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Resumen

El uso generalizado de los medicamentos antirretrovirales y el gran niumero disponible de los
mismos, ha abierto una esperanza de sobrevida para los pacientes infectados por el VIH, pero
en la misma medida estd aumentando el problema de resistencia a estos medicamentos
Actualmente se cuenta con diferentes técnicas que permiten detectar esta resistencia a través
de pruebas de susceptibilidad a los antivirales: pruebas genotipicas y fenotiplcas. En esta corta
revision se muestran sus fundamentos y las indicaciones de las mismas.
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Abstract

The recent development and widespread use of many antiviral agents efiective against HIV has
apenada new era of hope for HIV-infected patlents, but there has beers a corresponding rise in
f/ie growing problem of resistance to these medicines. Resistance may ultimately prevent the
benefits of the seadvances. A brand-new type of laboratory resource, antiviral susceptibitity
testing, offers a promising approach to deal with the pmblems of resistance. Antiviral
susceptibility testing determines the sensitivity of the patient's HIV sirain to individual drugs. It
is aocornplished through by eitherot two processes: the assessment the minimum inhibitory
concentration of the drug (phenotypic testing), or the determination of the presence of specific
mutations in the viral genome known to confer resistance to the antiviral substance (genotypic
testing). In this paper we review the mechanisms of resistance to antlviral agents, the principies
and procedures used in testing for resistance, and up-to-date guidelines for their use.

Key words: HlV, antiviral, resistance.
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Introduccion

El conocimiento que se tiene sobre el virus del VIH y su bien entendido ciclo de replicaciéon
viral: adhesion, entrada , desnudamiento, transcripcion reversa del RNA del virus, Integracion al
DNA de la célula hospedera y la salida final del virus, se convirtieron en blancos potenciales
para el desarrollo de medicamentos contra el virus. Hoy en dia existen tres grupos de
medicamentos que utilizados en combinacién, mantienen el virus con muy escasa o nula tasa de
replicacidon. Estos grupos son: Inhibidores de la Transcriptasa Reversa Nucledsidos (ITRN),
Inhibidores de la Transcriptasa Reversa no Nucledsidos (ITRNN) y los Inhibidores de Proteasa
(IP). (1,2) (Tabla 1).

Medicamentos actualmente dispenibles. (Tomade de referencia 26)

Inhibidores de Transcriptasa Inhibidores de TR no Nucleosides Inhibidores de Prateasa(lP)
Reversa (TR) Nucledsidos o {ITRNM)
Nucledtidos*(ITRM)
Zidovudina (AZT ZDV) Mevirapina (MYP
Didanosina (ddl) Delawrdina (DLV)
7 ddC) Efavirenz (EFV)

4 T)
Lamivudina (3TC)

Abacavir (ABC)

Los esquemas de tratamiento disponibles y las combinaciones sugeridas por los grupos de
expertos que combinan ITRN con IP o ITRNN han impactado significativamente las tasas de
morbilidad y mortalidad por VIH. Estas combinaciones de medicamentos son conocidas en inglés
como HAART (highly active antiretroviral therapy), que en espafiol podemos llamar TAAE
(terapia antirretroviral altamente efectiva).

Sin embargo la terapia antirretroviral no esta exenta de dificultades puesto que los
medicamentos no son bien tolerados por algunos pacientes, especialmente los que presentan
deterioro de su estado general; los altos costos de la terapia limitan la cobertura de sus
beneficios; finalmente, la resistencia del virus a los medicamentos antivirales es un fendmeno
creciente que puede neutralizar los beneficios de este importante desarrollo cientifico.

El problema de la resistencia

La resistencia se define como la habilidad que tiene el VIH de multiplicarse en presencia de
medicamentos antirretrovirales. La resistencia se asocia clinicamente a una disminucion del
corteo de células CD4 y al aumento de la carga viral, lo que lleva a la progresion a la
enfermedad y eventualmente a la muerte del paciente, si el problema no se interviene (3,4).

Algunos informes de resistencia realizados en lugares diferentes han reportado resultados
variables, En el periodo de 1995-1999 un estudio realizado en Los Angeles y New York en 80
pacientes infectados no expuestos a medicamentos, se encontré resistencia en 13% de los
pacientes a ITRN, 8% a ITRNN, 3% IP y 4% multirresistentes (5). Otro estudio realizado
durante nueve afios (1989-1998) a 141 pacientes con infeccidon primaria, se encontré mas del
3% de los pacientes resistentes a ITRN, mas del 1% resistentes a ITRNN, méas del 1% a IP y
mas del 1% multirresitentes (6). En ambos estudios los pacientes no habian sido tratados
previamente. En el Reino Unido se realizé un estudio de genotipificaciéon en 26 pacientes con
infeccion primaria, en los cuales se detecté un 19% de ellos resistentes a ITRN, 11% resistentes
a ITRNN, 4% a IP y 7% multirresitentes (7). Otros estudio realizado en New York en 61
pacientes infectados no expuestos a medicamentos, encontré 26% de los pacientes resistentes a
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ITRN, 5% a ITRNN, 7% a IP y 5% a varios medicamentos (8). Para ver mas estudios
relacionados con este tema se le recomienda al lector ver referencia (9)

Varias son las causas que se citan como posibles facilitadoras del fendmeno de la resistencia a
los antirretrovirales: la altisima tasa de mutacién del VIH, la falta de adherencia a los
medicamentos antirretrovirales, las dosis subéptimas de los medicamentos y con frecuencia
creciente, la transmision de virus resistente (10), El crecimiento poblacional y el aumento del
SIDA en el mundo también son reconocidos como factores que pueden diseminar resistencia a
los antivirales (1). Debido al creciente uso de estos medicamentos, hoy en dia son pocos los
pacientes que se infectan con cepas de virus que no han estado expuestas a medicamentos
antivirales, lo que ha favorecido la transmisién de cepas multirresistentes (11).

Bases genéticas de la resistencia a los antirretrovirales

La dinamica poblacional del VIH, su elevada tasa de mutacion, las altas cargas virales presentes
en la mayoria de los pacientes infectados favorecen el desarrollo de resistencia. Dada una
cinética de replicacion en vivo de mas de 10 a la nueve células nuevas infectadas cada dia,
todas y cada una de las mutaciones puntuales posibles ocurren entre diez a la cuatro y diez a la
cinco veces por dia en un paciente infectado con el VIH. La produccién promedio estimada de
viriones por dia es de diez punto tres por diez a la nueve (12).

Se estima que ocurren mas o menos 3.4 X 10° mutaciones por pares de bases por ciclo de
replicacion. El VIH posee un genoma con aproximadamente 10% pares de bases o nucleétidos

(13) lo que resulta en unos 10% a 10° mutantes por cada base por dia (12), osea que
diariamente ocurren multiples mutaciones con capacidad de generar resistencia.

La mayoria de las mutaciones que aparecen espontaneamente son deletéreas para el virus, o
son neutras cuando no generan cambio alguno en la proteina codificada por el gen respectivo.
Ocasionalmente, sin embargo, una mutacion puede codificar la sustitucion de un aminoacido,
que no es letal, sino que genera resistencia a un medicamento especifico o a una clase de
medicamentos (12) . En presencia de ese farmaco la presion selectiva, induce reemplazo
completo del virus silvestre por virus resistente al medicamento en 14 a 28 dias (14) cuando
éste se administra como un medicamento Unico (monoterapia). Este fendmeno esta bien
documentado con el medicamento lamivudina (3TC).

Mecanismos de resistencia a los antirretrovirales {15,16)

Casi todas las mutaciones que confieren resistencia a los farmacos antirretrovirales son
substituciones de una sola base (mutaciones puntuales) que generan cambios en aminoacidos
de la TR o de la proteasa viral.

Las mutaciones que generan resistencia al VIH se pueden clasificar en primarias o secundarias.
Las mutaciones primarias alteran la adhesién del medicamento a su blanco y generalmente
ocurren en el sitio activo de la enzima, lo que resulta en que se requiere una cantidad mayor
del medicamento para poder inhibir la enzima. Con pocas excepciones estas mutaciones
primarias disminuyen la aptitud bioldgica del virus, lo que hace que ellas no se diseminen en
ausencia de la presion selectiva del medicamento.

Las mutaciones secundarias aumentan la resistencia compensando la pérdida de aptitud del
virus generada por la mutacién primaria. Usualmente estas mutaciones secundarias tienen poca
importancia en el nivel de resistencia en ausencia de mutaciones primarias y por lo tanto no
suelen observarse como cambios Unicos.

Resistencia a los inhibidores de transcriptasa reversa nucleosidos (ITRN)

La resistencia a los ITRN se puede desarrollar ya sea por una mutacién Unica o una acumulacion
seriada de mutaciones especificas. Con el uso de zidovudina (ZDV) como monoterapia, por
ejemplo, lo primero que ocurre es una mutacion en el codén 70, seguida por substituciones en
los codones 215 y 42 y por ultimo en los codones 67 y 219. El mecanismo preciso por el cual
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estas mutaciones causan resistencia no es muy claro. En contraste, altos niveles de resistencia
a la lamivudina (3TC) aparecen rapidamente como resultado de una sola mutacion en el codon
184 del gene de la Transcriptasa Reversa (TR). Esta mutacidon convierte una metionina (M) en
valina (V) o en isoleucina (1) (M184V o M1841) y aparece en pocas semanas después de iniciar
monoterapia con este medicamento. EI mecanismo por el cual esta substitucion causa
resistencia es bien conocido, ya que ocurre en dominios altamente conservados dentro del sitio
activo de la TR del VIH-1. La introduccion de la mutacion M184V en el gen de la TR del VIH-1
restaura la susceptibilidad al AZT en algunas cepas resistentes a dicho farmaco.

La resistencia a didanosina y zalcitabina (ddl y ddC) aparece mas lentamente (seis a 12 meses
de monoterapia) con la aparicidon de la mutacion L74V. Para el d4T una valina (V) es sustituida
por treonina (T) en el codon 75, lo cual confiere resistencia a este medicamento, sin embargo
esta resistencia se ha demostrado in vitro, pero no in vivo. Combinaciones de M184V, K65R
L74V se han aislado de mucho pacientes tempranamente tomando ABC. Recientemente dos
sitios de mutaciones se han descrito para resistencia a todos los ITRN: Q151M y una insercion
de bases que codifican dos residuos de serina alrededor del codon 69. Estas mutaciones son
seleccionadas después de una terapia prolongada y confieren un amplio nivel de resistencia a
estos medicamentos.

El término "TAMs" (mutaciones andalogas de la imidita) es relativamente nuevo. TAMs incluye las
mutaciones M41L, D67N, K70R, L210W, T215Y y K219Q las cuales fueron inicialmente
observadas en terapia con ZDV (17) Ahora se sabe que estas mutaciones también pueden
presentarse para d4T (18) Tres o mas TAMs se asocian con una reduccién importante en la
sensibilidad a d4T El término "NAMs" (mutaciones analogas de los nucleosidos) estambren usado
como los TAMs, puesto que estas mutaciones estan asociadas con resistencia cruzada a todos los
otros analogos nucleosidos con excepcion del 3TC. Los detalles de todas las posibles resistencias
para este grupo de medicamentos, se pueden ver en la tabla 2.
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Mutaciones en la TR, seleccionadas por los ITRN (modificado deANRS - AC 11 Groupe Resistance, Sept. 2002, http-f
hiv.netlink.php?id=138, Drug Resistance Mutations Group of the International AIDS Society-USA 2001). Los nimeros
repregentan las posicionas de las mutaclones en la secuencia de la enzima, las letras los aminodcidos gue camblan (el de
la lzquierda el viejo, el{os) de la derecha al{os) nueve(s))

ITRN Mutations

Fidowudina T215 ¥/F (esp. con otros TAMs*)
3 de las siguientas mutaciones: MA1L, DETN,
KTOR, L210W, K2190VE
O151M (esp. con AB2VIFTILF116Y)
T 68 55X (inscrcion)**

Stavudina VISMSIAT
T215Y/F (usualmants an combinacidn con orosTAMSs")
3 TaMs*
Q151M (esp. con AB2VIFTTLF116Y)
T G9 35X (insercidn)**

Ahacawir 5 de las siguientes mutaciones M41L, DETM
L74V, M184V, L210W T215Y/F
M184AYEL T4V /- 115F +/-KBOR
Q151M (asp. con AB2VIFTTL/F116Y)
T 69 S5X (insercion)®*

Lammudina M1B4V/IT 69 55X (ingsercidn)®*

Didanosina L74v
T215%/F 7 3 de las siguienies mulaciones
M41L, DETN, KTOR, L210W, K2180/E
C151M (asp. with AE2VIFTFTLF116Y)
I 68 55X (insercion)**
KEGH [resistencia parcial)
M184V [resistancia parcial)

Falcitabina TEAING
L7av
Q151M (esp. con ABZVIFTTLF118Y)
T 69 SSX (ingercion)**
KB5H (resistencia parcial)
M184V (rosistencia parcial Mulaciones en la TR,
selacoionadas por los ITRNN parcial)

Tenoiovir OF T 69 SSX (nsercion)
3 TAMs with M41L or L210W
KE5R (resistencia parcial)

“TAME = mulacionas andlogas oe la Mmigina
** TE9 55X en combinacidn con T215Y/F y olras TAM: progucen a un alto grado de regislencia & fodos los ITAN y al lanofowirr

Resistencia a los inhibidores de transcriptasa reversa no nucleosidos (ITRNN)

Una Unica mutacién puede conferir un alto grado de resistencia a uno o varios de los ITRNN. La
mutacion K103N que es relativamente frecuente puede disminuir 20 a 30 veces la
susceptibilidad a todos los ITRNN disponibles (19), por lo tanto la presencia de esta mutacion
desaconsejaria el uso de todos ellos.

La presencia de la mutaciéon V106A llega a incrementar 30 veces la resistencia a nevirapina
(MVP) y en menor medida al efavirenz (EFV). Las mutaciones A98G, K101E y V108 producen un
bajo grado de resistencia a todos los ITRNN. La resistencia intermedia a EFV y delavirdina (DLV)
y de bajo grado a NVP resulta de la mutacién L1011. La mutacion Y181C/l causa un incremento
de 30 veces resistencia a NVP y Unicamente una respuesta temporal a EFV La mulacion G190A
esta asociada con alto grado de resistencia a la NVP y una resistencia Intermedia a EFV y DLV.
Las mutaciones G190S y Y188C/L/H son mutaciones que producen alto grado de resistencia a
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NVP y EFV (20,21). En la tabla 3 se puede observar la variedad de mutaciones que se presentan
con este grupo de medicamentos.
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Mutaciones en la TR, seleccionadas por los ITRNN
(modificado de ANRS - AC 11 Groupe Resistance, Sept.
2002, http://hiv.net/link.php?id=138 y Drug Resistance
Mutations Group of the International AIDS Society-USA
2001). Los niumeros representan las posiciones de las

mutaciones la secuencia de la enzima, las letras los

aminoacidos que cambian (el de la izquierda el viejo, el(os)
de la derecha el(os) nuevo(s)).

ITRNN Mutaciones

Efavirens L100I
K101E

K103N
Y181C
Y188L
G190S/A
P225H
M230L

Nevirapina A98G
L100I
K101E
K103N
V106A
Y181C/
Y188C/H
G190A/S
M230L

Delavirdine ASBG
L100I

K101E
K103N,T
V106A
¥181C
Y188C/L
M230L
P236L
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Resistencia a los inhibidores de proteasa (IP)

Se han detectado 42 mutaciones entre primarias y secundarias en 27 codones que se asocian a
resistencia a los IP. Aunque la resistencia primaria es especifica para cada uno de los IP, la
acumulacion de las secundarias tiende a generar resistencias cruzadas (22). La proteasa del VIH
presenta un gran polimorfismo, por lo que la interpretaciéon de las mutaciones en el gen de esta
enzima es un gran reto debido a la diversidad de secuencias observadas en pacientes tratados
por primera vez. EL detalle se puede observar en la tabla 4.

Mutacionas én la praleasa selecelonadas por log IP [modificado de ANRS - AC 11 Groupe Resistance, Sept. 2002 hitpy
hiv.netlink.php?id=138 y Drug Resistance Mutations Group of the International AIDS Society-USA 2001)Los numeros
reprasentan posiciones de las mutaciones en la secuencia de la enzima, las letras los aminodcidos que cambian (el de la
igql,ligrl;[il @l '\-'[I!if’:-, el{los) de la derscha el{los) numm[sp:l

Inhibidores de proteasa (IP) Mutacionas primarias Otras mutaciones asociadas con resistencia®
relevantes®

ricdinavir MA&LL VEZAFST W21, FS3L, 154V, L9OM
L4V
Saguinawr G448 FS3EL, 154V, VERATS
L84V
LSO
Malfinavir D30N MABLL, G4B8Y, FRIL, IS4V, VB2AF/ST
LB4aV
NEssD
LBOM
Fstonawin VAZAFIS V321, MABLL, 150V, FSIL, I54WI/L, LO0M
LBav
Armpprenavir 150V (asp. con L10EL W3z, MAsUL, 147y, 154LMN
NHEB 14TV VEZAFTAS, IB4Y, L90OM
Lopirsavir 6-8 de las sigusenias
mulaciones:
L10FARN,
K20M/R, L24
MABLL, 150
FS3L, 154070,
LE3IP, AT LA,
VAEZAJFIT, 1BV,
LSk
Arazanavir I50L - recuantamente 184V, NBBS
Datas praliminanss en combinacién con AT1Y
Tigranavin 3 de las siguientas mulacionas:
Datos praliminangs L33lFrv, VazT
184V, LOONS

* Mutacionas sacundarias an las posicionas 10, 20, 36, 63, 7
incremantar resistencia an prosoncia do mutacionss pnmarnas

77y 93, las cuales se encuentran fuera del sitio activo, pueden

- El desarrollo de alto nivel de resistencia a indinavir y ritonavir requiere acumulacion de
multiples mutaciones. La primera mutacion que usualmente se detecta y que se presenta para
ambos medicamentos es la substitucién de valina (V) en el codon 82 por alanlna, treonina o
fenllalanina (V82A/T/F). La resistencia al saqulnavir en sus dos presentaciones (capsulas duras
y blandas) se asocia con mutaciones G48V y L90M en la proteasa del VIH-1, donde parece que
la primera que emerge es la ultima. Adicionalmente en pacientes en quienes falla la terapia con
saquinavir aparecen numerosas mutaciones. La resistencia a nelfinavir resulta en la seleccion
de una Unica mutacioén en el codon 30, la cual es especifica para este medicamento;
tratamientos continuos con nelfinavir conducen a acumulaciones de mutaciones que son
comunes a otros IP. Amprenavir selecciona mutaciones en el codon 50, Unicas para este
medicamento.

Pruebas de resistencia a los antirretrovirales

Hasta hace poco tiempo, la Unica forma de diagnosticar resistencia a los medicamentos

8 de 15 5/25/2011 7:37 PM



Infectio - <b>Pruebas de resistencia a los antirretrovirales. Conceptos ba... http://www.scielo.unal.edu.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0123...

antirretrovirales era el seguimiento frecuente de la carga viral, el conteo de células CD4 y la
evolucion clinica. Un deterioro en cualquiera de estos parametros en un paciente sometido a
terapia antiviral es sugestivo de la aparicidon de resistencia, pero también puede significar falta
de adherencia al tratamiento o disminucién de los niveles sanguineos de los farmacos por
cualquier otra causa. Otra limitacion de este sistema de deteccidon de resistencia es que no
permite diferenciar a cual o cuales de los varios medicamentos se ha presentado la resistencia.

Hoy en dia la resistencia del VIH a los medicamentos puede detectarse por una variedad de
meétodos los cuales evaltan el fenotipo o el genotipo del virus infectante. Las pruebas
genotipicas detectan mutaciones especificas en regiones bien definidas de la secuencia de
nucleoétidos dentro de los genes de la TR y la proteasa de las cuales se sabe que confieren
resistencia a los medicamentos antirretrovirales. Las fenotipicas determinan la cantidad de
medicamento necesario para inhibir la replicaciéon del VIH in Vitro. (1, 15, ,23)

Ambas pruebas, genotipicas y fenotipicas, detectan Unicamente las variantes predominantes en
la poblacién de virus circulantes. Mulantes que se encuentren presentes en menos del 30%
dentro de la poblacién viral de un individuo, son menos probables o imposibles de detectar,
siendo esta la mayor limitante actual de las pruebas de resistencia. Ellas son un complemento
mas que un sustituto de la apreciacién clinica, la carga viral y el conloo de células CD4.

Aunque no es motivo de esta corta revision hacer una detallada explicacién de todas las pruebas
de resistencia que existen actualmente, si se mencionara el fundamento de las mas comunes y
disponibles comercialmenle.

Pruebas fenotipicas

Las pruebas de fenotipificacion directamente miden la cantidad de medicamento que se requiere
para inhibir o suprimir la replicacién del virus in vitro. Las diferentes pruebas de tenotipiticacion
que existen, difieren en la forma de preparar el virus, el tipo de cultivo celular usado (linea
celular), y el significado del crecimiento viral. En estas pruebas la sensibilidad de la cepa al
farmaco se expresa como la concentraciéon Inhibitoria del 50% o del 90% (CI™ 0 Ogg) Yy son
analogas a las pruebas de concentracion inhibitoria minima usadas para detectar resistencia a
los antibidticos Sin embargo, estos métodos en su forma clasica (figura 1) estan plagados de
multiplos dificultades originadas en la distinta capacidad de crecimiento de las cepas de VIH en
diferentes tipos de cultivo celular. Por tal razén en los métodos de fenotipificaciéon usados
actualmente se genera un virus recombinante introduciendo el gen de la TR y o de la proteasa
obtenido del virus circulante en el paciente dentro de una cepa de VIH de crecimiento conocido.
Estas pruebas, aunque complejas en su naturaleza, se han estandarizado a un nivel en el cual
se pueden realizar en laboratorios de mediana complejidad. PhenoSense HIV assaya y
Antivirograma son dos marcas comercialmente obtenibles de este tipo de pruebas cuyo
fundamento se observa en la figura 2, No obstante su estandarizacién siguen siendo un método
dificil que toma de dos a tres semanas para producir un resultado.
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ENSAYOQ DE SENSIBILIDAD ESTANDAR
Concentracion Inhibitoria 50 (IC.,)

Cultivo Masivo del Virus i’% : Ty
FageiR Nk, |

6 Titulacion del Virus

Prueba de Sensibilidad 7 {} .

T o —
T ——— —— - —
e —— — —— i —— —

Farmaco B | Farmaco C

Concentracion creciente del farmaco
Com aulorizacién de Francises Javier Diaz C. MD

ENSAYO FENOTIPICO RECOMBINANTE

Principio
Plasma P
genes
RNA-VIH cDNA PR-RT
| Extraceion T. Reversa PCR
VIH recombinante NPT
¢ Infeccioso ,,:*’
DMr-nm'nacion 1 ]
de IC 44 HJ o ———
] Expresidn
x en células DNA-VIH
4 J recombinante
Caim gz st o Francmco Javker Dewe C. VD

Pruebas genotipicas
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Las pruebas de genotipificacion generalmente emplean dos pasos para el procedimientito: 1.
Amplificacién por reaccidn en cadena de la polimerasa (RCP) de los genes de la TR y la proteasa
y 2. Deteccién de mutaciones en dichas secuencias. La metodologia de deteccién de mutaciones
diferencia las tres formas mas comunes de ensayos de genotipificaciéon actualmente disponibles:
hibridizacion reversa, tecnologia de "chips" y secuenciaciéon directa. Existen pruebas comerciales
disponibles para cada una de los métodos anteriores que se describen a continuacion.

SECUENCIACION POR HIBRIDACION
(GeneChip ) Principio :

Plasma genes
™ RNA-VIH cDNA P-RT

.- e

= T — ——

= e c—— -

T. Reversa FCRE

| Extraccién

Chip con Transcripcion con |}

sondas RNA RMNA marcados y
Fragmentado

li=E= — ) — =2
-,i_., ’ Hibridacién . Fraomentacién

RNA marcado

o e g, b i Pie vt Jisviid  BAF & BB

1, El ensayo llamado "prueba de sondas en linea" (Line-Probe Assay), conocido comercialmente
como LiPA HIV-RT® se basa en hibridizacién reversa de fragmentos de RCP biotinilado, derivado
de partes relevantes del genoma del VIH-1, con sondas cortas de oligonucledtidos inmovilizados
como bandas paralelas en tirillas de membranas. Estas sondas de oligonucleétidos inmovilizadas
contienen cambios Unicos en las bases de los genes de la TR y la proteasa del VIH-1 que se sabe
que confieren resistencia fenotipica a medicamentos antirretrovirales especificos. La cantidad de
mutaciones que se pueden detectar por esta es limitada al nimero de sondas (bandas) en las
tirillas (15,23).

2. El sistema VIH GeneChip" también se basa en hibridacion de las secuencias del paciente con
una serie de sondas impresas en una lamina de silicona de oro para la genotipificacion, puesto
que identifica no s6lo mutaciones puntuales, sino también delecciones e inserciones. El
fundamento de esta técnica se puede observar en la figura 4.(15,23)
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Existen estuches comerciales para secuenciacion como el sistema TrueGene"1l OpenGene™ que
permiten realizar la prueba en forma automatizada (24). Esta prueba ya esta aprobada por la
agencia de medicamentos de los Estados Unidos (FDA) y es la Unica que se encuentra disponible
hoy en dia en Colombia

Condiciones para tomar la muestra de sangre para pruebas de genotipificacion

Se debe usar un tubo con EDTA o citrato acido-dextrosa (ACD) como anticoagulantes. La sangre
debe ser centrifugada y el plasma se debe separar y congelar en las primeras seis horas de
tomada la muestra. El paciente debe estar en ayunas y tener mas de 1000 copias/ml_ en la
prueba de carga viral. Se recomienda transportar esta muestra siguiendo las precauciones
estandar Para largas distancias se debe utilizar hielo seco. (15)

Recomendaciones para el uso de pruebas de resistencia a los arrtirretrovirales

Las pruebas de resistencia se recomiendan como una guia para la eleccién de un nuevo
esquema para pacientes en quienes el tratamiento ha fallado y optimizar el niUmero de
medicamentos activos en el nuevo esquema. Las pruebas de resistencia deben ordenarse
idealmente cuando el efecto selectivo del medicamento esta aln presente, para minimizar el
chance de error en poblaciones minoritarias que se pudieran expresar como dominantes. Las
pruebas de resistencia también se recomiendan en mujeres en embarazo infectadas con VIH-1
para optimizar el tratamiento materno y la profilaxis del neonato (16).

El panel de expertos recomienda que las pruebas de resistencia se deben considerar en
pacientes no expuestos a medicamentos quienes tienen Infeccién documentada, lo que
permitiria la deteccion de transmision de cepas resistentes. Los resultados de estas pruebas en
esta situacion en especial son dificiles de interpretar, puesto que las sepas resistentes adquiridas
inicialmente puede ser poblacién minoritaria después de afios de replicacién viral sin el efecto
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selectivo de los medicamentos (3,16). Las pruebas de resistencia tienen mas peso en pacientes
con infeccién aguda por VIH-1 para detectar transmision de virus resistentes a los
medicamentos para poder modificar la terapia y de esta forma optimizarla respuesta virolégica y
la respuesta inmune en ellos (3,16) tabla 5 . Es importante no retardar el inicio de la terapia
esperando los resultados de las pruebas de resistencia.

Recomendaciones para solicitar pruebas de resistencia a los medicamentos antirretrovirales. (Toemado de referencia 3)

Recomendacion clinica

Recomendacion indicada
Falla viroldgica duranta TAAE

Supresion suboplima de la canga viral

después de iniciar la lerapia antirretroviral

Considerar preeba de resistencia

paciente con infeccion aguda

Prueba no recomeandada

&n inleccidn cronica antes de iniciar la lerapia

Después da dascontinuar los madicamantas

Faciantes con manos da 1000 copiasimil

Referencias

Utilidad

Datermana la resslencia a los madicamantos lalidos
mavarmiza el ndmero de medicamentos activos

2N &l nuavo esqueama

Determinar @l papel de resistencia y maximizar al

mumero de medicamentos activos en el nuevo esquema

Determina si 5@ transmilid un vinus resistente y cambiar

&l esquema propuasto

Incwerta ka pravalencia de virus resistenta, las proabas
acluales puaden no deleciar especies menoras
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Las mutaconas da resisiancia a los medicamantos
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