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I E———————————————————————————,
METODOS MOLECULARES
DETECCION DE ADN PROVIRAL: DIAGNOSTICO

MOLECULA A DETECTAR: ADN INTEGRADO EN EL GENOMA HUMANO

TIPO DE MUESTRA: SANGRE ENTERA CON EDTA o SECA EN PAPEL

TIPO DE TEST: PCR CUALITATIVA (PCR EN TIEMPO REAL, PCR PUNTO FINAL)

RESULTADQOS POSIBLES: DETECTABLE O NO DETECTABLE

SENSIBILIDAD: INTERMEDIA/ALTA (RECIEN NACIDOS, 30% DE FALSOS NEGATIVOS)
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METODOS MOLECULARES

CUANTIFICACION DE ARN VIRAL (Carga Viral): DIAGNOSTICO Y CONTROL DE TARV

MOLECULA A DETECTAR: ARN VIRAL

TIPO DE MUESTRA: PLASMA CON EDTA

TIPO DE TEST: RT/PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL

RESULTADOS POSIBLES: 20-10.000.000 cop/mL, 1,3 — 7 logs (varia segun plataforma)

SENSIBILIDAD: ALTA

Miclen
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DIAGNOSTICO DE VIH EN ADULTOS

Centros de salud, POC, testeo voluntario Laboratorio Clinico

®

Tiempo
4 h é = Costo

Informacion
: WB
w \ Negativo

MNegativo para
Negativo para
Ac. HIV-1/2
para

Ac VIH-1
Positivo Presuntivo Resultado e Ll S Ac- VIH-1

Al+/A2+

Indetermi- Mo
LELLITEE R | detectable |
muestra y

Detectable

seguimiento

meédico,
Positivo para
Ac. VIH-1 v
Carga viral
A1: TEST RAPIDO, A2: TEST RAPIDO (otra marca, menor A1: ELISA DE 4TA GENERACION, B1: WESTERN BLOT,
sensibilidad) C2: CARGA VIRAL

http://www.msal.gob.ar/images/stories/ryc/graficos/0000001183cnt-2018-01-23_cuadernillo-algoritmo-diagnostico-VIH-2016.pdf



VIH EN PEDIATRICOS (<18 MESES)
(MADRES O PADRES VIH POSITIVOS)

DIAGNOSTICO VIROLOGICO

Diagndstico virolégico:
DNA proviral y/o

RNA plasmatico (EL ANTI-HIV NO SE UTILIZA ANTES DE LOS 18
MESES)
Mifos no Dlagnnstlcu pru rarnadu. B
estudiados al nacer. muestra. hs.
1* muestra o 14—30 dias
CARGA VIRAL

RECOMENDACION PARA LA EVALUACION DE
e, UN RECIEN NACIDO DENTRO DE LAS 48 HS.
‘Repetir . mese: (excepcidn: en tratamiento profilactico se
estudios .

: reemplaza por el ADN proviral)

ooty IMPORTANTE AGOTAR
| Asmitptes SN TODAS LAS ETAPAS DEL

DIAGNOSTICO

"
i

#Hd
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/Seguimiento’,
| serologico |
. 18 meses /

Si la muestra llega antes del mes de vida se sigue el algoritmo de diagndstico programadao,
de lo contrario realizar 2 determinaciones virolagicas (la segunda de los 4-6 meses de vida).




TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL

TARV: combinacion de drogas antirretrovirales

OBJETIVO: SUPRESION DE LA CARGA VIRAL

INHIBIDORES DE LA PROTEASA

INHIBIDORES DE LA
RETROTRANSCRIPTASA
INHIBIDORES DE LA INTEGRASA

ANTAGONISTAS DE CCRS5 (INHIBIDORES

DE ENTRADA

co-receptor
CCRE o CXCR4
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MONITOREO DEL TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL

MONITOREO CON CARGA VIRAL
CADA 6 MESES*

*eventualmente cada 3 meses
(ante un blip o probable falla
viroldgica)

CARGA VIRAL
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TIEMPO

1- RESPUESTA AL TRATAMIENTO

2- CONTROL DE ADHERENCIAY

SUPRESION VIRAL

3- DETECCION DE FALLA VIROLOGICA

.l.l '
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BLIP EN HIV

Plasma HIV RNA (copies/mL)
Steady state viral load before treatment
DEFINICION: Aumento de CV transitoria apenas por 107 S HARET
| 1st phase (1, ~ days) BLIPS
encima del limite de deteccidn /cuantificacion, que s
/ : ol 2nd phase (1, ; ~ V¢ \
vuelve a no detectable en un corto periodo de tiempo 02 Ui ofdeecton
1
10 \k’\\ ,\ A
CAUSAS: '
0.1
> Falta de adherencia n
» Alteraciones del sistema inmune 0.00% e S
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27
Time (months)
» Otras causas desconocidas
CARGA VIRAL CADA 3 MESES PARA EVALUAR SI ES BLIP O FALLA m '

o
AT O
4‘@’ 1AS
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FALLA VIROLOGICA EN HIV

» Carga viral detectable
>1000 cop/ml

» Dos CV consecutivas
mayores a 500 cop/ml

CARGA VIRAL

» No se logra supresion
viroldgica (CV=ND)

TIEMPO
i e (W":L) ore treatment
A S aT >500-1000 MODIFICAR
10t retpnase (e —dars cop/ml TARV
, 2ndshase .2~ e FALLA
, PR \iROLOGICA
y ]

4

0.1

& I

e —ertas

.01 — > .

N 3rd phase (t months or years \_/ L wJ
0.001 Ve yoars,
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HIV RESISTENCIA

FALLA = @ @ ‘
VIROLOGICA
¢ :

TEST DE RESISTENCIA

Extraccion de RNA viral

HIV RNA 5 $
S Retrotranscripcion
S
J/ ¢ HIVONA $ & % Amplificacién por PCR
MUTACIONES iV Ganes “ss“ w iy Tt
ASOCIADAS A v B Secuenciacién
RESISTENCIA
........ ............. :ir:aa;:::lsrma'tico

Sl
TIPO DE MUESTRA: PLASMA CON EDTA

SENSIBILIDAD: 20% (SANGER) / 1% (NGS)

DISPONIBILIDAD DE

TEST DE RESISTENCIA I“l
—ertas

EMPIRICAMENTE: SEGUN GUIAS M

DE RECOMENDACIONES



HIV RESISTENCIA

Mutation Scoring: RT
Drug Resistance Interpretation: RT
AZT FTC 3TC TDF
NRTI Resistance Mutations: D67G, K70E, M184V 10 0 0 5
NNRTI Resistance Mutations: E138A 10 10 10 15
Other Mutations: E6D, V35T, T39L,V60l, 1142V, 12021V, R211K _10 60 60 _10
Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitors - ’ ’ -
-10 70 70 20
abacavir (ABC) Intermediate Resistance
zidovudine (AZT) Susceptible ETR NVP RPV
emtricitabine (FTC) High-Level Resistance T 5 1=
lamivudine (3TC) High-Level Resistance T o T
tenofovir (TDF) Low-Level Resistance
Non-nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitors Mayor Score...mayor resistencia
efavirenz (EFV) Susceptible s
etravirine (ETR) Potential Low-Level Resistance https.//hlvdb.stanford.edu/ * i
nevirapine (NVP) Susceptible At~
rilpivirine (RPV) Low-Level Resistance 4‘ Gr | ~db
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COMO SOLICITAR EL TEST DE RESISTENCIA EN LA FALLA VIROLOGICA???

Test de
resistencia R

INMEDIATAMENTE SOSPECHADA LA FALLA

SIN DISCONTINUAR TARV

—erntas
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HIV RESISTENCIA

PRIMARIA/AGUDA RECOMENDADO RECOMENDADO RECOMENDADO

PROFILAXIS PC LA RESISTENCIA DO
EXPOSICION

CRONICO, ES UTIL TE
IRATENIENTe EN TODOS LOS ESCENARIOS 2
FALLA NUADO
EMBARAZADAS RECOMENDADO RECOMENDADO RECOMENDADO
PEDIATRICO - - RECOMENDADO

M
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HIV RESISTENCIA POR NGS

Published 1in final edited form as:
JAMA_ 2011 Apnl 6; 305(13): 1327-1335. doa:10.1001/jama 2011.375.

CUAS
VARIANTES Minority HIV-1 Drug Resistance Mutations and the Risk of
MINORITARIAS | NNRTI-based Antiretroviral Treatment Failure: A Systematic
& 4 Review and Pooled Analysis
® ® -
a.'... .......‘..
/"'. ..'.0’ ...... 99
VARIANTES L o0 ©00 008
MAYORITARIAS ®o, ® 000 000008
'I' 'fl‘\‘]']‘ﬁ ||| |'|h'i'|'I 'I" ® 5560 6066 409 69
.{|l.! | ':H" |'|l'.!__‘f\'.'_-_"f!“|| ',I__|ﬂl|_||l.|1l ]ﬂ |
BT T ET O S T AT TRRT 8 48T AR A TE L TlEMPO
>20%
VARIANTES MINORITARIAS: NO PUEDEN SER DETECTADAS " i
POR METODOS CONVENCIONALES —2rNAas
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TEST DE TROPISMO O GENOTROPISMO

R5.: UTILIZA EL RECEPTOR CCR5

Inhibidores de entrada
actuan solo sobre
virus R5 tropicos

X4. uTILIZA EL RECEPTOR CXCR4

MIXTOS/DUAL: UTILIZA AMBOS
RECEPTORES

Paciente portador

Paciente portador de
virus CXCR4-trépicos

Paciente portador de
virus CCR5-trépicos,
CXCR4-tropicos
y/o dao-trépico:

Metodologia: amplificacion y

secuenciacion de la region v3.
Con posterior analisis
bioinformatico

Tipo de muestra:

GENOTROPISMO: plasma (carga
viral >1000cop/ml)

TROPISMO EN ADN PROVIRAL:
sangre entera (CD4+>200)

.lj '
—erntas
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INFORME DE TROPISMO

El virus del paciente emplea el co-receptor CCRS.

El empleo de drogas antagonistas de CCRS es aconsejable.

TGT ACA AGA COC AAC AAC AAT ACA AGA AMA AGT ATA CAT ATA GGA CCA GGG AGA GCA TTT TAT ACA ACA GGRA GAA ATA ATA GGA GAT ATA AGA CAS GCA CAT TGT
CTRPNNNTRKSIHIGPGRAFYTTGE I I GDIRQAHC
CTRPYNNTRKSIHIGPGQAFFATGDI IGEIRQAYC
D
G

TART ACA AGA QNG RRM AAL AAT ACA AGR AMA AGT ATA CAT ATA GGG NNA GARR CAR GRCA TTT TIT GRA ACA GRA GAN ATA ATA GiRA RAY ATA AGA CAA GCA YAT TR

Resultados basados en un valor de|False Positive Rate (FPR) de 98"

BEEEEE - ntagonistas de CCRS NO EFECTIVOS.

Antagonistas de CCR5 pueden ser utiles en pacientes pre-tratados con solo un nimero limitado de drogas
2<FPR <575 potenciaimente activas disponibles. El empleo de antagonistas de CCR5 no es aconsejable como droga de
reemplazo en pacientes con valores indetectables de carga viral.

I FPRSBJE N Antagonistas de CCR5 EFECTIVOS.

Ui

- + -
—erntas
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HIPERSENSIBILIDAD AL ABACAVIR (HLAB*5701)

» ABACAVIR: ANALOGO NUCLEOSIDO USADO EN TARV HLAB*5701 : , !
» HIPERSENSIBILIDAD: RUSH, FIEBRE, PLURITO, QUE PONE | d
EN RIESGO LA VIDA DEL PACIENTE / e

> INCIDENCIA: 9% DE LOS PACIENTES QUE INICIAN TARV
CON ABACAVIR NO
PIEVIECIA 2 DETECTABLE
Gen control HLAB*5701 l

weting peaks | | 1

0.711
- 06411
@ 05714

el PUEDE TENER SE DESCARTA
g 3;131 REACCION LA REACCION
2 02911 ADVERSA ADVERSA

% 0.2211

= 0451

% 0081
0011
85 70 75 80 85 a0 95 *.l
- ABACAVIR —eritas
TIPO DE MUESTRA: SANGRE CON EDTA CONTRAINDICADO Orec
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VIRUS DE LA HEPATITIS B

attachment |

cytoplasm

Myrcludex-B

Cyclosporin A
NTCP inhibitors

transiation

|

HBc

» NO SE INTEGRA AL GENOMA
HUMANO

» CCC DNA (reservorio)
> FASE AGUDA SINTOMATICA

» INFECCION CRONICA (<5 % DE
LOS CASOS)

nucleos®ide
analogs

Ui

- + -
—erntas

CIBIC + INDEAR




|IgG anti HBc

DIAGNOSTICO HBV

DIAGNOSTICO SEROLOGICO

2928 Antigeno de superficie

Aq Superficie
Aq Core

Age

Age -
Age -
AntizHBe IgV

Anti-FBs

Anticuerpo 1gG anti
Core iy

Interpretacion
Infeccion por VEB
Tejido hepatico

1 Replicacion e infectividad
Inf. Cr. Activa
Inf. Cr. Inactiva

Infeccion aguda
(1 replicacion en cronico)

Recuperacion e inmunidad

: Vacunar contra VHB |

Estudiar IgM
Annlz

.

P

Repetir en nueva
muestea o a bos 30 dias
HBsAg y antiHBe

L

EstoSiar
HEuAR/
amiHBe y

para VHE

Stguirients
serokigico y

molecular

Resultado
reactivo

RESUELTA -
(Infeccitn
pasada)

Resultade
no reactive:
Iniciar
esquemade
vacunacidn
contra VHB y

repatic eSS
akeNdas

1

Anti HBs
resultado
0o reactive:
ExuSar carga
vieal para VHB
para mvestigae
positie
infeccibn
eculta*

1

No datectatie:

antiHBe

“aislado"”
(complata o
squema de
vacunacida

contra VHB coo

las dos dosis

faltantes)

-liu
# Hd

CIBIC + INDEﬁFI



VIRUS DE LA HEPATITIS B

HISTORIA NATURAL DE LA INFECCION POR VIRUS B

Immune Immune Low replicative Reactivation
tolerance clearance hiase hase

HBeAAg +ve IHHiBeAg -ve/ anti-HEBe +ve
e e
=10% cp/mL

HBV-DNA <105 cp/mlL

10°-10"° cp/mL =on,
PN 407_103 cp/ml

‘r

f o
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VIRUS DE LA HEPATITIS B

USOS DE CARGA VIRAL DE HBV

(PCR en tiempo real cuantitativa, tipo de muestra: plasma)

» Definir en que fase de la evolucion de la enfermedad crénica nos encontramos
» Confirmacién de diagndsticos especiales
» Monitoreo del tratamiento

» Monitoreo de reactivacion por inmunosupresores #" !
crMas

CIBIC + INDEAR



HBV TRATAMIENTO

INTERFERON: TRATAMIENTO FINITO

SE DEBE MONITOREAR LA CARGA VIRAL PARA EVALUAR LA RESPUESTAALTTO

ANTIVIRALES: TRATAMIENTO DE POR VIDA

SE DEBE MONITOREAR LA CARGA VIRAL PARA EVALUAR POSIBLES FALLAS VIROLOGICAS (RESISTENCIA,
FALTA DE ADHERENCIA)



HBV : FALLA VIROLOGICA

TEST DE RESISTENCIA

TIPO DE MUESTRA: plasma con EDTA
(carga viral >1000 Ul/ml) EEEE EE

[ [] H B
METODOLOGIA: secuenciacion con
e . . , . i =
analisis bioinformatico

NO SE DEBE DISCONTINUAR EL TTO



-
HBV GENOTIPO: Respuesta a tratamiento con IFN

EXISTEN 10 GENOTIPOS (A-J)
EL GENOTIPO ES PREDICTOR DE RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON IFN

“A” responde mejor que el “D” (asociados a transmision en HSH)

“B” responde mejor que el “C” (asociados a transmision vertical)

METODOLOGIA: SECUENCIACION Y ANALISIS BIOINFORMATICO



VIRUS DE HEPATITIS C

NO SE INTEGRA EN EL GENOMA VIRAL

NO TIENE RESERVORIO

» Replicacion citoplasmatica

» Se cura,
Espontaneamente o con tto

» 75-85% de pacientes
evolucionan a cronicidad

> Enfermedad asintomatica

iy

— > SECURA —lerntas
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VIRUS DE HEPATITIS C

20130

Brand name:
Generic name:
Genotype:
Company:

Brand name:
Generic name:
Genotype:
Company:

OLYSIO
simeprevir
1

Janssen

SOVALDI
sofosbuvir
1,2,30r4
Gilead Sciences

Brand name:
Generic name:
Genotype:
Company:

Brand name:
Generic name:

Genotype:
Company:

2015

Brand name:
Generic name:

Genotype:
Company:

HARVONI
ledipasvir/sofosbuvir
1,4 50r6

Gilead Sciences

VIEKIRA PAK
dasabuvir/ombitasvir/
paritaprevir/ritonavir
1

AbbVie

TECHNIVIE
ombitasvir/paritaprevir/
ritonavir

4

AbbVie

Brand name:

Generic name:

Genotype:
Company:

2016

Brand name:

Generic name:

Genotype:
Company:

Brand name:

Generic name:

Genotype:
Company:

2017

Brand name:

Generic name:

Genotype:
Company:

Brand name:

Generic name:

Genotype:
Company:

DAKLINZA
daclatasvir

lor3

Bristol-Myers Squibb

ZEPATIER
elbasvir/grazoprevir
lor4

Merck

EPCLUSA
sofosbuvir/velpatasvir
1,2,3,450r6
Gilead Sciences

VOSEVI

sofosbuvir/velpatasvir/
voxilaprevir
1,2,3,450r6

Gilead Sciences

MAVYRET
glecaprevir/pibrentasvir
1,2,3,450r6

AbbVie

-20% DE LOS PACIENTES INFECTADOS CON HCV SE
ENCUENTRA DIAGNOSTICADO

- TODOS LOS INDIVIDUOS DEBERIAN TESTEARSE
POR LO MENOS UNA VEZ EN LA VIDA

- PARA ERRADICAR EL VIRUS CON TTO,
NECESITAMOS IDENTIFICAR A LOS PACIENTES
CON HCV

CIBIC + INDEAR




HCV DIAGNOSTICO

A Anticuerpos
Sintomas

RNA viral

/ KTIAST

ARN-VHC:
" « RECOMENDADO: PCR EN TIEMPO REAL CUANTITATIVA COMERCIAL, CON
&c,@“ B LIMITE DE DETECCION MENOR A 50 UI/MI (15 UI/MI (COBAS 4800), 12

ul/M (ABBOTT))

. ALT/AST
Detectable detectable « ARN VIRAL: PACIENTES
l l INMUNOCOMPROMETIDOS O EN DIALISIS

* PERIODO VENTANA

Transammasas valor normal

Caso Infeceidn

: I
ntrmsdode et Cldgg By T gL Ba H@mas

por VHC anti VHC* Tiempo luego de la infeccién

GIBIC + INDEAFI



HCV GENQOTIPO

» Existen 7 tipos y multiples subtipos de
HCV

» Estan relacionados con la evolucion de la
enfermedad y la respuesta al tratamiento

» Los tratamientos varian segun el
genotipo

GOLD ESTANDAR: Secuenciacion de
regiones altamente conservadas
aunqgue diferentes entre genotipos y
subtipos (5’UTR-NS5B-CORE)

Genotipos, subtipos

A

hominoids

o1

-~
HBV 5
3181 sites
8%: GENOTIPO
4-8%: SUB-GENOTIPO

01

>25%: GENOTIPO
20-25%: SUB-GENOTIPO

HCV 6
9198 sites

Ray SC, Thomas DL. In: Mandell GL, Bennett JE, Dolin R, editors. Mandell, Douglas, and Bennett’s principl



HCV MONITOREO DEL TRATAMIENTO

Controles de viremia con carga viral

T 7™y Ty
/ | |

Wilson et al.

Viral

« Genotype

« Viral load

, Viral

Host « Viral load

« HIV status !

» Fibrosis staging Safety

 Compensation « CBC

» Pregnancy testing, « Creatinine/GFR Viral i

when applicable - LFT « \firal load-optional « Viral load
: Vieek | L Iy, |
| Baseline 2 4 8 (£12) O AL 12 >
I | 4 e Post-treatment

Regimen Safety Safety
LOV/SOF LFT
VEL/SOF LFT
PeQD LFT®
EBR/GZR NS5A HAV | | LFT
SMV/SOF # .
DCV/SOF | NSSARAV | ] ) /
RBY [ Hgb® | Variantes asociadas —Or

a resistencia (RAV)




VARIANTES ASOCIADAS A RESISTENCIA (RAVs)

*® 2000009
PROGAS o %eo 000000
®e 2,00 sooe0e WT
ANTI NS3 ®e00) o 200000
:.0 o ® : eob © :.'.0‘0.0
ANTI NS5B o0 ® oo % oo e CEPASNS3r,NS5Br
oo, ® 0% d’s e ¢ ¢ ¢ 08 (BAJACAPACIDAD
2® cecee 64 e o ¢6eee REPLICATIVA)
FIN.DE LA TERAPIA
oa®® 'Y IEXY CEPAS NS5Ar
> 2 oo eeeeee® (ALTACAPACIDAD
o0 0:.0 @66 068  REPLICATIVASIMILAR A
®e00__0 eee 8068 T
ANTI NS5A 2 0 © 9, AYTYE LR R R
®® o9 AP YY X T B [ARESISTENCIA A
& 0‘.. o ole 06 L XX anti NS5A *l
o, d ® 0908689 CONDICIONA Antag
" secce 0fo ece o0 ruturos (SRS

[ CIBIC + INDEAR |

TRATAMIENTO

IN DE LA TERAPIA
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HCV MONITOREO DEL TRATAMIENTO

Wilson et al.
Controles de viremia con carga viral

Viral

« Genotype

« Viral load

s m, Viral

Haost = Viral load

« HIV status !

» Fibrosis staging Safety

» Compensation = CBC

= Pregnan[y ‘h:_lg[iﬂgP « Creatinine/GFR Viral Viral

when applicable « LFT » Viral load-optional = Viral load
Week k 'y |
| Baseline 2 4 8 (12) 0T  //f 12 >
| | 4 i Post-treatment

Regimen Safety Safety
LOV/SOF LFT
VEL/SOF LFT
PrOD — LFT™

BRIGZR | NSS5A RAV =
SMV/SOF ——— N S N S— — # '
DCV/SOF | NS5ARAV | )

- Variantes asociadas

a resistencia (RAV) |




Vl RUS DE LA H EPAT'T'S E » Se contagia por via entérica (agua

contaminada) o carne animal contaminada
Fase aguda Fase convalecencia (Zoonosis), moluscos, transfusiones,
T — — — trasplante de érganos solidos

ABN.VHE
—
—— suero » Hepatitis aguda autolimitada similar a la

Hepatitis A (erradicada por vacunacion en
nuestro medio)
IgG anti-HEV ] ] ]
------------------------ » Peligrosa en mujeres embarazada, ninos
menores de 2 anos e individuos con
R T IgM anti-HEV i~ :
------ g,am enfermedad hepatica preexistente
| | | | | , - . .
3 1 5 » Infeccién crénica en inmunosuprimidos

Meses después de la infeccidn

IgM anti-VHE: se detecta en mas del 90% de los pacientes dentro de las dos semanas de

exposicion

ARN-VHC: por PCR durante la fase aguda. Permite caracterizacion del genotipo y m
monitoreo de la evolucion.

(plasma: 2 semanas, heces: 4 semanas)
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