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Introduccié de la sequenciacié massiva per fer el test de
resistencies als antiretrovirals del VIH-1 amb el seqienciador
GS Junior

El VIH-1 virus de la immunodeficiencia humana tipus 1 com tots els virus d'ARN
es replica molt rapidament i en la seva replicacio es produeixen copies erronies
donant lloc a mutacions que permet al virus sobreviure als organismes que
parasiten.

El tractament amb farmacs antiretrovirals s'ha dirigit a la reduccié de la carrega
viral plasmatica del VIH-1 per sota dels nivells de deteccio, no obstant aixo, i
malgrat que en la actualitat es disposa de farmacs altament eficagos, un
nombre significatiu de pacients en tractament antiretroviral de gran activitat
(TARGA) poden presenciar fracas terapeutic evidenciat per la carrega viral
detectable en plasma ( fracas virologic), falla immunologica (disminucié o
augment no satisfactori de recompte de cel-lules CD4+) i/o fracas clinic
produint-se una progressio de la infeccio pel VIH definida per l'aparicié de
malalties oportunistes.

Existeixen diferents factors que permeten explicar I'existéncia d'aquest fracas,
per exemple la falta d'adheréncia al tractament, la baixa absorcié d'alguna de
les drogues ( farmacocinetica variable: forma en que el medicament
s'absorbeix, es distribueix, es descompon i s'elimina del cos) i la resistencia a
farmacs antiretrovirals que continua sent un dels factors de fracas terapeutic
d'importancia fonamental en el maneig clinic del pacient infectat per VIH.

En general, s'ha de sospitar la preséncia de resistencia farmacologica quan els
nivells de carrega viral comencen a augmentar (0,5 log), o si es fan detectables
en mesuraments repetits quan préviament eren indetectables.

La sequenciacié és el metode genotipic de referéncia per a comprovar la
presencia de mutacions associades a la resistencia a farmacs antirretrovirals.

Els assajos de sequenciacio comercials més utilitzats son TRUGENEry HIV-1
Genotyping Test de Siemens i ViroSeqru HIV genotyping system de Abbott
Diagnostics.

Tots dos metodes deriven del metode de Sanger segons el qual la
polimeritzaci6 de I'ADN comenca per un encebador (petit oligonucleotid)
complementari d'una part del fragment d'ADN que es vol sequenciar, els
productes de les reaccions de sequenciacid es sotmeten a una electroforesi i
les bandes que s’obtenen (cada una representa una de les bases A G C i T)
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soén llegides pel sequenciador, la sequéncia obtinguda es compara amb la
sequencia de referencia del virus salvatge mitjangant algoritmes informatics
com el de la Universitat d’ Standford (http//hivdb.standford.edu/) o el de la
Societat internacional de la SIDA (http//www.iasusa.org/).

Al servei de Biologia molecular de Catlab hem utilitzat els dos assajos
comercials, actualment i des de febrer del 2011 fem servir TRUGENEmy HIV-1
Genotyping Test, del qual estem molt satisfets, pero0 que malauradament
deixarem d'utilitzar aviat ja que Siemens ha deixat de produir aquests reactius.

Aixi doncs, partir de febrer del 2016 (mitjans/ finals) el servei de Biologia
molecular de Catlab substituira TRUGENEmy, HIV-1 Genotyping Test per una
nova tecnologia, la sequenciaci6 massiva, per fer el test de resistencia als
antiretrovirals.

Encara que aquesta nova tecnologia suposi un repte pel departament, creiem
que val la pena I'esfor¢ ja que ens aportara una série de avantatges respecte a
la técnica utilitzada actualment.

Fins ara, amb els metodes de resistéencies convencionals només es podien
determinar resisténcies en la proteasa (Pro) i la transcriptasa reversa (RT), la
deteccio de resisténcies en la integrasa (INT) s'havia de fer per separat amb un
altre kit suposant un cost addicional.
Amb la seqlienciacié massiva es determinen les resisténcies de les tres regions
de manera integrada i en un sol test.

Una altre avantatja de la sequenciaci6 massiva es que es determina
automaticament el subtipat del virus del VIH-1 una informacié molt apreciada
pels internistes ja que encara que el subtipat predominant sigui el subtipat B, la
prevalenca d'infeccions per VIH-1 no B s'ha incrementat al nostres pais degut a
I'augment de la immigracié provinent d'arees endemiques.

Per dltim i no per aixd menys important es que la seqienciacié massiva permet
la deteccié de mutacions de quasiespecies viriques que representen el 1% de
la poblacié virica, mentre que cap dels métodes genotipics convencionals
assegura la detecci6 de totes les variants o quasiespécies viriques que infecten
a un pacient, sols detecten una variant si representa més del 20 % del total de
la poblacio virica.

El llindar de deteccio de I'1% representa una millora en la caracteritzacié de la
poblacié virica promovent la identificaci6 de mutacions de resistencia
addicionals i permetent aixi millorar les eines de diagnostic genotipic.



Catlab Informa

A part de tot I'exposa't anteriorment, aquesta nova tecnologia ens obre les
portes per poder realitzar en un futur altres proves genetiques associades a
diferents malalties amb aquesta nova eina.
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