes de

origen espariol o latinoamericano formadas por pacientes que son HSH.

El 54,5% de los pacientes infectados con el subtipo B se agrupaban en CTs. Esta
cifra es relativamente alta, comparada con la presentada en otros estudios, donde
oscilaba entre el 15% y el 50% **?% En las cadenas de transmisién del VIH-1 que
implicaban HSH, el subtipo B fue mas frecuente mientras que para los subtipos no-B el

porcentaje de HTX fue mayor como ya se ha visto también anteriormente®.

Entre los pacientes infectados por subtipos no-B, el 73,7% se agrupaba en
alguna CT, un porcentaje mayor con respecto al de los estudios mencionados***™#,
reflejando el elevado impacto epidemioldgico y la importancia en la dinamica de
transmision de la infeccion que estas variantes tienen en nuestra poblacion con respecto
a otras zonas. Asi, el hecho de estar infectado por un subtipo no-B, junto con el de
presentar resistencia a alguna familia de antirretrovirales, se relacionaba con sujetos

asociados en una CT.

Al analizar las mutaciones para cada familia de antirretrovirales presentes en una
CT, para los ITIAN se observaron en clusters con mas frecuencia las mutaciones
T69D/N, K219E/Q y D67N. Destacamos la CT43 formada por 22 pacientes con subtipo
B en la que 17 se agruparon en un subcluster con valor de bootstrap del 94%
presentando el siguiente patrén de mutaciones de resistencias: D67N, T69N/D, V118lI,
V179D, T215S y K219Q".
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En cuanto a las mutaciones de resistencia a ITINN, las que se observaron con
mayor frecuencia en alguna CT fueron la K103N y la G190A. En la CT3, formada por
21 pacientes infectados por el subtipo CRF19_cpx, 16 presentaron la mutacion G190A
y en la CT4, constituida por 39 pacientes infectados por la variante CRF51 _01B, 20
portaban la mutacion K103N, reflejando la presencia en nuestra area de CT con una
rapida y eficaz propagacion. En el caso de mutaciones a los IP no habia ninguna

mutacién que fuera més frecuente en las CT.

De los pacientes asociados en clusters, 368 (81,5%) formaban parte de una CT
con cinco o mas individuos. En concreto, eran 17 CTs las compuestas por este numero
minimo de pacientes y las que se analizaron mas pormenorizadamente. Un estudio
realizado en Reino Unido destaca que hasta un 29% de la poblacién se agrupa en
grandes CTs con més de 10 individuos**®. Si realizdbamos este mismo analisis en
nuestra cohorte, el 40,8% de nuestra poblacion se agrup6 en 8 CTs de mas de 10
individuos. Esto vuelve a poner de manifiesto la alta frecuencia de los pacientes de
nuestra area a asociarse en cadenas y la destacable dimensién de estas CTs.

Tradicionalmente, la mayor prevalencia de subtipos no-B se ha asociado a
poblacién inmigrante, tanto a varones heterosexuales como a mujeres®. Asi, la CT36
agrupa entre si a 77 pacientes (55 hombres y 22 mujeres) infectados por diferentes
variantes no-B, de los cuales 39 eran inmigrantes, 49,4% eran HTX y el 45,5% HSH.

Sin embargo, diferentes estudios publicados recientemente *4"** destacan que
se estd observando un aumento de variantes no-B en otros grupos en los que antes
estaban ausentes, como las poblaciones europeas no inmigrantes y HSH, lo cual
también ocurre en nuestro trabajo. Si nos fijamos, por ejemplo, en la CT3, como se
menciono antes los 21 pacientes presentaban el subtipo CRF19_CPX, y todos ellos eran
HSH, 19 ademas espafioles. También observamos esta impresion en la CT36, en la que

practicamente el 50% de los individuos que la componen son autdctonos y HSH.

En un estudio realizado en Ginebra (Suiza) para evaluar la tendencia de
transmision de mutaciones de resistencias y el impacto del TAR en nuevos
diagndsticos™*®, afirman que cuando un pequefio grupo de transmisién se encuentra
dentro de uno méas grande, solamente debe considerarse este Ultimo. Sin embargo,
varios estudios han demostrado que dentro de una CT pueden existir subclusters de
transmision y es mas, en ellos se puede encontrar una replicacion preferencial de ciertas
cepas virales con mutaciones de resistencias (Vega. et al®*).
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En nuestro trabajo, son varias las CTs en las que pudimos detectar la presencia
de subclusters, destacando la CT36 donde los 77 pacientes se agrupaban con un valor de
bootstrap del 96%. Dentro de esta CT existen 15 subclusters diferentes, también
definidos por valores de bootstrap superiores al 90%, donde la cepa de cada uno de
ellos pertenece a una forma recombinante o subtipo no-B puro diferente, lo cual sugiere

una divergencia reciente hacia nuevas cadenas de transmision.

Dentro de la misma CT36 encontramos algunos pacientes agrupados en
subclusters compartiendo mutaciones de resistencias: en el subcluster K, que asociaba
16 pacientes, todos presentaron la mutacion accesoria K20I, que es el aminoacido
consenso en el subtipo G y CRF02_AG, mientras que en los subtipos B y C es una
mutacion accesoria seleccionada por IP que reduce la susceptibilidad a nelfinavir. Por
su parte, en el subcluster L de esta misma CT, se podian distinguir a su vez 3
subgrupos: L1, con 3 pacientes portando la mutacion V106A, L2 constituido por 4
pacientes con la mutacion M46IL y L3 formado por 4 pacientes que presentan la
mutacion A62V, mutacion accesoria que estd muy extendida en el VIH-1 del subtipo A

150

en los paises de la antigua Union Soviética™" (de estos 4 pacientes, es interesante

destacar que dos hombres eran de nacionalidad rusa y UDVP).
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1.

10.
11.

12.

Los nuevos diagnosticos de infeccion por el VIH-1 se caracterizan por un
predominioen varones, y una categoriade transmision  sexual,
fundamentalmente HSH. A lo largo de los afios en los que tuvo lugar nuestro
trabajo observamos una disminucion del diagnostico tardio, menos casos de
SIDA y un mayor porcentaje de seroconvertores recientes.

La tasa de prevalencia de resistencias primarias fue del 15,6%, mayor que en
otros estudios de nuestro entorno.

La transmision de mutaciones de resistencia primarias se ha incrementado en
el segundo periodo del estudio, destacando las mutaciones D67N, T69D/N,
K219Q y G190A.

La prevalencia de la mutacion K103N ha sido del 4,6%, manteniéndose
practicamente constante en ambos periodos.

En nuestra cohorte, la herramienta automatica que presentaba mayor
concordancia con el andlisis filogenético y, por tanto, mayor utilidad para el
subtipado, fue la version 3.0 de REGA.

Més de la mitad de las variantes no-B se aglutinan en el segundo periodo,
donde casi uno de cada tres nuevos diagndsticos presenta una variante no-B.
Este cambio de tendencia se observa también a nivel nacional.

Entre los subtipos no-B, fueron las formas recombinates mas frecuentes que
los subtipos no-B puro, al contrario de lo que se observa en la mayoria de los
estudios donde son mas frecuente los subtipos no-B puros.

El 4% de secuencias no se pudo asignar a ningun subtipo o CRF conocido.
Eran formas recombinantes complejas probablemente CRFs nuevas no
definidas aun.

Mas de la mitad de la poblacién se agrup6 en CTs, ocho de ellas con més de
10 sujetos

La mayoria de los sujetos asociados a cadenas de trasmision eran HSH.

Se encontraron cadenas transmision que asociaban entre si pacientes
diagnosticados a lo largo de todo el periodo del estudio.

Hubo dos cadenas de trasmision de dos subtipos no-B peculiares, la
CRF19 cpx y la CRF51_01B, con més de 20 individuos cada una, en ambos

casos asociadas a mutaciones de resistencia.
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9. ANEXO






Figura 1. Reconstruccion filogenética realizada por el método de Maxima verosimilitud para la
determinacion del subtipo. Las agrupacionss que presentaron valores de bootstrap (bts) supericres al 70%
‘son mostradas con su cifra de remuestreo correspondiente. Cada paciente es representado por el identificador
de su muestra: En rojo: secuencias asociadas filogeneticamente a algun subtipo puro o CRF conocidos con
un bts =70%_ En azul: secusncias que no pudieron ser asignadas filogeneticamente con ese criterio. Las
secuencias de referencia se indican en'negro con su mimero de acceso en GenBanke entre parénfesis.
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Figura 2 Reconstruccion filogenética realizada por &l método de Maxima verosimilitnd para el analisis de
las cadenas de wansmision Las agrupaciones que presentaron valores de boofsirap superiores al 20% son
mostradas con su cifra de remuestreo corespondiente. Cada paciente es representado por el identificador de
su muestra’ En rojo se muestras las cadenas de fransmision comentadas en el estudio.
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Las Guias de Practica Clinica recomiendan la realizacion de un test
genotipico de resistencia en todos los pacientes diagnosticados de
infeccion por el VIH-1. Conocer las resistencias primarias y su
evolucion tiene enorme trascendencia clinica.

Disponer de la secuencia de la retrotranscriptasa y de la proteasa
en estos pacientes nos abre la posibilidad de profundizar en la
epidemiologia molecular de la infeccion por el VIH-1 en el area
geografica correspondiente, mediante la realizacion de estudios
filogenéticos.

En la practica clinica habitual se usan herramientas de subtipado
automaticas, que presentan limitaciones para la correcta
clasificacion de algunos subtipos no-B, especialmente de las formas
recombinantes circulantes.

Los estudios filogenéticos son esenciales para conocer las cadenas
de transmision y caracterizar los brotes. La filogenia ademas ha
demostrado ser una herramienta muy util para describir y clasificar
la variabilidad del VIH-1, convirtiéndose en el método gold
estandar para la subtipificacion.



	portada 3
	Número de diapositiva 1

	hoja en blanco - copia
	tesis definitiva 01.06.2017 mod
	portada+agrad+indice
	hoja en blanco - copia
	Cabecera Introduccion
	hoja en blanco - copia
	INTRODUCCION_DEFINITIVO_5_enero
	1.8.1. Pruebas para la detección de resistencias
	1.8.2. Limitaciones de los test de resistencia
	1.9. Filoepidemiología del VIH-1


	hoja en blanco - copia
	Cabecera Justificación
	hoja en blanco - copia
	Justificacion_v6
	Cabecera objetivos
	hoja en blanco - copia
	Objetivos_DEFINITIVO
	hoja en blanco - copia
	Cabecera MyM
	hoja en blanco - copia
	Material y metodos_DEFINITIVO_5_ENERO
	CabeceraResultados
	hoja en blanco - copia
	Resultados_DEFINITIVO11 de enero
	CabeceraDiscusión
	hoja en blanco - copia
	Discusion_definitiva
	hoja en blanco - copia
	CabeceraConclusiones
	hoja en blanco - copia
	conclusiones definitivo
	hoja en blanco - copia
	CabeceraBIBLIOGRAFIA
	hoja en blanco - copia
	bibliografiacompleta
	CabeceraANEXO
	hoja en blanco - copia

	hoja en blanco
	portada trasera
	Número de diapositiva 1

	Página en blanco



