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La diversidad genética del virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) constituye un reto para su identificacion y
caracterizacion microbiolégica. A la continua aparicion de
nuevas variantes se une la diseminacion global de tipos,
subtipos y formas recombinantes, lo que obliga a conocer
la fiabilidad de las pruebas diagnosticas empleadas para
reconocer dichas cepas. En esta revision se analizan los
problemas que actualmente plantean los métodos de
cribado, diagnéstico y monitorizacion de las variantes
genéticas distintas del VIH-1 subtipo B. También se
examina el rendimiento de algunos algoritmos
diagnosticos de introduccion mas reciente, como los
propuestos para caracterizar el tropismo viral. Mientras
que el comportamiento de las pruebas seroldgicas y de
acidos nucleicos es excelente para la mayoria de las cepas
del VIH, exceptuando las genéticamente mas separadas
(VIH-1 grupos O, N y VIH-2), el de las herramientas
bioinformaticas es mas pobre, y principalmente es fiable
para el subtipo B del VIH-1. En conclusion, la continua
diversidad genética del VIH obliga a estar atento al
rendimiento de las pruebas de cribado y es un estimulo
constante para el desarrollo de técnicas moleculares que
aseguren la deteccion de todas las infecciones por VIH. La
incorporacion de los resultados de estudios in vitro y
clinicos sobre las variantes distintas del VIH-1 subtipo B
permitira una mejora de las plataformas bioinformaticas.

Palabras clave: VIH-1 subtipos no B. VIH-2. Diagndstico
sexoldgico. Carga viral.

Diagnosis of HIV-1 non-B subtypes and HIV-2

The high genetic diversity of human immunodeficiency
virus (HIV) poses a significant challenge to the diagnosis
and microbiological characterization of HIV infection.
Because of the continual emergence of new variants and
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the global spread of HIV groups, subtypes and
recombinant forms, accurate diagnostic tools are of prime
importance.

The present review analyzes the problems posed by HIV
assays for antibody screening, nucleic acid testing and
patient monitoring in HIV-1 non-B subtypes, as well as the
utility of some recently introduced genetic algorithms,
such as those proposed for the characterization of viral
tropism. Overall, the reliability of serological and
molecular tests for HIV-1 strains is high, except for the
more genetically diverse HIV variants (HIV-1 group O, N,
and HIV-2). In contrast, genetic algorithms show
acceptable accuracy for HIV-1 subtype B, but are less
accurate for non-B subtypes.

In conclusion, the ongoing evolution of HIV requires
constant monitoring of the performance of screening tests
and provides a stimulus to the development of molecular
assays to detect all spreading and emerging HIV variants.
The availability of both in vitro and clinical data from
studies of HIV-1 non-B subtypes will improve the
performance of bioinformatics tools.

Key words: HIV-1 non-B subtypes. HIV-2. Serological
diagnosis. Viral load.

Introduccion

La variabilidad genética del virus de la inmunodefi-
ciencia humana (VIH) constituye un desafio para el de-
sarrollo de métodos fiables que permitan realizar correc-
tos cribado, identificacién y monitorizacién de la infec-
cién viral. Este hecho es especialmente relevante por la
introduccién de multiples variantes del VIH como conse-
cuencia de la inmigracién o los viajes internacionales.
Frente a estos virus divergentes, el rendimiento de las
pruebas diagnésticas puede ser inferior!. En la actuali-
dad, mas del 20% de las nuevas infecciones por VIH en
nuestro pais y gran parte de Europa se debe a cepas dis-
tintas del VIH-1 subtipo B, que es el predominante en el
mundo occidental?®. Este nuevo panorama epidemiolégico
ha incrementado el interés por estas variantes en aspec-
tos tales como su correcta deteccion', tasa de progresion
y respuesta al tratamiento antirretroviral®. Reciente-
mente, esta misma revista ha publicado una excelente ac-
tualizacién del diagnéstico de la infeccién por el VIH® La
presente revisién tiene como objeto complementarla, cen-
trandose en los problemas que plantean la identificacién
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y caracterizaciéon de las variantes genéticas menos estu-
diadas del VIH.

Clasificacion

El VIH es un retrovirus perteneciente al género Lenti-
virus. Se clasifica en 2 tipos: el VIH-1 y el VIH-2, que
comparten una identidad genética del 40-50%. E1 VIH-1
es el responsable mayoritario de la pandemia mundial y
de casi todos los casos de sida; en cambio el VIH-2 es me-
nos patégeno y se encuentra confinado principalmente en
zonas de Africa occidental.

Las cepas del VIH-1 se han asignado a 3 grupos: el
grupo M (main o principal), el grupo O (outlier), y el gru-
po N (no M, no O), cada uno de los cuales proviene de di-
ferentes saltos interespecie entre primates y humanos.
E1 VIH-1 grupo M es el causante de la actual pandemia,
y esta dividido en 9 subtipos (A-D, F-H, J, K) y éstos, a
su vez, en subsubtipos. E1 VIH-1 grupo O es endémico en
Camerun, donde representa el 1-6% de los casos de in-
feccién por VIH-1, mientras que en Europa y Estados
Unidos se ha descrito esporadicamente. El VIH-1 grupo
N es muy infrecuente, con menos de una docena de casos
comunicados, todos ellos en sujetos procedentes de Ca-
meruan.

El subtipo B, dentro del grupo M del VIH-1, es el més
frecuente en Europa y América, y el mejor estudiado. Sin
embargo, la mayoria de casos de infecciéon por VIH-1 en el
mundo se originan por el resto de subtipos, llamados ge-
néricamente “no B”, y cuya prevalencia ademés va en au-
mento en los paises desarrollados. Por su parte, el VIH-2
consta de 8 genotipos (A-H), cada uno procedente de dife-
rentes saltos interespecie entre su hospedador natural (el
mono “sooty mangabey”) y el ser humano. Tan sélo los ge-
notipos A y B tienen importancia epidemiolégica, siendo
el genotipo A el més frecuente.

La anterior clasificacion del VIH ha aumentado en
complejidad debido a la frecuente recombinacion genéti-
ca. Dentro del VIH-1 grupo M se han descrito cepas re-
combinantes entre los 9 subtipos, denominadas formas
recombinantes circulantes (CRF) o formas recombinantes
unicas (URF). Las CRF se forman por fragmentos gené-
micos de distintos subtipos y se caracterizan por tener
puntos de recombinacién comunes y conocidos, asi como
por haber sido reconocidas en mas de 3 individuos no re-
lacionados epidemiolégicamente. Las URF se han encon-
trado en individuos aislados o en grupos de personas in-
fectadas relacionadas epidemiolégicamente, y no compar-
ten los puntos de recombinacién intersubtipo con las CRF
conocidas. Hasta el momento se han descrito 37 CRF y su
numero va en continuo aumento. Las CRF se designan
por orden cronoldgico y por los subtipos genéticos que las
han originado.

Este fenémeno de recombinacion también se ha descri-
to recientemente entre cepas VIH-2 de los genotipos A y
B, Estudios in vitro incluso han demostrado que es posi-
ble la formacién de recombinantes entre el VIH-1 y el
VIH-2%. Teniendo en cuenta que a veces es necesario uti-
lizar pruebas especificas para el diagnéstico de ciertas
variantes, esta dindmica genética puede tener repercu-
siones en el rendimiento de las pruebas diagnésticas ac-
tualmente disponibles.

Pruebas diagndsticas

Determinaciones serolégicas

El diagnéstico de la infeccién por VIH se basa funda-
mentalmente en la deteccién de anticuerpos. Para ello, se
utilizan pruebas de cribado y, posteriormente, las mues-
tras reactivas se confirman mediante técnicas mas espe-
cificas, las mas utilizadas son el Western-blot (WB) y el
immunoblot*.

El enzimoinmunoanalisis (EIA) es la técnica més fre-
cuentemente empleada como prueba de cribado. La ma-
yoria de los EIA de tercera generacion lleva incorporado
proteinas recombinantes o péptidos sintéticos de la regién
de la envuelta del VIH-1, incluyendo el grupo O, asi como
del VIH-2. Este céctel antigénico proporciona una elevada
sensibilidad para la deteccién de los 2 virus y sus distin-
tas variantes genéticas, incluyendo el VIH-1 grupo N y las
formas recombinantes. En los tltimos afios se han intro-
ducido los EIA de cuarta generacion, algunos de ellos con
la utilizacion de sustratos fluorescentes (pruebas ELFA,
enzyme-linked fluorescent assay). Los EIA de cuarta gene-
racién se caracterizan por la inclusién de anticuerpos
frente al antigeno p24 en la fase sélida del ensayo, con ob-
jeto de reducir el periodo ventana. En general, la sensibi-
lidad de las pruebas de ultima generacién para el diag-
néstico de distintas variantes del VIH es excelente™!!. No
obstante, se han comunicado aumentos en el umbral de
deteccion que afectan tanto a la determinacion del anti-
geno p24 como a los anticuerpos. Con respecto a la an-
tigenemia, la pérdida de sensibilidad compromete funda-
mentalmente a las cepas del VIH-1 grupo O7%. Se sabe
que los anticuerpos monoclonales usados para la captura
del antigeno p24 pueden no detectar ciertas variantes, lo
cual es especialmente trascendente para algunas cepas
del grupo O por su divergencia genética'?. Con mucha me-
nos frecuencia se ha descrito disminucién del nivel de de-
teccién de antigenemia en algunos EIA para los subtipos
A, By C del VIH-1, asi como para el VIH-27.

La deteccién de anticuerpos con los EIA de cuarta ge-
neracioén es 6ptima para todas las variantes del VIH-17-11,
Tan sé6lo se ha observado una menor sensibilidad frente a
los anticuerpos de algunas cepas del grupo O y del VIH-
27. La ausencia total de deteccién de anticuerpos en indi-
viduos infectados por el VIH no parece que se deba a la
infeccion por variantes genéticas poco usuales, sino a fac-
tores relacionados con la incapacidad del huésped para
generar una respuesta humoral especifica'®. De manera
anecdoética, se ha comunicado una ausencia en la res-
puesta de anticuerpos en individuos infectados por subti-
pos VIH-1 grupos C, F y O, si bien no fue generalizada y
los pacientes mostraban reactividad serolégica al em-
plear otros EIA,

Entre las pruebas de cribado, en los dltimos afios han
adquirido una gran popularidad los denominados tests ra-
pidos. Muchas de ellas incorporan en su fase sélida exclu-
sivamente péptidos sintéticos que representan la regién
inmunodominante (RID) de la proteina transmembrana
de la envuelta: gp41 en el caso del VIH-1 y gp36 en el del
VIH-2. El 99% de los sujetos infectados por VIH produce
anticuerpos frente a estas proteinas. La RID de gp41 com-
prende 3 dominios: el epitopo de la respuesta de los linfo-
citos T citotéxica, el bucle de cisteinas y una regién ecto-
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dominante. De estos 3 dominios, el bucle de cisteinas con-
formado por un puente disulfuro entre ellas (aminoacidos
607 a 613: CSGKLIC) representa el fragmento mas inmu-
nogénico. Se trata de una regién muy conservada y es la
que suele incluirse en los ensayos con péptidos sintéticos.
La eliminacién de este bucle por la mutacién de una cis-
teina suprime la unién de anticuerpos, lo que sugiere que
esta estructura tridimensional es imprescindible para su
reconocimiento!4. Otras mutaciones dentro de esta estruc-
tura también afectan a la reactividad humoral, por lo que
polimorfismos en esta zona pueden llevar consigo una
merma de sensibilidad en la deteccién de anticuerpos. En
concreto, un polimorfismo en la posicién 611, con un cam-
bio de una lisina por una histidina, puede producir una
ausencia de reactividad serological®. Este cambio aparece
principalmente en el VIH-1 subtipo D, en el que ocasio-
nalmente se han descrito estos falsos negativos!®'7. Sin
embargo, dicho polimorfismo puede aparecer en menor
medida en el resto de subtipos y producir un diagnéstico
erréneo. Es de resefiar que esta ausencia de reactividad
parece afectar fundamentalmente a las pruebas que sélo
incluyen los péptidos sintéticos de la regién del bucle;
cuando el ensayo incluye péptidos més largos, que cubren
las otras regiones inmunodominantes del virus, este pro-
blema desaparece!®1.

Las pruebas de confirmacién maés utilizadas son el WB
y el immunoblot. No obstante, dada la diversidad genéti-
ca, el WB del VIH-1 no sirve para diagnosticar los grupos
O y N, que producen en general patrones indetermina-
dos. En estos casos hay que recurrir a métodos genético.
El immunoblot, al basarse en la deteccién de anticuerpos
mediante péptidos sintéticos, puede plantear los mismos
problemas que hemos comentado con los tests rapidos
cuando incluyen sélo la RID transmembrana.

Los resultados serolégicos que nos pueden hacer sospe-
char la infeccion por variantes poco habituales del VIH
son la presencia de una reactividad alta en una prueba de
EIA o ELFA, junto con un WB para VIH-1 indetermina-
do, o un immunoblot indeterminado o negativo. Los datos
epidemiolégicos como la procedencia africana (grupos O,
N y VIH-2) o de Portugal, Brasil o India (VIH-2) nos pue-
den orientar hacia un diagnéstico correcto.

Determinaciones de acidos nucleicos

Carga viral

Los estudios realizados parecen confirmar que las téc-
nicas de carga viral de dltima generacién, basadas la ma-
yoria de ellas en PCR a tiempo real, detectan todos los
subtipos del VIH-1 grupo M. Las diferencias maés signifi-
cativas se encuentran al analizar la respuesta frente a
variantes del grupo O y VIH-2. Entre las diversas plata-
formas que han estudiado dichas variantes, el ensayo
Versant® HIV-1 RNA v3.0 (Siemens) permite detectar el
grupo O, aunque no en todos los casos. Con el método Nu-
cliSens® EasyQ HIV-1 v1.1 (bioMérieux), la deteccién de
cepas del grupo O es mayor?® y presenta, como ventaja
adicional, una elevada fiabilidad para la cuantificacion
del subtipo A del VIH-22!, virus para el que no hay nin-
guna técnica comercializada de carga viral hasta el mo-
mento. Por dltimo, el ensayo real time HIV-1 desarrolla-
do por Abbott es el que tiene una mejor rentabilidad pa-
ra cuantificar virus de los grupos O y N2,
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Pruebas genotipicas de resistencia

Hay diversos ensayos genotipicos con objeto de identifi-
car las mutaciones de resistencia en los genes de la trans-
criptasa inversa y proteasa. Se basan en la secuenciacién
genética o en el empleo de hibridacién con sondas en tiras
de nitrocelulosa para identificar mutaciones especificas.
Entre los métodos de secuenciacion, los comerciales mas
utilizados son TRUGENE® HIV-1 Genotyping Test (Sie-
mens) y ViroSeq® HIV Genotyping System (Abbott), mien-
tras que para la identificacién por hibridacién el més em-
pleado es Versant® HIV-1 Resistance Assay (LiPA, Sie-
mens). Todos estos ensayos usan cebadores disenados
para la amplificacién de subtipos B del VIH-1, por lo que
la presencia de polimorfismos en subtipos no B podria aca-
rrear un menor rendimiento. Esto es especialmente rele-
vante en los ensayos de hibridacién?. Ademas, este tipo de
metodologia tiene la limitacién afiadida de que no permi-
te analizar el papel de los polimorfismos en los subtipos no
B en posiciones distintas de las incluidas en dichas prue-
bas. Los tests que se basan en la secuenciacién permiten
superar este inconveniente. En el caso de ViroSeq®, el ren-
dimiento es 6ptimo para subtipos no B y recombinantes®.
Con TRUGENES, la rentabilidad para estas variantes es
excelente, si bien obliga a la realizacion de més de una de-
terminacién con diferentes parejas de cebadores®.

Diagnéstico de las coinfecciones

Un problema de dificil solucién es el diagnéstico de las
coinfecciones entre virus del grupo M y variantes maés
alejadas genéticamente (grupo O, N y VIH-2). Esto tiene
especial interés en el caso del grupo O y el VIH-2, ya que
son intrinsecamente resistentes a los no analogos de nu-
cleésidos y es necesario identificar la coinfeccién, a fin de
establecer el tratamiento apropiado. La deteccién de coin-
fecciones por VIH-1 grupo M y grupos O/N es complicada.
Unicamente el empleo de EIA especificos frente a los gru-
pos O y N, no disponibles comercialmente, podria permi-
tir su identificacién!. No obstante, los antecedentes epi-
demioldgicos y la respuesta a la terapia pueden orientar
el diagnéstico de la coinfeccién sobre todo si no se produ-
ce una mejoria en la cifra de linfocitos CD4 en un pa-
ciente con infeccién por VIH-1, en el que la carga viral
permanece indetectable (p. ej. falsa negatividad por tra-
tarse del grupo O que ha desarrollado resistencias).

Mas féacil es el diagnéstico de la coinfeccién por VIH-1
grupo M y VIH-2. Actualmente hay WB de VIH-1 que in-
corporan un péptido sintético para VIH-2, y cuya reacti-
vidad permite sospechar la coinfeccion. La realizacion de
un WB especifico para VIH-2 es necesaria para llegar al
diagnéstico correcto. Las técnicas confirmatorias de im-
munoblot que incorporan péptidos sintéticos frente al
VIH-1y al VIH-2 también orientan hacia la presencia de
una coinfeccién. En este caso, una dilucién seriada de la
muestra permite descartar, de una forma simple, las
reacciones cruzadas de las verdaderas coinfecciones.

Herramientas diagndsticas bioinformaticas

Resistencias a los antirretrovirales
Se han desarrollado varios algoritmos genéticos que
permiten realizar una interpretacion de la sensibilidad a
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los antirretrrovirales a partir de las mutaciones encon-
tradas en una secuencia, sin tener que acudir a los en-
sayos fenotipicos. Todos ellos estdn construidos sobre la
base de la informacién clinica y de laboratorio disponi-
ble, principalmente para el VIH-1 subtipo B. Hasta aho-
ra, ninguno de estos sistemas incluye reglas de inter-
pretacion segun la variante genética. Sin embargo, al-
gunos subtipos no B pueden desarrollar mutaciones
especificas, distintas de las de las cepas B, bajo un mis-
mo régimen terapéutico?®?’. En un estudio reciente, em-
pleando varios de estos algoritmos de interpretacion de
resistencias, se han observado discrepancias con distin-
tos patrones de mutaciones segin el subtipo del VIH-1
analizado?®. Todo lo anterior indica la necesidad de es-
tudios clinicos e in vitro que permitan conocer el alcan-
ce real de determinados patrones de mutaciones de re-
sistencia en los diferentes subtipos del VIH-1. Mientras
tanto, los resultados de resistencia de las herramientas
bioinformaéaticas deben tomarse con precaucion para los
subtipos no B.

Subtipificacion

Las pruebas de resistencia genotipicas han producido
un incremento exponencial en el nimero de secuencias
disponibles del VIH-1. Esto ha llevado al desarrollo de
herramientas bioinformaticas destinadas a genotipificar
estos virus con objeto de conocer la diversidad de la cepas
circulantes, asi como la posible aparicién de nuevas va-
riantes. Las plataformas mas utilizadas en la actualidad
para la subtipificacion réapida de las cepas del VIH-1 son
las desarrolladas por la Universidad de Stanford (http://
hivdb.stanford.edu/), los NIH americanos (http:/www.
ncbi.nlm.gov/projects/genotyping/formpage) y el Instituto
REGA de la Universidad de Lovaina (http:/www.bioafri-
ca.net/ sutypepool/html/).

Los estudios realizados hasta la fecha han mostrado
que estos métodos proporcionan resultados muy fiables
para la identificacién de los subtipos B, C y H del VIH-1.
Sin embargo, estos programas presentan un rendimiento
menor para el resto de subtipos y recombinantes?3°. Es-
tos datos no vienen sino a corroborar la alta capacidad
del VIH-1 para generar variantes que desafian cualquier
intento de implantar sistemas de clasificacion rigidos.
Por tanto, ante la duda, siempre es aconsejable acudir al
andlisis filogenético, a ser posible examinando multiples
regiones del genoma viral, para una correcta caracteriza-
cion de la cepa.

Tropismo

La introduccién de los antagonistas del correceptor
CCRS5 para el tratamiento de la infeccion por el VIH-1 ha
incrementado el interés por determinar el tropismo de las
cepas virales. Estos farmacos son activos tnicamente
frente a cepas R5, por lo que debe determinarse el uso del
correceptor antes de su administracién. Para ello, los en-
sayos fenotipicos son los més fiables, pero presentan el
problema de ser laboriosos, caros y requerir laboratorios
especializados. Para superar estos inconvenientes se han
desarrollado programas bioinformaticos que permiten co-
nocer el tropismo a partir de una secuencia problema. Es-
tos predictores genotipicos tienen la limitacion, como el
resto de plataformas bioinformaticas, de tener un disefio
basado fundamentalmente en las caracteristicas genéti-

cas del subtipo B, por lo que la alta diversidad genética
de VIH-1 puede representar un serio obstaculo para su
fiabilidad.

La principal aplicacién de estos algoritmos genéticos en
la clinica es excluir la presencia de cepas X4 y X4/R5 dua-
les tropicas en los pacientes potenciales candidatos para
los antagonistas de CCR5. Hasta ahora, pocos estudios
han evaluado el rendimiento diagnéstico de estos méto-
dos en subtipos no B, comparandolos con cepas del subti-
po B. En uno de ellos se examinaron hasta 8 predictores
genotipicos, y se observé que la concordancia de estos mé-
todos con los ensayos fenotipicos, asi como la sensibilidad
para detectar variantes X4, era més baja en subtipos no
B que en variantes B?!. Por lo tanto, hasta la fecha, estos
programas son relativamente fiables para determinar el
uso del correceptor en subtipos B, pero su rendimiento es
todavia pobre para variantes no B, sobre todo para iden-
tificar cepas X4.

En conclusién, mientras que el rendimiento de las prue-
bas serolégicas y de 4cidos nucleicos es elevado para la
mayoria de las cepas del VIH exceptuando las genética-
mente mds separadas (VIH-1 grupos O, N y VIH-2), el de
las herramientas bioinforméticas es més pobre, siendo
fiable principalmente para el subtipo B del VIH-1. La con-
tinua diversidad genética del virus obliga a estar atento
acerca del rendimiento de las pruebas de cribado actuales
y estimula el desarrollo de técnicas moleculares que ase-
guren la deteccién de todas las infecciones por VIH.
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