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PRESENTACION

PRESENTACION

Esta tesis doctoral es el resultado de la aplicaciéon de los tests seroldgicos para identificar
infecciones recientes entre los nuevos diagnosticos de VIH, y estad formada por cuatro trabajos
que han dado lugar a cuatro publicaciones, dos de ellas publicadas en revistas internacionales.
Los trabajos que se presentan han sido coordinados por el Centre d'Estudis Epidemiologics sobre
les Infeccions de Transmissi6é Sexual i Sida de Catalunya (CEEISCAT), y han participado un total
de 19 hospitales, 7 laboratorios de atencién primaria, una clinica de infecciones de transmision
sexual (ITS) y 8 centros de cribado alternativos. La mayoria de centros participantes estan
ubicados en Cataluia, pero también han participado centros de Madrid, la Rioja, San Sebastian y
Granada. El laboratorio responsable de analizar las muestras mediante los tests para identificar
infecciones recientes fue el Servicio de Microbiologia del Hospital Univesitari Germans Trias i
Pujol.

En la introduccién se describen brevemente los aspectos relacionados con la infecciéon por VIH:
la biologia del virus, la historia natural, el diagnéstico, los tratamientos y las resistencias del VIH a
los antirretrovirales. También se hace una revision de la situacién actual de la epidemia del VIH
en el mundo, asi como en Espafia y Catalufia. En la tercera seccién de la introduccion, se
presentan los tests serolégicos para identificar infecciones recientes, se comentan sus
fundamentos, los distintos tipos de tests existentes, y también se comentan sus limitaciones. En la
ultima seccidn de la introduccién se exponen algunas de las aplicaciones mas frecuentes de estos
tests en Salud Publica: expresar la proporcién de infecciones recientes, describir las
caracteristicas de las personas infectadas recientemente y estimar la prevalencia de resistencias
transmitidas entre los pacientes con infeccién reciente.

En el primer articulo se introduce el Serological Testing Algorithm for Recent HIV
Seroconversions (STARHS) por primera vez en Espafa. Este test permite identificar los pacientes
con infeccion reciente por VIH. Aplicando este test se han descrito las caracteristicas
epidemiolégicas de los pacientes con infeccién reciente por VIH. Este proyecto, conocido con el
nombre de Algoritme Estandarditzat per la detecci6 de Recent Infectats pel VIH (AERI-VIH), fue
financiado por la Fundaci6 La Maraté de TV3, y participaron centros situados en Cataluiia,
Madrid, San Sebastian, Granada y La Rioja.

A partir del mismo estudio AER], realizado entre los afios 2003 - 2005, los laboratorios del

Hospital Clinic y de la Fundaci6 IrsiCaixa realizaron el genotipado de las muestras
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PRESENTACION

correspondientes a los pacientes identificados mediante el test STARHS como infecciones
recientes. A partir de esos genotipados se estimd la prevalencia de resistencias transmitidas y de
subtipos de VIH-1 no B. De este trabajo surgid el segundo articulo de esta tesis doctoral.

Después de estos dos trabajos realizados con muestras recogidas entre los afios 2003 y 2005,
se incorpor6 la identificacion de infecciones recientes por VIH al Sistema Integrado de la
Vigilancia Epidemiolégica del SIDA/VIH/ITS (SIVES) de Catalufia. Para este nuevo periodo de
estudio, debido a que el test usado en el primer estudio, el test Vironostika, dejé de estar
disponible comercialmente, el laboratorio empez6 a usar un nuevo test, el test BED-CEIA. Para
asegurar que los resultados obtenidos por ambos tests eran comparables, se realiz6 un estudio de
concordancia. El tercer capitulo de esta tesis doctoral presenta los resultados de este estudio de
concordancia.

En el siguiente capitulo de la tesis doctoral, se presentan los resultados de la incorporacién del
test para identificar infecciones recientes en el sistema de vigilancia del VIH en Catalufia, durante
el periodo 2006-2008. En este estudio participaron 14 hospitales y 8 centros de cribado
alternativos situados en su mayoria en Barcelona y su ambito metropolitano, y también en Lleida,
Reus, Tortosa, Vilafranca, Vic y Palamés.

Como anexo de la tesis, se presenta un trabajo en el cual se utilizaron los tests seroldgicos para
identificar infecciones recientes para obtener una estimacién de la incidencia de VIH en nuestro
medio. Se usé la informacién procedente de los nuevos diagnoésticos de VIH identificados en los
hospitales y centros de cribado alternativos que participaron en el estudio AERI, a lo largo del

periodo 2003 - 2008.
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INTRODUCCION

1. Lainfeccion por VIH

1.1. Biologia del VIH

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) pertenece a la familia Retroviridae, virus ARN
que replican a través de un intermediario de ADN mediante una transcriptasa inversa. Dentro de
los retrovirus, pertenece a la subfamilia Lentiviridae. Es una particula esférica de 80 a 100 nm,
estructurada en tres capas: la capa interna o nucleoide, que contiene ARN, la nucleoproteina y
algunos enzimas, una capside icosaédrica y un envoltorio derivado de la célula anfitriona, donde
se insertan las glicoproteinas en 72 proyecciones externas y los antigenos de histocompatibilidad
de clases [ y II que derivan de la célula anfitriona. El genoma del virus es ARN de cadena tnica,

formado por dos hebras idénticas, de polaridad positiva (Figura 1)(1).

1179
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Figura 1. Estructura de la particula de VIH y proteinas codificadas por el virus
Fuente: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Niaid-hiv-virion.j

El virus del VIH (tipos 1 y 2) posee una gran variedad de genes y proteinas reguladoras (Figura

2), que condicionan la interaccion virus-célula y, por tanto, la patogenia de la enfermedad. (1).
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Figura 2. Estructura codificante del genoma del VIH
Fuente: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:HIV genome.png?uselang=es




INTRODUCCION

El ciclo vital del VIH consta de diferentes etapas. En primer lugar, el virus se une a su receptor
celular, la proteina CD4 presente en la superficie de los linfocitos T. Esta unién no es suficiente
para la fusidn de las membranas, y es necesaria la participaciéon del co-receptor CCR5 o CXCr4. La
union induce cambios estructurales que permiten la fusion de las membranas y es entonces
cuando el material genético entra en la célula. A continuacién la transcriptasa inversa cataliza la
formacion del provirus en forma de doble cadena de ADN, que se integra en el genoma de la célula
anfitriona. A partir del provirus se transcriben los ARN mensajeros que codificaran las proteinas
correspondientes, que se uniran al ARN gendmico virico, constituyendo la particula que emerge

por gemacion a través de la membrana celular. (Figura 3)(1) .
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Figura 3. Ciclo vital del VIH
Fuente: Taylor BS, et al. 2008 (2).

Hay dos tipos de VIH: el VIH-1 y el VIH-2, siendo el VIH-1 el virus mas extendido y virulento.
Anilisis filogenéticos sugieren que se produjeron tres eventos de transmision independientes a
principios del siglo XX, dando lugar a tres grupos de VIH-1: el grupo M (entre 1915 y 1941), el
mayoritario en la pandemia del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), el grupo O
(outlier o marginal) del que se han descrito algunos cientos de casos, la mayoria procedentes de
Camertn, y el grupo N (no mayoritario y no marginal), del que sélo hay 6 casos caracterizados en
Camertn. Se especula en que el VIH-1 se extendi6 entre los humanos a lo largo del rio Congo
hasta Kinshasa, Zaire, donde se ha trazado el primer caso documentado de infecciéon por VIH-1
(dentro del grupo M) en humanos en una muestra de sangre de 1959 (1). El VIH-2 es menos
virulento y esta extendido principalmente por Africa Occidental, aunque también en Portugal,
Angola, Mozambique e India. (3). El grupo M es el grupo de VIH-1 circulante mayoritario. Se ha
dividido en subtipos, llamados con letras, y sub-subtipos, llamados con nimeros. Los subtipos A1,

A2,A3,A4,B,C, D, F1,F2, G, H, ],y Kson los subtipos de VIH-1 actualmente reconocidos (4).
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Ademas de los distintos subtipos, también se pueden identificar Formas Recombinantes
Circulantes (CRFs) y Formas Recombinantes Unicas (URFs). Las CRFs y URFs son el resultado de
la recombinacion entre dos subtipos dentro de una persona infectada por dos subtipos, y a partir
de la cual las formas recombinantes son transmitidas a otras personas. La progenie recombinante
se clasifica como CRF si se identifican en tres o mas personas que no tienen un vinculo
epidemiolégico directo; y si no es asi, se describen como URFs (2).

La transmision del virus del VIH se conoce que es posible a través de tres vias: por via
parenteral (transfusiones, uso de drogas por via parenteral), por via perinatal o maternoinfantil
(transmisién transplacentaria, durante el parto o a través de la leche materna) o a través de las
mucosas (relaciones sexuales) (1, 5). La eficiencia de la transmisién del virus mediante el acto de
compartir el material de inyeccién entre los usuarios de droga por via parenteral (UDVP) es
mayor que la de las relaciones sexuales (6). Otras vias consideradas de contagio parenteral son
los accidentes por pinchazo, aunque con un riesgo muy bajo de transmision (7, 8); asi como los
casos esporadicos, descritos en la literatura, infectados a través de posibles heridas microscopicas
en piel y por mordiscos (9, 10).

En cuanto a la transmision sexual del virus, se conoce que la transmisiéon entre hombres que
tienen sexo con hombres (HSH) es mayor que la heterosexual, debido a las caracteristicas de su
conducta sexual; en general, un mayor nimero de parejas, y practicas con mayor potencial de
lesionar las mucosas (11, 12). En cuanto a la transmision heterosexual es mas eficiente de
hombre a mujer; debido a un mayor volumen y concentracién de virus en el semen que en el
fluido cérvico-vaginal, y mayor tiempo de exposiciéon en el caso de la mujer (6). Otros factores que
al margen de las caracteristicas de la relacién sexual pueden estar asociados a un mayor riesgo de
transmision del VIH son las co-infecciones con otras infecciones de transmisién sexual (ITS) (13).
La presencia de ulceras genitales hace que la transmision del virus sea mas facil (14).

La transmision madre-hijo es posible en tres niveles: durante la gestaciéon (transmisién
placentaria), durante el parto y post-natal, mediante la leche materna (15). Entre los factores de
riesgo que favorecen la transmision se han descrito los siguientes:

A) Relacionados con la madre: enfermedad avanzada, cargas viricas plasmaticas elevadas,
tabaquismo, uso de drogas por via parenteral.

B) Relacionados con problemas obstétricos: ruptura de membranas prolongada durante mas
de 4 horas, presencia de corioamnionitis, parto vaginal.

C) Relacionados con el feto o el recién nacido: ingesta de leche materna, prematuridad, baja

edad gestacional.
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1.2. Historia natural de la infeccion por VIH

El VIH es el agente causal de una enfermedad de curso mas o menos prolongado que culmina
con una destruccion practicamente completa de los linfocitos CD4+. Una vez el virus ha entrado
en el organismo, se inicia una infeccién en la que se pueden diferenciar distintas fases
relativamente bien definidas, aunque no siempre se identifican clinicamente, y con una duraciéon
variable que depende de diferentes factores relacionados con el virus y con el hospedador (1). La
historia natural de la infeccion puede diferenciarse en las siguientes fases: (i) fase aguda, desde el
momento de la infeccién hasta que se produce la seroconversion; (ii) fase crénica, que puede ser
mas o menos sintomatica y de duracidn variable; y (iii) fase final, a partir del diagnéstico de SIDA.

La fase aguda (también conocida como primoinfeccién, o infeccién primaria) comprende las
primeras 2 - 4 semanas después de la entrada del virus en el organismo, y en mas de un 50% de
los casos se produce un cuadro clinico de infeccién aguda de intensidad variable y caracterizado
normalmente por fiebre, cefalea, adenopatias, mialgias y rash denominado sindrome
mononucledsido por su similitud con la mononucleosis infecciosa producida por el virus Epstein-
Barr (16). A la semana del inicio de los sintomas se puede detectar en el plasma cargas viricas
elevadas (entre 105 y 107 copias/ml) (17), y en un tiempo aproximado de 19 semanas se
desencadena la respuesta inmunitaria especifica (18), que reduce la carga virica plasmatica, de
manera temporal, hasta alcanzar una situacion de equilibrio a los 6 y 12 meses, y que situara la
carga virica plasmatica entre 102 y 10¢ copias/ml (16) (Figura 4). A partir de este momento se
inicia la fase crénica. En esta fase la carga virica plasmatica se reduce aproximadamente 100
veces con el desarrollo de la respuesta inmunitaria (19). La velocidad de progresion a SIDA no es
la misma para todos los pacientes, siendo la carga virica plasmatica el principal factor pronéstico
del tiempo de evolucidn. Se pueden definir tres grupos de velocidades de progresion: progresores
rapidos (5 - 10%), progresores tipicos (80 - 90%) y progresores lentos (también conocidos como

elite controllers o long-term non-progressors) (5 - 10%) (1).
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Figura 4. Evolucion de los parametros virolégicos e inmunoldgicos durante la infecciéon por VIH

Fuente: http://pathmicro.med.sc.edu/lecture /hiv3.htm

La fase final de la infecciéon o SIDA se caracteriza por ser una fase con recuentos de linfocitos
CD4+ inferiores a 200 células/pl, aumento de la tasa de replicacion virica y descenso de la
actividad de los linfocitos T citotoxicos anti-VIH (1). El deterioro del sistema inmunitario
provocado por el VIH hace que el individuo sea susceptible a infecciones oportunistas (infecciéon
por Pneumocystis jirovecii, tuberculosis, entre otras) u otros signos o sintomas clinicos, asi como

canceres definitorios de SIDA (Sarcoma de Kaposi, por ejemplo) (20).

1.3. Diagnostico de la infeccién por VIH

El diagnostico de la infeccién por VIH sélo puede establecerse de manera definitiva por
métodos de laboratorio, ya que las manifestaciones clinicas son inespecificas en cualquier estadio
de la enfermedad (1). La seropositividad se define mediante la demostraciéon de anticuerpos
frente a las proteinas viricas, con reactividad repetida en las pruebas de cribado y ademas con las
pruebas de confirmacidén (21).

El primer marcador biolégico que podemos detectar es la viremia plasmatica (presencia de

ARN del virus en el plasma), que ocurre hacia el séptimo dia después de la infecciéon. El ARN del
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virus se detecta mediante la técnica de la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR). Estas
técnicas estan basadas en las propiedades del ARN y del ADN, que es la complementariedad de la
secuencia (22). Los tests que incorporan la detecciéon de antigeno p24 son positivos 7 dias
después de observarse viremia, mientras que los basados en la identificacién de anticuerpos son
positivos de 21 a 28 dias después del episodio de primoinfeccién (23). El resto de anticuerpos
aparecen de manera progresiva en las siguientes semanas, siendo el dirigido frente a la proteina

p31 el tltimo en aparecer (Figura 5) (24).
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Figura 5. Evolucion de los parametros viroldgicos e inmunoldgicos durante la infeccién aguda y
reciente por VIH
Fuente: Cohen et al. 2011 (24)

La determinaciéon de anticuerpos mediante enzimoimmunoensayos (EIA) es la metodologia
maés utilizada para la identificaciéon de individuos infectados por VIH, y es la estrategia que se
utiliza como prueba de cribado. Un concepto importante en el diagndstico del VIH es el de periodo
ventana, que es el tiempo que transcurre entre la infeccion por VIH y la produccién de un nivel de
anticuerpos detectable por el EIA (24).

Una vez se obtiene un resultado positivo en el EIA de cribado, es necesario realizar la prueba
confirmatoria. El Western blot o el Inno-lia son los métodos mas utilizados para la confirmacién
de los resultados obtenidos con las pruebas de cribado. Estas técnicas detectan los antigenos

viricos, es decir las proteinas que forman parte del virus (1).



INTRODUCCION

1.4. Tratamientos Antirretrovirales

El primer ensayo clinico con un medicamento con actividad antirretroviral (la zidovudina, o
AZT), un nucleésido analogo de la timidina que inhibe la transcriptasa inversa, se realiz6 en 1986
(25). Se incluyeron pacientes con una infeccién por el VIH-1 en fase muy avanzada y se demostré
una reduccioén significativa de la mortalidad frente a la rama placebo, lo que oblig6 a interrumpir
el ensayo clinico cuando la duracién del seguimiento sélo era de 6 meses. Sin embargo, pronto se
pondria en evidencia que se trataba de un efecto transitorio. Desde entonces, han tenido que
pasar mas de 20 afios para que se llegaran a comercializar mas de 20 medicamentos con actividad
frente al VIH-1 (1). En la Figura 6 se representan las diferentes estrategias terapéuticas frente al

VIH-1 alo largo del tiempo.

Primeros
casos de Inhibidores
SIDA dela Inhibidores
proteasa de la fusion Antagonistas
i del correceptor
AZT No Analogos CCR5
(Anélogo de de nucledsidos
nucleésido) Inhibidores de

la integrasa

Andlogos de
nucledsidos

i

1981 1986 1992

—

1996 2001 2007

\ TARGA

Figura 6. Cronograma de las estrategias terapéuticas frente el VIH-1 desde los inicios de la epidemia

Actualmente se dispone de mas de 20 farmacos antirretrovirales comercializados en Espafia,
que se agrupan por familias en funcion de la diana terapéutica sobre la que actiian (Tabla 1) (1).
Los farmacos antirretrovirales que inhiben la transcriptasa inversa del VIH-1 reciben el nombre
de inhibidores de la transcriptasa inversa analogos o no analogos de los nucleésidos (ITIAN o
ITINAN) segun sea su estructura quimica; y los que inhiben la actividad de la proteasa se conocen
como inhibidores de la proteasa (IP). Los IP actian de forma especifica bloqueando el
procesamiento por parte de la proteasa virica de moléculas polipeptidicas, necesarias para la
maduracién completa del virus y la formacién de particulas infecciosas Los andalogos de

nucledsidos actian compitiendo por el sustrato natural del enzima, los deoxinucledsidos. La
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incorporacion de un analogo de nucledsido al centro activo de la transcriptasa inversa bloquea la
entrada de nuevos deoxinucledsidos y la elongacién de la cadena de ADN en curso. En cambio, los
no analogos de nucledsidos no compiten por el centro activo de la transcriptasa inversa, sino que
interaccionan en un dominio proximo al centro activo, dificultando la movilidad de Ia

transcriptasa inversa y bloqueando la polimerizacion del ADN. (26).

Familia Farmaco

ITIAN Zidovudina (AZT)

Didanosina (ddl)
Estavudina (d4T)
Lamivudina (3TC)
Emtricitabina (FTC)
Abacavir (ABC)
Tenofovir (TDF)

ITINAN Nevirapina
Efavirenz

Etravirina

P Indinavir
Ritonavir
Saquinavir
Fosamprenavir
Lopinavir
Atazanavir
Darunavir

Tipranavir

Inhibidores de la fusion Enfuvirtida (T20)

Inhibidores de la integrasa Raltegravir

Antagonistas del correceptor CCR5 Maraviroc

Tabla 1. Farmacos antirretrovirales por familias
Fuente: Gatell JM, et al. 2007 (1)

También se ha conseguido inhibir la replicacién del VIH-1 mediante medicamentos dirigidos a
otras dianas, como pueden ser los complejos procesos de adherencia virica y fusién con las
células del hospedador (inhibidores de la fusién), asi como la integracion del ADN provirico en el
ADN celular (inhibidores de la integrasa) (27). Por ultimo también se ha conseguido inhibir la
entrada del VIH-1 al bloquear la entrada de uno de los co-receptores de quimiocinas (CCR5) (28).

En 1996 se empezaron a comercializar los inhibidores de la proteasa, y fue entonces cuando se
propuso un cambio de estrategia consistente en combinar siempre tres o mas medicamentos

(Figura 6). Esta nueva estrategia se conoce como Tratamiento Antirretroviral de Gran Actividad
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(TARGA), y supuso un aumento del tiempo de progresion a SIDA, asi como la disminucién de la

mortalidad relacionada con infecciones oportunistas y las neoplasias asociadas al SIDA (29, 30) .

1.5. Resistencias del VIH-1 a los antirretrovirales

El desarrollo de resistencias es consecuencia, sobretodo, de la alta dinamica de replicacion del
VIH-1 que se produce durante todo el proceso de la enfermedad. Ademas, el VIH-1 no tiene la
actividad correctora de las ADN-polimerasas que preservan la composicion genética de los
organismos de ADN de doble cadena (1). Estos factores conllevan a la alta diversidad genética de
la poblacién de virus VIH-1 que se encuentran en un individuo infectado. Este conjunto de cepas
de VIH distintas genéticamente se conoce con el nombre de cuasiespecies (31).

Las mutaciones (cambios en la secuencia de nucle6tidos del ADN) en el genoma del virus
pueden tener distintos efectos sobre el fitness (la capacidad replicativa del virus). Uno de ellos es
el de provocar un efecto neutral, por lo que no afecta a la capacidad replicativa del virus. Otro
seria un efecto deletéreo, esto quiere decir que las variantes viricas se replican con una menor
eficiencia respecto la cepa sin mutaciones (o wild type). Finalmente, las mutaciones también
pueden tener un efecto resistente, lo cual significa que las cepas son capaces de replicarse bajo
presion farmacoldgica. Es importante destacar que las cepas con mutaciones con efecto resistente
presentan un menor fitness que las cepas wild type (31).

La supresion incompleta de la replicacion virica en individuos que estan recibiendo terapias
subo6ptimas, que presentan baja adherencia al tratamiento o por fenémenos de mala absorcidn, es
uno de los factores implicados en la emergencia y evolucién de cepas resistentes a los
antirretrovirales. Las mutaciones que surgen y se seleccionan bajo terapia antirretroviral
permiten al virus resistente escapar del efecto inhibitorio del fArmaco sobre su replicacion (31).

Segun el momento de adquisicion de las resistencias podemos diferenciar entre resistencias
transmitidas, detectadas en pacientes que no han recibido tratamiento antirretroviral, y
resistencias adquiridas, detectadas en pacientes que han recibido tratamiento antirretroviral.

Las mutaciones también se pueden clasificar segin el momento en que se desarrollan las
resistencias, a partir de la presiéon farmacolégica, dando lugar a dos definiciones:

- Mutaciones primarias: son aquellas mutaciones seleccionadas en el inicio del proceso del
desarrollo de resistencias a un farmaco. Estas mutaciones pueden estar seleccionadas o
favorecidas después de la aparicion de mutaciones secundarias, y presentan un alto grado de
especificidad por un tipo de farmaco que compromete significativamente la susceptibilidad del

virus frente a ese farmaco.

10
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- Mutaciones secundarias: son mutaciones que tienden a acumularse en el genoma virico
que ya contiene una o mas mutaciones primarias previas. Estas mutaciones pueden tener un
cierto efecto o ninguno sobre el nivel de resistencia. Algunas mutaciones secundarias pueden
favorecer la replicacion virica aumentando la capacidad replicativa del virus.

Las mutaciones asociadas a resistencia también pueden clasificarse segin la familia de fairmaco
antirretroviral que las ha seleccionado, y podemos hablar de mutaciones resistentes a los
inhibidores de la transcriptasa inversa (analogos o no analogos) y mutaciones resistentes a los
inhibidores de la proteasa (31). En relacion con las familias de fArmacos que se han introducido
de manera mas reciente, ya existen algunos estudios que reportan la presencia de cepas de VIH-1
con resistencias a los antagonistas del co-receptor CCR5 (Maraviroc) (32), a los inhibidores de la
fusién (Enfuvirtida) (33) y también a los inhibidores de la integrasa (Raltegravir) (34).

La barrera genética es el nimero de mutaciones necesario para reducir la actividad antiviral de
un farmaco, y se puede clasificar en baja (la pérdida de actividad antivirica se pierde por la
aparicion o seleccion de una Unica mutacion) o alta (la pérdida de actividad antivirica se pierde
después de la aparicion o seleccion de multiples mutaciones) (31).

En general, la resistencia a un determinado farmaco es el resultado de mutaciones en un
numero de posiciones determinadas en el gen que codifica la proteina sobre la que actda dicho
farmaco. Por lo tanto, determinando la composiciéon de aminoacidos en un nimero de posiciones
en el genoma del VIH-1, es posible deducir el nivel de resistencia. Los tests genotipicos
determinan la secuencia genética, mediante técnicas de secuenciacion de ADN, de una gran parte
del gen pol, en la que que se codifican la retrotranscriptasa inversa y la proteasa. Estas técnicas
permiten obtener la secuencia de nucleétidos del virus en un formato conocido como secuencia
FASTA. Este formato consiste en un fichero informdtico de texto que contiene la secuencia de
nucleétidos del virus. Cada nucleétido esta representado por una letra, y ocupa la misma posiciéon
que ocuparia en el gen (Figura 7).

Mediante un algoritmo de interpretacién es posible obtener las mutaciones observadas en la
secuencia de interés, con relaciéon a una secuencia consenso de VIH-1. Estas mutaciones se
expresan por la posicién que ocupan en el gen, precedido por la letra correspondiente al
aminoacido encontrado en el virus wild-type, y seguido por el aminoacido mutado (Figura 8).
Actualmente existen numerosos algoritmos disponibles on-line para interpretar las secuencias en
formato FASTA, y muchos de ellos son de libre acceso, como el proporcionado por la Universidad

de Stanford (disponible en http://sierra2.stanford.edu/sierra/servlet/]Sierra) (31).
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»A012_2

TTTGCCATAAAGAAAAARAACAGTACTAGATGGAGAALLTTAGTAGATTTCAGAGAACTT
AATAAAAGAACTCAAGACTTCTGLOAAGTTCAATTAGGAATACCACATCCCGCAGGLGTTA
AhAAAGAAAAAATCAGTAACAGTACTGLATGTGLETGATGCATATTTTTCAATTCCCTTA
GATAAGGACTTCAGGAAGTATACTGCATTTACCATACCTAGTATAAACAACCAGACACCA
GLCATTAGATATCAGTACAATGTGUTTCCACAAGGATGLAAGGLATCACCAGCAATATTC
ChbAGTAGCATGACAAAMATCTTAGAGCCTTTTAGAAAACAAAACCCAGACATAGTTATC
TATCAATACATGCATGATTTGTATCTAGCATCTCACTTAGAAATAGGGCAGCATAGAACA
AAAATAGAGGAACTGAGAGAACATCTGTTAAAGTGGGGATTGTTCACACCAGACCALAALY
CATCAGAAAGALCCTCCATTTCTTTGGAT GEGY TATGAACTCCATCCTGATAAATGGACA
GTACAGCCTATAGTGCTGCCAGAAAAAGACT

Figura 7. Ejemplo de una secuencia genética de VIH en formato FASTA
Fuente: hivdb.stanford.edu

NOMENCLATURA DE LAS MUTACIONES AMINOACIDOS
A Alanina
R Arginina
N Asparagina
Primera letra Numero Ultima letra D Acido aspartico
C Cisteina

Q Glutamina

Aminoacido Codén mutado Aminoéacido E Acido glutamico
presente en la presente en la G Gici
proteina wild-type proteina mutante licina
H Histidina
| Isoleucina
L Leucina
K Lisina
. M Metionina
Ejemplos:

F Fenilalanina
L90OM Cambio de leucina a metionina en el codon 90 del gen de

P Prolina
la proteasa
S Serina
M184V Cambio de metionina a valina en el codon 184 del gen de T Treonina
la retrotranscriptasa
W Triptéfano
Y Tirosina
V Valina

Figura 8. Nomenclatura de las mutaciones
Fuente: Clotet et al. 2008 (31)
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2. Epidemiologia de la infeccion por VIH
2.1. Lapandemia del VIH

Los primeros casos de SIDA se describieron hace mas de 30 afios en las ciudades de Los
Angeles y Nueva York (35, 36). Desde entonces, la epidemia de la infeccién por VIH se ha
propagado por todo el mundo, de manera que es posible hablar de pandemia del VIH (1). El
programa de SIDA de las Naciones Unidas (UNAIDS) estima que hasta diciembre de 2012 el
numero de personas en el mundo que viven con VIH es de 35,3 millones, de las cuales 25,0

millones (71%) se encuentran en la regién del Africa Subsahariana (Figura 9) (38).
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Figura 9. Prevalencia global de VIH, 2012
Fuente: Informe UNAIDS 2013 (38)

Globalmente, en el afio 2012 el nimero anual de nuevas infecciones por VIH ha disminuido
respecto afios anteriores. En el afio 2012 se estima que se produjeron 2,3 millones de nuevas
infecciones, un valor inferior al del afio 1999 (3,1 millones), y al del 1997 (3,2 millones). Aun asi, a
pesar de la disminuciéon en el nimero de nuevas infecciones, la magnitud de las nuevas
infecciones sigue siendo considerablemente alta. Este hecho, junto con la reduccién de la
mortalidad relacionada con el SIDA, hace que el niimero de personas que viven con VIH siga

aumentado en todo el mundo (39).
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En relaciéon con la principal forma de transmisiéon del VIH, actualmente la mayoria de
transmisiones se producen a través de las relaciones sexuales desprotegidas. En la region del
Africa Subsahariana la transmisién del virus se produce principalmente por via heterosexual,
mientras que en los paises desarrollados (Norte de América y Europa Occidental) la epidemia de
VIH entre HSH esta experimentando una resurgencia (40). En la region de Europa del Este el
numero de casos ha aumentado sustancialmente, principalmente debido a un aumento de los
casos adquiridos por los UDVP, pero también se esta observando un aumento de los casos

adquiridos por via heterosexual (41).

2.2. Caracteristicas de la epidemia de VIH en Cataluiia y Espafia

En sus inicios, tanto en Catalufia como en Espafia, la epidemia estuvo fuertemente ligada a los
habitos de inyeccién de drogas (42). Paulatinamente, la transmisién del virus se ha ido
desplazando hacia la via sexual, y actualmente la mayoria de nuevas infecciones se adquieren por
esta via. En Espafia, en el afio 2012 se notificaron 3.210 nuevos diagnosticos de VIH,
representando una tasa de 8,5 por 100.000 habitantes. La mayoria de nuevos diagndsticos eran
hombres (85%), tenian 36 afios de mediana de edad, y en el 51% de los casos el virus se
transmitio a través de relaciones entre HSH (43).

En Catalufia, la epidemia por VIH presenta caracteristicas similares a las de la epidemia en el
resto de Espafa. En el registro de enfermedades de declaracién individualizadas de Cataluiia, el
afio 2011 se notificaron 609 diagnosticos de VIH, que representa una tasa global de 8,5 casos por
100.000 habitantes. La tasa de diagndsticos de VIH se ha mantenido practicamente constate
durante todo el periodo (44). Del total de nuevos diagnosticos notificados el afio 2011, la mayoria
eran hombres (85,9%), y en el 64,6% de los casos se habian declarado en personas entre los 20 y
39 afos. En cuanto a la transmisién de la infeccion, las vias mdas probables de transmision del
virus fueron las relaciones entre HSH (61,5%), seguidas por las relaciones heterosexuales
(25,4%), y la transmisidén entre los UDVP (3,8%). En un 9,3% de los casos la via de transmisién no
pudo identificarse.

En el periodo 2001 - 2010 se ha observado un aumento del nimero de diagndsticos en HSH
entre los nuevos diagnosticos de VIH, experimentando un incremento del 88%. En cambio, en las
transmisiones heterosexuales se ha observado un descenso en el numero de diagnésticos de VIH.
Este descenso ha sido del 55% en los hombres heterosexuales, y del 43% en las mujeres
heterosexuales. En la via de transmisiéon a través del uso de drogas por via parenteral se ha

observado un importante descenso (86%) también para el mismo periodo (Figura 10) (44).
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Figura 10. Evolucién de los nuevos diagnosticos de VIH por via de transmisién, Catalufia (2001 -
2011)
Fuente: Informe SIVES 2012 (44)

Otro indicador de la magnitud de la epidemia en Catalufia es el nimero de personas vivas con
infeccién por VIH. Para el afio 2011 se estimé que el nimero total de personas vivas con infeccion
por VIH era de 33.000. Esta estimacion nos indica que la prevalencia de la infecciéon por VIH en el
conjunto de la poblacidn general fue de 4,5 por cada 1.000 personas (44).

El retraso en el diagnéstico (o diagnéstico tardio) es un aspecto de especial interés en Salud
Publica. A nivel individual, los pacientes que reciben el diagnéstico de VIH tardiamente presentan
una peor respuesta al TARGA (45), y tienen un mayor riesgo de presentar SIDA o morir (46, 47),
debido a su avanzada inmunosupresién. Por otro lado, cuanto mas tiempo transcurre entre el
momento de la infeccién y el diagndstico, mayor probabilidad de transmitir el VIH; ya que, al no
conocer que esta infectado, es posible que el individuo no adopte medidas para evitar la
transmision del virus (48). Recientemente, el grupo de trabajo europeo para el consenso del
diagnostico tardio ha propuesto una nueva definiciéon para identificar aquellos pacientes en los
que el diagnostico de VIH se produjo tardiamente: (i) presentacién tardia, personas que en el
momento del diagnostico presentaron recuentos de células CD4+ inferiores a 350 células/pl; o (ii)
presentacion de enfermedad avanzada de VIH, personas que en el momento del diagndstico
presentaron recuentos de células CD4+ inferiores a 200 células/ul (49). En Catalufia, usando la

informacién proporcionada por la cohorte PISCIS (una cohorte prospectiva, longitudinal y
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multicéntrica de individuos infectados por el VIH en Cataluia y las Islas Baleares), se ha analizado
el retraso diagnoéstico teniendo en cuenta estas nuevas definiciones (49). Para el afio 2010, entre
los nuevos diagndsticos de VIH de la cohorte PISCIS el 41,8% presentaron diagndstico tardio, y un
21,8% diagnostico tardio con enfermedad avanzada de VIH. Se observé un descenso significativo
en los casos de diagndstico tardio, pasando del 57,5% en el 1998 al 44,4% en el 2010 y 38,3% en
el 2011 (Figura 11) (44).
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Figura 11.Evolucién del diagndstico tardio y enfermedad avanzada en los nuevos diagnésticos de
infeccion por VIH en la cohorte PISCIS (1998 - 2011)
Fuente: Informe SIVES 2012 (44)

2.3. Inmigracion y VIH en Cataluiia y Espaiia

En Espafa y Catalufia la proporcién de inmigrantes entre los nuevos diagnésticos de VIH es
creciente. Se ha pasado de tener en la década de los afios 90 una epidemia de grandes
proporciones, concentrada fundamentalmente en UDVP espafioles, a una epidemia estabilizada
en la que predomina la transmisién sexual, y en la que, debido a la disminucién en el nimero de
casos espafioles y al fendmeno de la inmigracién, los inmigrantes conforman una proporcién cada
vez mayor (43, 50).

A diferencia de otros paises europeos, la inmigracién en Espafia es un fendmeno relativamente
reciente, experimentando un fuerte aumento a partir de finales de la década de los 90. Entre 1998

y 2006 el nimero de extranjeros empadronados en Espafia se multiplic6 por mas de 6,
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representando en el afio 2006 el 19,3% de la poblacién total, y el 11% de la poblacion de entre 15
y 64 afos. Las procedencias mas frecuentes han sido América del Sur, seguida de otros paises de
Europa Occidental, Europa del Este y Rusia y Africa del Norte. Las personas procedentes de Africa
Subsahariana representan el 0,4% de los empadronados (51).

En una cohorte de 19 hospitales espafioles, incluyendo nuevos diagnosticos de VIH entre 2004
y 2006 se describié el perfil clinico-epidemiolégico de los pacientes en funcién del lugar de
origen. Del total de pacientes incluidos en el estudio la tercera parte eran extranjeros, siendo
América del Sur la procedencia mas frecuente, representando un 56% de todos los inmigrantes.
Las caracteristicas epidemioldgicas y sociodemograficas de los diferentes grupos reflejan la
situacién del VIH en sus lugares de origen. El niimero de sujetos procedentes del Africa
Subsahariana fue proporcionalmente mayor respecto a la poblacién general. Esto refleja
probablemente las altas prevalencias de la infeccién en sus lugares de origen (51).

La proporciéon de inmigrantes entre los nuevos diagnoésticos de VIH en Catalufia ha ido
aumentando en el periodo 2001-2011, de un 24,7% en 2001 hasta un 46,1% en 2011. En global,
el 62,3% procedian de América del Sur, el 14,6% de Europa Occidental y el 13,2% de Africa
Subsahariana (44).

2.4. Epidemiologia de las resistencias transmitidas

El fendmeno de las resistencias transmitidas aparece como una amenaza potencial al éxito de
las terapias antirretrovirales. La transmisién de virus resistentes se produce por diferentes vias
de transmisidn, incluyendo contactos sexuales, mediante el uso de drogas por via parenteral y
también en la transmisién vertical (52).

En noviembre de 2005 un estudio publicado por Sax et al. (53) demostr6 que la determinacién
de resistencias transmitidas en los nuevos diagndsticos de VIH era coste-efectiva en poblaciones
en las que la prevalencia de resistencias era superior al 1%. A partir de ese estudio, la
determinacién de resistencias transmitidas en los nuevos diagnosticos es una recomendacion
incluida en las principales guias de tratamiento antirretroviral (54-56).

Las estimaciones de prevalencia de resistencias transmitidas pueden variar en funcién del tipo
de estudio, la localizacién geografica y la poblacién de estudio, asi como los métodos usados para
detectar resistencias. La eficacia de los tratamientos antirretrovirales influye de manera
importante en las prevalencias de resistencias transmitidas. En un estudio se demostré que la

prevalencia de resistencias transmitidas en los pacientes con infeccidn reciente se correlacionaba
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de manera inversa con la proporcién de individuos con infeccidn crénica que tenian cargas viricas
indetectables (57).

Otra consideraciéon importante en la interpretacion de las estimaciones de prevalencia de
resistencias transmitidas es el método usado para definir resistencia. Hasta hace relativamente
poco tiempo, el enfoque mas utilizado era el listado publicado por el panel de expertos de la
International AIDS Society (58). Este listado proporciona una indicacién de las mutaciones
resistentes observadas bajo presion farmacolégica y no esta especialmente disefiado para la
vigilancia de las resistencias transmitidas. Este listado se ha dejado de utilizar a favor del listado
publicado por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (59), ya que presenta un listado
estandarizado de mutaciones que hace posible la comparaciéon de prevalencias de resistencias
transmitidas en diferentes momentos y regiones, facilitando el meta-analisis de los datos de
vigilancia recogidos por diferentes grupos en diferentes momentos. Este listado cumple cuatro
criterios para identificar las mutaciones asociadas a resistencias:

1. La mutaciéon ha de causar o contribuir a la resistencia a un firmaco; ha de estar
presente en tres o mas de las cinco listas de mutaciones resistentes de paneles de
expertos.

2. Las mutaciones no han de ser polimorfismos (variantes de la secuencia genética en un

determinado lugar del ADN) y no se han de producir en posiciones altamente

polimorficas.

3. El listado de mutaciones debe ser aplicable en los ocho subtipos mas comunes de VIH-
1.

4. El listado debe ser parsimonioso, excluyendo mutaciones que resultan

extremadamente raras a partir de la presion farmacolégica.

Estudios publicados entre el 2005 y 2006 reportan prevalencias de resistencias transmitidas
entre 0% en Suecia y Chile, hasta 24,5% en San Diego (52). Inicialmente, las prevalencias mas
altas de resistencias transmitidas se observan en regiones y poblaciones con un uso bien
establecido de las terapias antirretrovirales, incluyendo Europa Occidental, Norte de América y
algunas regiones de América del Sur. En estas poblaciones, el uso de monoterapias y biterapias en
la era pre-TARGA, los posteriores regimenes suboptimos en los inicios de la era TARGA y las
dificultades con la adherencia y la tolerancia llevaron a la acumulacion de resistencias en los
pacientes con experiencia antirretroviral y, como consecuencia, a la expansién de resistencias
transmitidas. Actualmente existe evidencia de una estabilizacion de las resistencias transmitidas
en Europa (60), y en algunos casos, incluso se confirma una tendencia descendiente (61). En una

reciente revisidn, se estim6 que la prevalencia global de resistencias transmitidas en Espaiia,
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entre 1997 y 2008, fue del 10,6%, similar a la del resto de Europa (62). Por otro lado, en las areas
donde la introducciéon de los tratamientos antirretrovirales se ha producido recientemente, se
estd observando una emergencia de las resistencias. En una revisiéon sistematica publicada en
2011, incluyendo 38 estudios realizados en 23 paises africanos, los valores observados de

prevalencias de resistencias transmitidas oscilaban entre 0% y 8,6%. (63).

2.5. Distribucion de los subtipos del VIH-1

El subtipo de VIH mas prevalente en Europa Occidental, en el Norte de América, Australia y
algunos paises de América del Sur es el B. En cambio, el subtipo CRFO1_AE domina el Sureste
Asiatico, mientras que en Africa Subsahariana existe una gran diversidad de subtipos y CRFs,
(Figura 12) (2).

En Espafia, el subtipo de VIH-1 mas prevalente ha sido el B, aunque estudios recientes han
descrito una progresién rapida de otros subtipos (64-66). Este hecho es resultado de
movimientos poblacionales como la inmigracién, los viajes internacionales y el contacto sexual
con individuos infectados en paises donde otros subtipos no-B son altamente prevalentes. En un
estudio realizado en Espana entre los afos 1995 y 2003, se demostr6 que un 43.2% de los
pacientes sospechosos de estar infectados por un subtipo no-B (extranjeros, autéctonos que
habian viajado a paises donde variantes no-B son endémicas y que habian admitido mantener
relaciones de riesgo, autéctonos que habian mantenido contactos sexuales con personas de estas
areas, o autoctonos que presentaban una reduccién significativa de los niveles de CD4+ a pesar de
tener cargas viricas bajas) realmente lo estaban. Estos investigadores encontraron una gran

diversidad en las variantes y formas recombinantes del VIH-1 circulantes en Espafia (66).
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[ CRF02_AG and other recombinant forms
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Figura 12. Distribucion de subtipos y CRFs del VIH-1 en el mundo
Fuente: Taylor BS, et al. 2008 (2)
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3. Tests para la identificacion de infecciones recientes por VIH-1

3.1. Antecedentes

Puesto que el tiempo que transcurre entre el momento de la infeccion y el del diagndstico
puede ser extremadamente variable de unos individuos a otros, describir las caracteristicas y
tendencias de los nuevos diagndsticos de VIH, o los casos de SIDA, no revela necesariamente los
patrones actuales de transmision del virus. Es por ello que, desde el punto de vista de la Salud
Publica y en el ambito de la vigilancia epidemioldgica del VIH, es especialmente relevante poder
discernir de entre los pacientes que presentan un nuevo diagndstico, las infecciones ocurridas
recientemente de las establecidas o crénicas.

En 1995, Brookmeyer y Quinn presentaron una estrategia para identificar infecciones
recientes, antes del momento de la seroconversién. A partir de una muestra de suero usaron un
algoritmo de dos pasos combinando tests diagnésticos para la deteccion del antigeno p24 y
anticuerpos frente al VIH. Usando este enfoque se considera que un paciente ha seroconvertido
recientemente si se obtiene un resultado positivo en la deteccidn del antigeno p24 y negativo en
la deteccion de anticuerpos frente al VIH (67).

Posteriormente, se propuso el ARN virico como otro marcador virolégico para identificar
infecciones recientes. El ARN virico puede detectarse mediante PCR antes que el antigeno p24, y
el uso mediante pools (analizar muestras procedentes de muchos pacientes en una misma
alicuota) disminuye sustancialmente los costes (68, 69). La desventaja de este enfoque es que el
tiempo durante el cual el antigeno p24 o el ARN virico son detectables antes de la seroconversiéon
es muy corto, menos de 50 dias (Figura 13). En consecuencia, se requiere un gran volumen de
muestras, o bien una elevada incidencia de VIH para identificar un nombre suficiente de
individuos con antigeno p24 o ARN virico detectable que no hayan seroconvertido (68).

Posteriormente, en 1998 Janssen et al. describieron otra estrategia para identificar infecciones
recientes, el método conocido como STARHS (Serological Testing Algorithm for Recent HIV
Seroconversion). Siguiendo el mismo principio, se han desarrollado otros tests seroldgicos para

identificar infecciones recientes a partir de estudios transversales (70, 71)
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3: Antibody-based mean window period as defined by Janssen et al., 1998 [4]

Figura 13. Cinética de los marcadores viroldgicos y la respuesta inmunitaria usados para definir
estados transitorios en las primeras fases de la infecciéon por VIH
Fuente: Le Vu S, et al. 2008 (70).

3.2. Serological Testing Algorithm for Recent HIV Seroconversions y
enzimoimmunoensayo de captura BED

En relacion al método propuesto por Brookmeyer et al., el STARHS ofrecia la ventaja de testar
s6lo individuos VIH positivos y definir un periodo suficientemente corto para considerar
infecciones recientes: 129 dias (IC 95%: 109 -149) para un cut off (punto de corte) de 0,75
densidades dpticas (DO) (72). Los fundamentos del STARHS se basan en el aumento progresivo
del nivel de anticuerpos IgG frente al VIH a partir del momento de la infeccién. Después de unos
seis meses de producirse la infeccién, se llega a un nivel maximo de anticuerpos. El STARHS
consiste en aplicar un algoritmo diagndstico a una muestra de suero. En primer lugar se aplica un
test estandar (test sensible) que resultara reactivo en cualquier paciente infectado por VIH. El
segundo test se ha modificado para que sea menos sensible, de manera que un paciente con

infeccién reciente no habra alcanzado el nivel maximo de anticuerpos y dara un resultado no-
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reactivo en ese segundo test Por lo tanto, el STARHS considera que la muestra analizada
corresponde a un individuo con infeccién reciente si se obtiene un resultado reactivo en el test

sensible y no reactivo en el test menos sensible. (Figura 14).
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Figura 14. Fundamento del test STARHS
Fuente: Adaptado de. Murphy G, et al. 2008 (71)

La duracion del periodo ventana entre la seroconversion en el test sensible, y la conversion (de
reciente a crénica) en el test menos sensible, se calcula con paneles de muestras de individuos
con fecha de seroconversién conocida (71).

El STARHS se usé por primera vez con el test Abbott HIV 3A11 assay (Abbott Laboratories,
Abbott Park, Chicago, Illinois, USA)(72), y mas tarde se sustituydé por el Vironostika-LS (Less
Sensitive) HIV-1 Microelisa System (bioMérieux SA, Marcy l'Etoile, France)(73).

Vironostika-LS HIV-1 Microelisa System

En este test la dilucion de la muestra, y los tiempos de incubacién de la muestra y el
conjugado se han modificado para que el test sea menos sensible: los tiempos de incubacion se
han reducido y la muestra se ha diluido hasta una proporcién 1/20.000 (73). Las DO estandar se

calculan de la siguiente manera: (DO muestra - DO mediana del control negativo / DO mediana




INTRODUCCION

del calibrador - DO mediana del control negativo). Las muestras se testan con el primer test
sensible, en el que cualquier muestra VIH positiva obtendria un resultado reactivo.

En el test menos sensible, las muestras con una DO estandar calculada inferior a 2,0 se
vuelven a re-testar en triplicado. La duracién de la infeccion se define como reciente para aquellas
muestras re-testadas con una DO estandar inferior a 1,0 y no reciente para aquellas con una DO
estandar superior o igual a 1,0. Los pacientes con infeccién reciente se estima que han
seroconvertido dentro de los ultimos 170 dias (IC 95%: 144 - 200). El periodo ventana del test se
define como el periodo de tiempo medio durante el cual las personas recién infectadas
permanecen bajo el umbral del cut off del test (73). El test Vironostika dejé de comercializarse
hacia el afio 2007, por lo que actualmente no se encuentra disponible.

Enzimoinmunoensayo de Captura BED

El test BED-CEIA (Enzimoinmunoensayo de Captura BED) (Calypte Biomedical Corporation,
Porland, Oregon, USA) fue descrito por Parekh et al. en 2002 (74).Utiliza un péptido que incluye la
secuencia gp41 inmunodominante de diferentes subtipos de VIH-1 (B, E y D) estableciendo una
deteccidn similar de los anticuerpos especificos para VIH entre diferentes subtipos. En la Figura
15 se muestran las diferentes etapas del test. Al ser un EIA de captura, se observa un incremento
gradual en la proporciéon de IgG especificas de VIH-1 respecto el total de IgG después de la
seroconversiéon. Las DO normalizadas se calculan de la siguiente manera: DO muestra/DO
calibrador. Los estudios iniciales indicaron que usando un cut off de 1,0 la duracién del periodo
ventana era de 160 dias (74). Andlisis posteriores usando paneles con virus de otros subtipos
sugieren un cut off de 0,8, que corresponde con una duracién del periodo ventana de 155 dias
(75).

Los CDC (Centers for Disease Control and Prevention) desarrollaron estos tests (Vironostika y
BED-CEIA) con el propoésito expreso de estimar incidencia de VIH a nivel poblacional, no para
propositos diagndsticos o clinicos. Su utilidad a nivel individual no ha sido determinada ni
aprobada por la FDA (Food and Drug Administration), por lo que no recomiendan su uso para el

diagnostico individual (75).
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Figura 15. Esquema de las diferentes etapas del test BED-CEIA
Fuente: Parekh BS, et al. 2001. (76)

3.3. Otros tests seroldgicos

Ademas de los tests desarrollados por Janssen y Parekh, otros autores han descrito otros tests
serolégicos para identificar infecciones recientes (77). En Italia, Suligoi et al. desarrollaron un test
que valoraba la respuesta de los anticuerpos frente al VIH investigando su avidez (78). Los
anticuerpos de baja avidez son indicativos de infeccién reciente, mientras que los anticuerpos con
mayor avidez indican infeccidén crénica. El método de Suligoi es una modificaciéon de un test
serologico anti-VIH-1/2 de tercera generacion que usa el autoanalizador de Abbott AxSYM, por lo
que es facil de realizar. Utiliza un método donde la muestra se pre-incuba con el agente
caotrépico (guanidina clorhidrato). El tratamiento con guanidina rompe los puentes de hidrégeno
que ayudan a determinar la estructura secundaria del anticuerpo, por lo que puede tener un
efecto en la subsecuente interaccion anticuerpo-antigeno. El tratamiento tiene un mayor efecto
sobre los anticuerpos generados al principio de la infeccién, por lo que se puede unir con menor
intensidad a su antigeno, reduciendo asi la sefial. A medida que la respuesta madura, el sitio
activo se hace mas resistente a la ruptura (78). En un estudio se compararon el test de avidez y el

Vironostika, y los resultados obtenidos demostraron que ambos tests identificaban de manera
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similar las infecciones recientes, aunque el Vironostika tendia a clasificar mas pacientes con
infeccion crénica como recientes (79).

En Francia Barin et al. disefiaron un test para identificar infecciones recientes por VIH-1 en muestras
de sangre seca, conocido como IDE/V3 (80). Para disefiar el test, seleccionaron 3 antigenos que
cumplian cuatro criterios. (i) Los antigenos deben ser reconocidos por los anticuerpos presentes en
todos los pacientes infectados por VIH. (ii) Deben estar altamente conservados independientemente
del subtipo, (iii) obtenerse facilmente sin que cambien sus propiedades y (iv) los anticuerpos de esos
antigenos deben detectarse con algo de retraso después de la seroconversién. El epitopo
inmunodominante de gp41 (IDE) y una mezcla de cinco péptidos V3 que representan secuencias
consenso de los subtipos A, B, C, D y CRF01-AE resultaron ser los que mejor discriminaban entre los
anticuerpos presentes en suero de los individuos infectados recientemente (<6 meses) de aquellos con
infeccion crénica (80).

En la Tabla 2 se muestran algunas de las caracteristicas de cuatro tests para identificar infecciones

recientes: STARHS, BED-CEIA, Avidez e IDE/V3.

STARHS BED-CEIA
(Calypte© HIV-1 BED

Incidence EIA)

Avidez
(Abbott AxSYM HIV
1/2/g0)

IDE/V3

(Vironostika-LS HIV-1
Microelisa System)

Factor

Cantidad de anti-VIH

Tipo de anticuerpo gp-41 (como Calidad anti-VIH Cantidad de anti-VIH

Cantidad de anti-VIH

medido proporcién del total de (avidez del anticuerpo)  gp41y V3
IgG)
Si (procedimiento Si (procedimiento No (test in-house, los
Disponibilidad modificado del Si modificado del reactivos se pueden
comercial prospecto del prospecto del conseguir

producto)

producto)

comercialmente)

Disponibilidad del test

Ya no esta disponible

En todo el mundo

Europa, y algunos
paises no europeos

Los reactivos estan
generalmente
disponibles - algunos
componentes pueden

tener disponibilidad
limitada
Req.uerlmlent(_) de No No Si (Analizador AXxSYM) No
equipos especiales
Dilucién de trabajo 1:20,000 1:101 1:10 1:100
Automatizacién Es pomb?e m.]? . Es pomb?e m.]? . Si No
automatizacion parcial automatizacion parcial
Minimo de 60 minutos;
Duracion del test 90 minutos por placa 245 minutos por placa 23 mmuto§ Por cada 2 horas
muestra adicional por
encima de 10
Algoritmo Si, por triplicado Si, por triplicado No No
confirmatorio
% casos de SIDA
clasificados 2,4% 2-3% Desconocido 9%

erroneamente como
recientes

Tabla 2. Tests para la identificacion de infecciones recientes por VIH
Fuente: Mastro TD et al. ] HIV AIDS Surveill Epidemiol 2010 (81)
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3.4. Limitaciones

Las limitaciones de estos tests se enumeran a continuacién.
Subtipo de VIH
La mayoria de tests se han desarrollado basandose en el uso del subtipo B. Puesto que los
epitopos (region del antigeno reconocida especificamente por el anticuerpo) difieren entre los
diferentes subtipos de VIH, es probable que la respuesta de los anticuerpos de pacientes
infectados por subtipos no B pueda mostrar una menor afinidad por el antigeno, lo cual puede
alterar al periodo ventana del test (en la mayoria de los casos extendiéndolo). Estudios realizados
para evaluar las caracteristicas de estos tests, en pacientes infectados con subtipos no B, han
mostrado que el periodo durante el cual una infeccion se puede detectar como reciente es
significativamente diferente segtn el subtipo estudiado. Concretamente, para el test Vironostika
usando un cut off de 1,0 DO, el periodo ventana es de 170 dias para los subtipos B, mientras que
para la CRF_01 AE es de 356 dias (82). En una reciente evaluacion usando el test BED-CEIA,
usando un cut off de 0,8 DO, se estim6 que el periodo ventana para los subtipos no-B presentaban
variaciones, desde 127 dias en el subtipo AE tailandés, hasta 236 dias en los subtipos AG y AD
(83).
Bajo nivel de anticuerpos
1. Estadios avanzados de la enfermedad
El deterioro del sistema inmunitario asociado a estadios avanzados de la enfermedad esta
asociado a un descenso en los niveles de anticuerpos anti-VIH (84), y por lo tanto se espera que
tenga un cierto impacto en la especificidad de aquellos tests que dependen de la cuantificacién de
los anticuerpos. Se ha reportado un porcentaje de falsos positivos de entre el 5% (para el
Vironostika) (73) y de entre el 2-3% para el test BED-CEIA (75). Por otro lado, puesto que la
avidez del anticuerpo por el antigeno no esta relacionada con la cantidad de anticuerpos, se
espera que el test de avidez no se vea tan afectado por este supuesto (71).
2. Terapia antirretroviral
El tratamiento antirretroviral suprime la replicacidon virica hasta tal punto que el estimulo
cronico de la respuesta inmunitaria se elimina, llevando a un descenso en el nivel de de
anticuerpos frente al VIH. El efecto es mas pronunciado durante los primeros meses después del
inicio del tratamiento. Por tanto, también puede llevar a una disminucién en la especificidad (71).
3. Variabilidad interpersonal
La velocidad de progresion a SIDA es diferente para cada paciente, y en funciéon de esa
velocidad podemos definir tres tipos de pacientes: los progresores rapidos, los progresores

tipicos y los progresores lentos (también conocidos como elite controllers o long-term non-
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INTRODUCCION

progressors) (1). Los progresores lentos pueden presentar niveles de anticuerpos frente al VIH
bajos, mucho tiempo después del momento de la infeccién (81).

Ademas, hay que tener en cuenta que el periodo ventana se determina mediante paneles de
muestras pertenecientes a individuos cuya fecha de seroconversion es conocida. Modelando estos
datos se obtiene la relacion entre el momento de seroconversion y el promedio de la sefial
esperada en el test para detectar infecciones recientes. Este periodo esta limitado por los efectos
de la variacién individual en la respuesta de los anticuerpos, existiendo individuos que
desarrollan rapidamente la respuesta y otros individuos que responden de manera lenta (Figura

16) (71)
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Figura 16. Principios que sustentan los tests seroldgicos para identificar infecciones recientes
Fuente:. Murphy G, et al. 2008 . (71).
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4. Aplicaciones de los tests seroldgicos para identificar infecciones

recientes en Salud Publica

4.1. Terminologia

En relaciéon a la identificaciéon de infecciones recientes por VIH mediante tests serolégicos,
podemos encontrar en la literatura diferentes términos. El término STARHS ha sido utilizado por
algunos autores para hacer referencia a cualquier test de laboratorio usado para identificar
infecciones recientes (71). Actualmente, el término STARHS sélo se utiliza para hacer referencia
al método descrito por Janssen et al. en 1998, usando el test de Abbott (72) y también el test
Vironostika (73). Algunos autores también hacen referencia al test descrito por Janssen como
Detuned (85). En la literatura mas reciente encontramos el término TRI, de Test for Recent
Infection, para hacer referencia a cualquier test serolégico utilizado para identificar infecciones
recientes (81), o también el término HIV incidence assays (86).

El WHO Technical Working Group on HIV Incidence ha introducido recientemente el término
HIV- RITA (Recent Infection Testing Algorithm) (89). Un RITA es un algoritmo que utiliza siempre
un TRI, y, ademas, puede incluir también informacién clinica y/o de laboratorio para identificar
las infecciones recientes. Como veremos a continuacidn, algunos RITA pueden usar dos TRIs
distintos. Un RITA que usa dos TRIs también se conoce como Multi Assay Algorithm (MAA) (87,
88).

4.2. Algoritmos para identificar infecciones recientes

Antes de aplicar un RITA en una poblaciéon de nuevos diagnésticos de VIH, es importante
considerar la factibilidad logistica y el coste que supone la aplicacién de cada algoritmo, asi como
sus limitaciones. Tal y como se ha comentado anteriormente, los TRIs pueden usarse como
herramienta Unica para identificar infecciones recientes (Figura 17), o también en combinacion
con informacion de biomarcadores (recuento de células CD4+, deteccion de antirretrovirales en el
suero) o de la historia clinica del paciente (presencia de enfermedades definitorias de SIDA,
realizacion de tests VIH con anterioridad al diagnoéstico). El uso de biomarcadores adicionales
asociados con la fase crénica de la infeccién por VIH, asi como informacién de la historia clinica
del paciente, mejora la especificidad, ya que asi se minimiza el error de clasificacion en los falsos

positivos (pacientes con infeccién no reciente clasificados por el algoritmo como recientes) (81).
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* Mean RITA duration is known

Figura 17. Ejemplo de un RITA que sélo usa un TRI
Fuente: UNAIDS/WHO Working group on Global HIV/AIDS and STI Surveillance. 2011. (89)

También se ha propuesto el uso de mas de un TRI, junto con la informacién de biomarcadores y
clinica para identificar infecciones recientes. Concretamente, Laeyendecker et al. han propuesto
usar un algoritmo con los tests BED-CEIA y Avidez, ademas de afiadir marcadores virolégicos y
biolégicos (carga virica y CD4+), obteniendo una especificidad del 99,2% (88, 87, 90).

En la Figura 18, podemos ver un ejemplo de un RITA que usa un TRI junto con informacién
sobre biomarcadores (recuento de células CD4+ y deteccién de antirretrovirales en el suero) e
informacién de la historia clinica (enfermedades definitorias de SIDA y tests de VIH previos al
diagndstico). En este ejemplo, el primer paso del algoritmo es analizar la muestra del paciente
VIH positivo con el TRI. En caso de obtener un resultado que indique infeccién reciente, se sigue
el algoritmo teniendo en cuenta el resto de informacion. Con esta estrategia, es posible obtener la
tasa de falsos positivos en la poblacion de muestras analizadas, también conocida como False
Recent Rate. Tal y como se comentara mas adelante en el apartado 4.5, este parametro es
necesario para poder estimar la incidencia por VIH (89).

También seria posible considerar en primer lugar la informacién sobre tests previos de VIH,
recuentos de CD4+ en el momento del diagndstico o presencia de enfermedades definitorias de
SIDA, por ejemplo, y posteriormente analizar la muestra mediante el TRI. De este modo sélo se
analizarian las muestras de los pacientes que cumplen a priori las caracteristicas de los pacientes
con infeccién reciente:

e CD4+ > 200 células/pl
e Primer test VIH positivo <6 meses

e Ausencia de enfermedades definitorias de SIDA
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Figura 18. Ejemplo de un RITA que usa un TRI e informacidn clinica y de laboratorio
Fuente: UNAIDS/WHO Working group on Global HIV/AIDS and STI Surveillance. 2011. (89)

En la Figura 19 podemos ver otro ejemplo de RITA que incorpora dos TRIs. En este caso,
primero se excluyen todos los pacientes con un recuento de células CD4+ bajo (<200 células/pl).
Después las muestras se analizan mediante el test BED-CEIA, como herramienta inicial de cribado
para identificar aquellas muestras que corresponden a infecciones recientes. Posteriormente,
aquellas en las que se obtiene un resultado de infeccion reciente, se vuelven a analizar con otro
TRI mas especifico, que usa un principio biolégico diferente al del TRI inicial (en este caso se

utiliza el test Avidez). En aquellas muestras que también se identifican como infecciones recientes
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usando este segundo TRI, se determina la presencia del ARN virico. Aquellas muestras en que no
se detecta ARN virico se consideran como infecciones no recientes. A continuacién, en esas
mismas muestras correspondientes a infecciones no recientes se determina la presencia de
antirretrovirales en el suero. En aquellos casos que no se detectan antirretrovirales, se considera
que pueden tratarse de pacientes VIH positivos elite controllers. Y en las muestras que se detecta
presencia de antirretrovirales, se considera que corresponden a pacientes con infecciéon crénica

que estan recibiendo tratamiento antirretroviral. (81).

Testing Procedure Qutcome

HIV-infected Individuals

Immune compromised (CD42200) .
..................................... # Immune compromised

HIW-infected subject

ati
gaiive Chronically Infected subject,

--#  potentially with a low viral load

ARV

‘ Negative Potential elite suppressor or
testing

* subject with low viral load

Pogithve Chronically infected patient
I'E!’.'Ehﬁl'lg HAART trealmenl

Positive

Sample from recently
Infected subject

Figura 19. Ejemplo de un RITA, usando dos TRIs e informacidn clinica y de laboratorio
Fuente: Mastro et al. 2010 (81)

Desde la perspectiva de Salud Publica, estos algoritmos se han utilizado con diferentes
propdsitos. Entre los mas relevantes, podemos destacar los siguientes: (i) estimar la proporcion
de infecciones recientes entre los nuevos diagndsticos y describir epidemiolégicamente los

pacientes identificados con infeccion reciente, (ii) conocer la prevalencia de resistencias
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transmitidas en la poblacién de infectados recientemente y (iii) estimar la tasa de incidencia por

VIH. A continuacion describiremos cada una de estas aplicaciones.

4.3. Epidemiologia de las infecciones recientes

Conocer las caracteristicas epidemioldgicas de los pacientes infectados recientemente es una
informacidn util para mejorar los programas de prevencién y control del VIH y las ITS, evitando
asi la transmision de estas infecciones. Los diferentes TRIs se han utilizado en todo el mundo, con
el objetivo de describir las caracteristicas y la magnitud de las infecciones recientes e identificar
los factores asociados a la infeccidn reciente. Algunos paises como Francia, Estados Unidos, o
Alemania han implementado en sus sistemas de vigilancia la identificacion de infecciones
recientes entre los nuevos diagnésticos de VIH, mediante TRIs (91-95).

Los porcentajes de infecciones recientes (nimero de infecciones recientes / total nuevos
diagndsticos de VIH) oscilan entre el 9,6% (en un estudio realizado en poblacion general) (96)
hasta el 51,9% (97) o el 54.0% (en estudios realizados en poblacién de HSH) (91). Esta variacion
depende del lugar de realizacion del estudio, asi como del tipo de poblacién analizada (Tabla 3).
En la interpretacién de los resultados es importante tener en cuenta que la identificacion de
infecciones recientes va ligada al momento en que se realiza el diagnostico de VIH. Aquellos
individuos que se realizan el test del VIH de manera frecuente serdn identificados como
infectados recientemente con una mayor probabilidad, respecto aquellos individuos que s6lo se
hayan realizado la prueba en una ocasién (98).

En general, en los paises europeos y en Estados Unidos, se encuentran las prevalencias de
infeccion reciente mas altas, y el factor de riesgo que se asocia con mas frecuencia a la infecciéon
reciente es infectarse a través de relaciones sexuales entre HSH (91, 92, 99, 100) . Ademas de este
factor de riesgo, la edad también se identifica como uno de los factores asociados a la infecciéon
reciente por VIH (91, 101, 102). En un estudio realizado en Sao Paulo, Brasil, encontraron que la
edad era la Unica variable que mantenia su asociacién significativa con la infeccién reciente en el
analisis multivariable; siendo mas frecuente entre los individuos menores de 25 afios (102).

En la regién del Africa Subsahariana también se han realizado diferentes estudios aplicando
TRIs. En uno de esos estudios, el porcentaje de infeccidn reciente fue del 9,6%, y encontraron que
las mujeres jovenes se infectaban a una edad mas temprana que los hombres (96). En Uganda se
realizé un estudio de ambito nacional en el que se identificaron varios factores de riesgo para la

infeccion reciente. Entre estos factores de riesgo encontraron los siguientes: ser mujer, el estado



civil (las personas viudas o divorciadas presentaban un mayor riesgo), el nimero de parejas en el
afio pasado (las personas que durante el afo pasado tuvieron dos o mas parejas sexuales tenian
mas riesgo de infeccién reciente) y la region (vivir en la regién norte-centro se asociaba con un

mayor riesgo de infeccidn reciente) (103).

%

Periodo Infeccion Centros Poblacion Técnica Referencia
Reciente

Centros de Salud para

Bangkok 1996 19 UDVPs UDVP BED-CEIA  HuD]Jetal.

10 ciudades 1997-2001 20 Clmlc.as de VIHy C.entros Adultos Vironostika  Schwarcz S et al.

EEUU de cribado y consejo

LS A, 2002-2004 162 ClinicasdeITsy vy~ Hombresconsifilis yo o ia  Taylor MM etal.

EEUU primaria

Seattle, (. . . .

EEUU 2002 - 2005 519  Clinicasde ITSy VIH HSH Vironostika  Thiede H et al.

Sao Paulo, Brasil 2002-2004 12 Centros de cribado Adultos Vironostika Bassichetto KC et al.

Hospital y centro de . . .

Kenya 2002-2003 9,6 testaje y consejo de VIH Adultos Vironostika  Oyugi JO et al.

Uganda 2005 17 Encuesta poblacional Adultos BED-CEIA  Mermin ] etal.

Reino Unido 1996 - 2005 26,0 Hospitales Adultos Vironostika Fisher M et al.

Francia 2003-2008 47,6  hesistrodenuevos HSH IDE-V3  Semaille C et al.

diagnésticos de VIH

Portugal, Lisboa 2004 28,6 Clinica de ITS Adultos Avidez Cortes Martins H et al.
54,0% foc

Berlin, Alemania 2005-2007 Clllmcas y consultas Adultos BED-CEIA  Batzing-Feigenbaum | et al.
16,0 privadas de VIH

San Centros de Salud para

Petersburgo, 2005 - 2008 19,5 UDVPs p UDVP BED-CEIA Niccolai LM et al.

Rusia

Tabla 3 Prevalencias de infeccién reciente
*Porcentaje entre el grupo de HSH, tPorcentaje entre el grupo de heterosexuales
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4.4. Resistencias transmitidas en pacientes identificados con

infeccion reciente

Inicialmente los CDC no recomendaron el uso de los TRIs para el diagnoéstico individual. Aun
asi, algunos autores han propuesto el uso de los TRIs para identificar infecciones recientes a nivel
individual, ya sea para el manejo clinico del paciente, como herramienta en el estudio de
contactos, o para estimar la prevalencia de resistencias transmitidas entre los pacientes
identificados como recientes por el test (108, 70).

Las personas recién infectadas son una fuente importante de transmisores de virus, de manera
que la prevalencia de resistencias transmitidas en estos individuos es un indicador importante en
la vigilancia de la epidemia. Hay que tener presente que la prevalencia de resistencias
transmitidas en pacientes con infecciéon reciente normalmente es mas alta que en aquellos
pacientes con infecciéon crénica (109). En los pacientes infectados con cepas resistentes, en
ausencia de presion farmacolégica, con el paso del tiempo, las cepas minoritarias wild type,
llegaran a ser la cuasiespecie mayoritaria, ya que tienen un mayor fitness que las cepas con
resistencias (52).

Las prevalencias de resistencias transmitidas en los pacientes con infeccién reciente
(identificados mediante TRIs) oscilan entre el 21,0%, en un estudio realizado en Honduras entre
los afios 2004 y 2007, hasta el 6,25%, en un estudio realizado en una regién de China durante el
afio 2006 (Tabla 4).

La presencia de niveles elevados de cepas VIH-1 con resistencias transmitidas en una poblacién
es un indicador sensible del éxito de las terapias antirretrovirales. Desde la perspectiva de Salud
Publica, nos indica la presencia de pacientes que reciben tratamiento antirretroviral, y que no
toman medidas preventivas efectivas para evitar la transmisiéon del virus. Por lo tanto, la
vigilancia poblacional de las resistencias transmitidas en recién infectados es un elemento

esencial en la evaluacion global de las resistencias a los antirretrovirales (59).



0 - [ -
Periodo ot YoRT

RECIENTES CRONICAS Referencia

Honduras 2004 - 2007 200 12,0 21,0 5,0 BED-CEIA  Murillo W et al.

Norht Carolina

Vironostika y
= *
(EEUU) 1998 - 2007 253 _ 17,8 _ Avidez Hurt CB et al.
Dehong (China) 2006 1048 6,1 6,25 _ BED-CEIA  Wang M] et al.

Canada 2000 -2001 715 30,9 12,2 6,1 Vironostika Jayaraman GC et al.

Tabla 4. Prevalencias de resistencias transmitidas en pacientes con infeccién reciente por VIH
*Pacientes identificados con infeccién aguda (Anticuerpos negativos + ARN positivo) e infeccion reciente (dltimo VIH negativo,
Vironostika o Avidez). IR: Infeccién Reciente, RT: Resistencias Transmitidas-

36



JUSTIFICACION

La infeccién por VIH sigue siendo un problema importante de Salud Publica en nuestro
entorno. Para el afio 2011, en Catalufia, se estim6 que, aproximadamente, el nimero total de
personas vivas con infecciéon por VIH era de 33.000. La estimacion de la incidencia de VIH en
poblacién general en Catalufia, calculada utilizando técnicas de modelizacién matematica, mostré
una tasa de incidencia de 0,2 nuevos casos por cada 1.000 personas en el afio 2011. Por tanto, es
importante seguir trabajando en las politicas de prevencion de la infeccién por VIH para evitar
que se produzcan nuevas infecciones. Para detener el avance de la epidemia es esencial conocer
en qué poblaciones se estd transmitiendo la infeccién, y asi poder disefiar acciones preventivas
mas efectivas.

En los inicios de la epidemia, conocer la incidencia de casos de SIDA permitid, a través de los
registros de SIDA, la descripcidn epidemiolégica de la enfermedad y de las personas infectadas en
los paises desarrollados. En ausencia de tratamientos efectivos, el periodo medio entre el
momento de la infeccién por VIH y el diagndstico de SIDA era aproximadamente de diez afios, lo
que hacia posible estimar la incidencia de VIH extrapolandola de la incidencia de SIDA, y asi
describir la epidemiologia de la enfermedad y de los infectados. La introducciéon del TARGA en
1996 modificé la historia natural de la infeccién por VIH, aumentando tanto el tiempo desde el
momento de la infecciéon hasta el diagnéstico de SIDA, asi como reduciendo drasticamente la
incidencia de las comorbilidades y la mortalidad asociada al VIH. El impacto de los tratamientos
evidencid las limitaciones de los sistemas de vigilancia basados en los casos de sida y favorecié las
recomendaciones orientadas a incorporar la notificaciéon de nuevos diagnésticos de VIH en los
sistemas de vigilancia de la epidemia en los paises con acceso universal al tratamiento. Siguiendo
estas recomendaciones, en Catalufia, la notificacién de casos de VIH se introdujo en el Sistema de
Vigilancia de manera voluntaria y andnima en el afio 2001, y a partir del 2010 de manera
obligatoria.

En Europa, en el afio 2011 se notificaron 53.974 diagnosticos de VIH, lo que supone una tasa de
nuevos diagndsticos de VIH de 7,6 casos por cada 100.000 habitantes. Entre el total de nuevos
diagnosticos de VIH podemos encontrar pacientes que se infectaron mucho tiempo atras y han
sido diagnosticados tardiamente (cuando la cifra de linfocitos CD4+ mas cercana al momento del

diagnostico es inferior a 350 células/pl y/o presenta una enfermedad definitoria de SIDA). Por lo
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tanto, la tasa de nuevos diagnoésticos no refleja de manera exacta la magnitud ni las caracteristicas
de las infecciones que se estan produciendo en el momento actual.

El hecho de identificar entre los nuevos diagndsticos de VIH qué infecciones se han producido
recientemente si que proporcionaria una descripciéon mas precisa de los patrones actuales de la
epidemia, y con esta informacién se podrian disefiar intervenciones preventivas adecuadas para
evitar nuevas infecciones de VIH. Ademas, en el caso de los pacientes infectados por el VIH de
origen inmigrante, si se conoce la fecha de llegada al pais, la aplicacién de estos tests puede
ayudar a conocer si adquirieron la infeccién localmente, o, por el contrario, la adquirieron cuando
todavia se encontraban en su pais de origen.

Mediante el uso de estos tests serologicos, ademas de describir las caracteristicas
epidemiolégicas y conocer la magnitud de las infecciones recientes por VIH, es posible conocer la
prevalencia de resistencias transmitidas en los pacientes identificados como recién infectados.
Esta informacién es muy util, tanto desde la perspectiva de Salud Publica como la clinica, ya que la
transmision de virus resistentes puede tener un impacto negativo en la respuesta a los
tratamientos antirretrovirales. Ademas, disponer de esta informacién en los pacientes recién
infectados, respecto a tenerla en los nuevos diagndsticos, presenta una ventaja importante, ya que
en el conjunto de nuevos diagndsticos la prevalencia de resistencias transmitidas no refleja los
patrones actuales de transmision de resistencias. Por lo tanto, desde el punto de vista de Salud
Publica es importante poder monitorizar este indicador en la poblacién de recién infectados por
VIH.

Finalmente, mediante la aplicacién de los tests serolégicos para identificar infecciones
recientes es posible estimar la incidencia de VIH en una poblacién. Hasta el momento, el método
considerado como gold estandar para estimar incidencia ha sido a través del seguimiento de
cohortes de personas VIH negativas que se realizan de manera periddica el test de cribado del
VIH. Este método presenta ciertas dificultades logisticas, y, ademas, estas cohortes suelen no ser
representativas de una gran poblaciéon. De modo que los tests serolégicos aparecen como una
alternativa menos costosa para poder conocer el nimero de nuevas infecciones producidas
durante un periodo de tiempo, en el contexto de un estudio transversal. Por otro lado, si se
aplican dentro de un sistema de vigilancia de nuevos diagnésticos de VIH, seria posible estimar la
incidencia de VIH poblacional.

Por tanto, la aplicacién de los tests serologicos para identificar infecciones recientes por VIH
proporcionara informacién precisa sobre como se esta transmitiendo la infeccién por VIH en el
momento actual, cudl es la magnitud de la transmisiéon de cepas de VIH resistentes y cual es la

tasa de incidencia de VIH en nuestro medio.
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OBJETIVOS

Objetivos generales y especificos

Objetivo general 1: Estimar la viabilidad y aplicabilidad de la introduccién de los

tests seroldgicos para identificar infecciones recientes por VIH-1 en nuestro medio
Objetivos especificos
1.1)  Estimar la prevalencia de infeccion reciente entre una muestra de nuevos diagnosticos de
VIH
1.2)  Describir las caracteristicas epidemiolégicas de los pacientes con infeccién reciente

1.3)  Identificar los determinantes asociados a la infeccién reciente por VIH

Objetivo general 2: Estudiar las resistencias transmitidas a los antirretrovirales y la

distribucién de subtipos de VIH-1 en los pacientes identificados con infeccion reciente
Objetivos especificos
2.1)  Estimar la prevalencia de resistencias transmitidas y de subtipos no B entre los pacientes
recién infectados
2.2)  Identificar factores asociados a las resistencias transmitidas y a la infeccién por subtipo

no B

Objetivo general 3: Evaluar los tests seroldgicos para detectar infecciones recientes
utilizados en nuestro medio: Vironostika-LS y BED-CEIA.
Objetivos especificos

3.1) Comparar los tests mediante un estudio de concordancia.

3.2) Estimar la sensibilidad y especificidad de los tests.



OBJETIVOS

Trabajos que conforman la tesis, y relacion de objetivos a los que dan respuesta

Objetivo
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A continuacidn se presentan los cuatro trabajos que conforman esta tesis:

ARTICULO I: Recently Acquired HIV Infection in Spain (2003-2005). Introduction of the
Serological Testing Algorithm for Recent HIV Seroconversion

ARTICULO II: Prevalence of Transmitted HIV-1 Drug Resistance and Distribution of HIV-1
Subtypes Among Patients With Recent Infection in Catalonia (Spain) Between 2003 and 2005

ARTICULO III: Comparison of Two Serological Tests for the Identification of Recent HIV
Infection: Vironostika HIV-1 Microelisa and BED-CEIA Capture Enzyme Immunoassay

ARTICULO IV: Identification of recent HIV-1 infection among newly diagnosed cases in

Catalonia, Spain (2006-2008)
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ARTICULO I

Recently Acquired HIV Infection in Spain (2003-2005). Introduction

of the Serological Testing Algorithm for Recent HIV Seroconversion

Anabel Romero, Victoria Gonzdlez, Meritxell Granell, Lurdes Matas, Anna Esteve,
Elisa Martrdé, Isabel Rodrigo, Tomas Pumarola, José M. Miré, Aurora Casanova, Elena Ferrer,
Cristina Tural, Jorge del Romero, Carmen Rodriguez, Estrella Caballero, Esteve Ribera,
Jordi Casabona

and the Standardized Algorithm for Recent HIV Infections (AERIVIH) study group

Sex Transm Infect. 2009 Apr;85(2):106-10.
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RESUMEN

El estudio que se presenta a continuacién muestra la primera aplicacidn del test STARHS en
Espafia. A través de la aplicacion del test STARHS, es posible identificar aquellas infecciones que
se han producido recientemente, y de ese modo, describir las caracteristicas de los pacientes con
infeccion reciente. Esta descripcién proporciona informacién precisa sobre los patrones actuales
de transmision del VIH y, en consecuencia, puede ayudar a disefar intervenciones preventivas
adecuadas.

El objetivo de este estudio fue estimar la viabilidad de la introduccion del test STARHS en
nuestro medio y describir la frecuencia y las caracteristicas epidemioldgicas de las personas
infectadas recientemente.

Se disefi6 un estudio transversal, y se incluyeron individuos diagnosticados con VIH entre los
afios 2003 y 2005. De todos los pacientes incluidos en el estudio, se recuperaron muestras de
suero que habian sido extraidas con propdsitos diagnosticos. Las muestras de pacientes con una
prueba de VIH positiva anterior a 6 meses (desde la fecha de extraccion de la muestra
recuperada) y edad inferior a 18 afios fueron excluidas del andlisis. Las muestras
correspondientes a pacientes con recuentos inferiores a 200 células CD4+/yul, o criterios clinicos
de SIDA se consideraron como infecciones no recientes.

Participaron diferentes tipos de centros: 19 hospitales, 7 laboratorios de atencién primaria,
una clinica de infecciones de transmision sexual y 8 centros de cribado alternativos.

Se analizaron un total de 3.444 muestras usando el test STARHS. El test identific6 como
infecciones recientes (ocurridas en los Ultimos 170 dias) 660 (19,2%) muestras. Segtn el lugar
donde el paciente fue diagnosticado, se observé que el porcentaje de infecciones reciente fue
mayor en los centros de atencién primaria (21,5%), en la clinica de ITS (23,4%) y en los centros
de cribado alternativos (21,3%); respecto al porcentaje de infecciones recientes estimado en los
hospitales (16,5%). La mayoria de personas identificadas con infeccién reciente eran hombres
(79,8%) con una mediana de edad de 33,1 afios, y el 62,5% se transmitieron entre HSH. Entre los
individuos con infeccién reciente, el 26,5% eran de origen inmigrante, siendo un 48,7%
procedentes de América del Sur. Ademas, en algunos casos se pudo obtener informacién sobre la
fecha de llegada a nuestro pais. La mayoria de inmigrantes identificados con infeccién reciente (y
con informacién sobre la fecha de llegada a Espafia) llevaban en Espafia mas de un afio cuando
recibieron el diagndstico de VIH, y por tanto, adquirieron la infeccién de VIH en nuestro pais. En

relacion a la presencia de otras ITS durante el afio previo al diagnoéstico, se observd que, como
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minimo, un 16,5% de los pacientes con infeccién reciente habian declarado tener otra ITS durante
el afio previo al diagnéstico de VIH.

El estudio ha demostrado que la implementacién del test STARHS en nuestro medio es factible.
Gracias a la aplicacién de este test ha sido posible identificar entre los nuevos diagnésticos de VIH
aquellas infecciones que se produjeron en los ultimos seis meses, y se han podido describir las
caracteristicas de las personas que adquirieron la infeccion por VIH recientemente. Esa
descripcién ha permitido poner de manifiesto importantes caracteristicas de la epidemia local de
VIH, como la propagacién activa del VIH entre los HSH, el papel importante de las ITS, y la

vulnerabilidad de los inmigrantes como una nueva poblacién diana.
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Recently acquired HIV infection in Spain
(2003-2005): introduction of the serological testing
algorithm for recent HIV seroconversion

A Romero,"** V Gonzdlez,"** M Granell," L Matas,>* A Esteve,'? E Martr¢,**

| Rodrigo,® T Pumarola,® J M Mir6,® A Casanova,’” E Ferrer,” C Tural,® J del Romero,®
C Rodriguez,® E Caballero,™ E Ribera,™ J Casabona'*? and the Standardized Algorithm
for Recent HIV Infections (AERIVIH) study group

ABSTRACT

Background: Identification of recent HIV infections
provides a description of the current pattern of HIV
transmission and, consequently, can help to design better
preventive interventions. Our study shows the first
implementation in Spain of the Serologic Testing
Algorithm for Recent HIV Seroconversion (STARHS)
strategy. We assess the viability of introducing STARHS in
our setting and describe the frequency and epidemiolo-
gical characteristics of recent infections (Rls).

Methods: Between 2003 and 2005, HIV-positive blood
samples drawn for diagnostic purposes were collected
from 28 Spanish laboratories to be tested using STARHS.
Samples from patients with a previous HIV diagnosis, age
<18 years, <200 CD4 cells/uL or clinical AIDS criteria
were excluded from the analysis.

Results: A total of 660 (19.2%) samples were classified as
RI. Most people identified with Rl were male (79.8%) with a
median age of 33.1 years, and 62.5% occurred among men
who have sex with men (MSM). Immigrants made up
26.5% of individuals identified with Rls, with 48.7% coming
from South America. Among the individuals with RI, at least
16.5% had reported another sexually transmitted infection
(STI) during the year before the HIV diagnosis.
Conclusion: The study shows that the implementation of
STARHS in our setting is feasible and has highlighted
important features of the local HIV epidemic, such as the
ongoing spread of HIV among MSM, the potential role of
STls in Rls and the vulnerability of immigrants as a new
target population.

HIV infection remains a major public health
problem in Europe and there is evidence of
increasing transmission among vulnerable popula-
tions in different countries." Spain has the fifth
highest incidence rate of AIDS in Europe, with 36.0
cases per million people.” Since the introduction
and widespread use of highly active antiretroviral
therapy (HAART) in 1996, both the incidence of
AIDS and HIV-related mortality rates have
decreased dramatically. Therefore, AIDS data are
less indicative of the underlying trends in HIV
infection and many European countries have
introduced HIV reporting as part of their surveil-
lance systems. Data from eight Spanish regions
with HIV reporting systems show a shift from
parenteral to sexual transmission of HIV infec-
tion.” In Catalonia, Spain, data generated by the
Integrated AIDS/HIV/STI Surveillance System

(SIVES) suggest an increase in the incidence of
HIV among men who have sex with men (MSM)
and immigrants. Nevertheless, since new diag-
noses of HIV can include infections that occurred
many years ago, they may not reflect the
magnitude or characteristics of recent infections
(RIs). Identification of Rls provides an accurate
description of current epidemic patterns and
enables us to better tailor preventive interventions.
The Serological Testing Algorithm for Recent HIV
Seroconversion (STARHS) was first described in
1998 as a tool to differentiate RIs from long-
standing infection (LSI).” STARHS has been used
in different settings to estimate incidence®' and
describe Rls."” ® In Spain, HIV testing is offered
free at national health hospitals, primary health
centres (PHC), sexually transmitted infection (STI)
units and several community-based voluntary
counselling and testing sites (CBVCTS), which
offer free anonymous counselling and testing
services regardless of the user’s health insurance
or residence status. Current policies promote
testing in vulnerable populations and young adults
on a voluntary basis. The objectives of this study
are to assess the viability of introducing STARHS
in our setting and to describe the frequency and
epidemiological characteristics of people with RIL

METHODS

Study design
Three-year cross-sectional study (2003-2005).

Inclusion criteria
Confirmed HIV-positive test samples from
patients aged 18 years or over without a previous
confirmed HIV diagnosis during the 6 months
before extraction.

Settings

Samples were collected from 28 laboratories: 19 at
hospital outpatient clinics, one from a STI clinic, 7
laboratories covering 163 PHCs and 1 STT unit, and
1 laboratory collecting samples from 8 CBVCTS.
Centres were selected on a voluntary basis.
Twenty-two of these laboratories were from
Catalonia, three from Madrid and three from
Andalusia, La Rioja, and the Basque Country.
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Specimen collection

Residual volumes of serum specimens collected for diagnostic
purposes were sent by the participating laboratories to the
coordinating centre (Centre d’Estudis Epidemiologics sobre les
ITS i la Sida de Catalunya, CEEISCAT). All personal identifiers
were removed from the samples, which were sent to the
coordinating centre with a study number. Only the recruitment
centre had access to personal identifiers. Specific testing was
performed at the Microbiology Service of the Hospital
Universitari Germans Trias i Pujol.

Laboratory methods

Samples were additionally tested for HIV by a conventional sensitive
enzyme immunoassay (EIA) (Anti-HIV TETRA Elisa, Biotest,
Dreieich, Germany) to double-check that all the samples were HIV
positive. Positive specimens were then tested using a modified
version of the Vironostika HIV-1 EIA (bioMérieux, Durham, North
Carolina, USA) in which sample dilution and sample and conjugate
incubation times were modified to render it less sensitive. Standard
optical density (OD) was calculated as follows:

sample OD - median negative control OD/median calibrator OD -
median negative control OD.

Specimens with a standard OD <2.0 were retested in triplicate.
Duration of infection was defined as recent for retested specimens
with a standard OD <1.0 and longstanding for those with a
standard OD =1.0. People with RI can be presumed to have
seroconverted within the past 170 days (95% CI 144 to 200)."

Since 2000, CEEISCAT and the microbiology service of the
Hospital Universitari Germans Trias i Pujol have been partici-
pating in an international STARHS quality control programme
established by the Centers for Disease Control and Prevention
(FDA BB-IND # 8193).

Interpretation of results

An infection was considered recent if the sample reacted with
the sensitive EIA but not with the modified less sensitive EIA
(that is, had low HIV antibody titres). Since antibody titres may
fall in advanced stages of HIV infection, patients whose samples
did not react and who presented clinical criteria for AIDS or a
CD4+ T cell count <200 cells/pL were considered as having LSI.

Data collection

A data collection form, including CD4+ T cell counts, HIV viral
loads and previous HIV testing, was filled out by the laboratory
staff. A second data collection form, compiled by the patient’s
physician or a designated person, with demographical and clinical-
epidemiological variables (sex, date of birth, country of origin,
date of arrival in Spain, sexual orientation, use of injected drugs,

STI diagnoses, HIV infection status at the time of diagnosis and
use of antiretrovirals) was used only for diagnosis of RI.

The total number of HIV tests performed and the positive
results were recorded for each centre.

Statistical analysis

The normal approximation 95% Cl was calculated, as was the exact
CI when appropriate. Differences in the distribution of several
characteristics between diagnosis sites were assessed using Pearson’s
% test with a Bonferroni correction for multiple comparisons.

RESULTS

The number of HIV tests performed at recruitment sites was
higher in hospitals, but STI clinic and CBVCTSs had the highest
prevalence of HIV. We studied 59% of all the positive samples
from each centre between January 2003 and December 2005.
The samples studied as a percentage of all positive samples per
type of centre were distributed as follows: hospitals 50%; PHCs
71%; STI clinic 77%; CBVCTSs 89% (table 1).

We collected 4172 samples, of which 728 did not meet the
inclusion criteria and were excluded from the analysis. Out of the
remaining 3444 specimens, 713 were non-reactive by the less
sensitive assay, but 53 samples were from patients with <200
CD4+T cells/pL or clinical criteria for AIDS and were considered to
be LSIs. Therefore, 660 (19.2%) samples were considered Rls (fig 1).

Of the samples, 50.2% (n = 1728) were from hospitals, 37.3%
(n=1285) from PHCs, 10.2% (n=2351) from STI clinic and
2.3% (n=80) from CBVCTSs. The RI percentage differed with
the type of centre: 16.5% (n=285; 95% CI 14.7 to 18.2) at
hospitals, 21.5% (n = 276; 95% CI 19.2 to 23.7) at PHCs, 23.4%
(n=282; 95% CI 18.9 to 27.8) at STI clinic and 21.3% (n=17;
95% CI 12.9 to 31.8) at CBVCTSs. The percentage of RI in
hospitals was significantly lower than in PHC and STI clinic
(p<0.001) (table 1).

The characteristics of individuals with RI are shown in Table 2.
Most were male (79.8%), median age was 33.1, MSM was the
main HIV transmission group (62.5%) and 38.8% reported at least
one STI within the 12 months before HIV diagnosis. Country of
origin was known in 426 cases and 26.5% were immigrants,
mainly from South America (48.7%). The date of arrival in Spain
was collected in only 71 cases; 59 (83%) of which arrived more
than 12 months before the time of HIV diagnosis (median 39
months; interquartile range 21-60). We found statistically
significant differences by gender, origin, transmission group and
coinfection with other STIs according to the site of diagnosis.

DISCUSSION

To our knowledge, this is the first time the STARHS technique
has been used in Spain. The percentages of HIV diagnosis vary
between the centres. The number of samples from Catalonian

Table 1 Distribution of HIV tests performed by centre (2003-2005)

Total Hospitals PHCs STI clinic CBVCTSs
HIV tests performed* 478 932 250 398 210 359 14 962 3213
Positive HIV testsT 5800 (1.2%) 3455 (1.4%) 1805 (0.9%) 451 (3.0%) 89 (2.8%)
Samples collected® 4172 2305 1404 374 89
Samples studied} 3444 (59.4%) 1728 (50.0%) 1285 (71.2%) 351 (77.8%) 80 (89.9%)
Recent infections 660 (19.2%) 285 (16.5%) 276 (21.5%) 82 (23.4%) 17 (21.3%)

*Number—this number does not represent single persons; Tnumber of positive HIV tests performed and prevalence (percentage) of positive HIV tests—this number does not
represent single persons. Out of 5800 positive HIV tests, 1628 were not collected for the study (mostly because of insufficient volume). Prevalence was calculated as follows:
number of HIV tests performed divided by the total number of HIV tests performed; fnumber of samples included in the study and percentage of studied samples over the total of
positive HIV tests by each centre—this number represents single persons; §number and percentage of recent infections—this number represents single persons. Percentages of
recent infections by site of diagnosis were computed over the total number of samples with the inclusion criteria studied from each centre.

CBVCTSs, community-based voluntary counselling and testing sites; PHCs, primary health centres; STI, sexually transmitted infection.
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4172 confirmed HIV-positive test
samples
[ 728 excluded
v samples*

3444 tested with LS-EIA

Reactive Non-reactive
, l
2731 53 with CD4 < 200
reactive cells/pL or AIDS

660 with recent infection
(19.2%)

2784 with longstanding
infection (80.8%)

Figure 1  Algorithm for the identification of recently infected samples.
*0Of the 728 samples excluded, 75.0% belonged to patients whose HIV
infection was diagnosed more than 6 months before sample collection,
11.1% were duplicate samples, 9.2% were HIV-negative samples, 2.7%
did not have enough volume, 1.4% were negative by Western blot and
0.5% were from patients aged under 18 years.

centres—when compared with the HIV reporting system of
Catalonia—represents 74% of all HIV cases reported during the
same period. Therefore, although not representative, we
consider the diagnoses of HIV in the study population to be
indicative of those currently made in our setting. According to
our results, 19.2% of new diagnoses had acquired the infection
during the 6 months before the test and this is consistent with
the results of a recently published study from 10 United States
cities.” The percentage of Rls varied according to the type of
recruitment centre and the differences were statistically
significant. Although a lower percentage of positive samples
from hospitals were included in the study, the fact that this
group had the lowest percentage of Rls suggests that PHCs, STI
clinic and CBVCTSs receive a high number of Rls because they
are the first line of referral and, therefore, much closer to the
community. Given the increasing evidence that people who are
diagnosed with HIV reduce risk behaviour and, thus, HIV
transmission,”® ' this finding clearly supports the need to
improve the offer of HIV testing and reinforce the activity of
CBVCTSs, including implementation of rapid HIV testing.”
Data from regional HIV reporting systems in Spain show that
46% and 31% of all new diagnoses correspond to heterosexual
individuals and MSM, respectively.® The high proportion of MSM
among Rls in our study (62.5%) may be attributable to several
factors. Although a potential selection bias may have occurred
because the STT clinic in Madrid, which also has a voluntary
counselling and testing service, attends a high proportion of
patients who are MSM, even if this centre is removed from the
analysis, MSM account for 56% of all individuals identified as
having RI. Therefore, other factors should be considered. First,
concern among the gay community about infection means that
they test more often and sooner after a potential exposure. In
Spain, 39.4% of the general population had taken an HIV test
once,” whereas for MSM this percentage was 81.0%.
Accordingly, MSM is the group with the lowest percentage of
diagnoses made with <200 CD4 cells/uL.* Second, the incidence
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of sexual risk practices and STIs are increasing among MSM in our
setting,* ! suggesting that the incidence of HIV is higher among
this group and that the likelihood of diagnosing infection at an
earlier stage could increase. Our results also support that the HIV
epidemic is growing again among the local gay community.

Almost 39% of all individuals with RI reported at least one
STI diagnosed over the previous 12 months, the highest
percentage being at PHCs (75%). This finding should be
interpreted with caution because of the high number of missing
values for this variable. While there was information on co-
infection for all Rls identified at STI clinics, this was available
for only 53.0%, 13.0% and 70.6% of Rls from hospitals, PHCs
and CBVCTSs, respectively. Moreover, one laboratory receiving
samples from PHCs in Barcelona also serves as a STI unit and
this may contribute to the high percentage of co-infection at
this site. However, even assuming that all patients from whom
we have no information on STI co-infection were not infected,
the percentage of patients with a RI and a STI during the year
before HIV diagnosis would be 17% (table 2). Consistent with
those of other studies,”” " our results suggest that STI may
play a role in the transmission of HIV in our setting.

Although we only had information on the country of origin
for 65% of the individuals with RI, more than a quarter of those
infected were immigrants. The proportion of immigrants with
RI was much higher (78.6%) at CBVCTSs than at the other
sites. Since we have no information on LSI, it is difficult to
interpret this data; however, if we assume a similar proportion
of immigrants among the LSI, it may reflect a preference for
non-official sites that offer anonymous voluntary counselling
and testing to this population. Otherwise, it could reflect a
higher incidence of HIV infection among this group. To
ascertain whether these infections were imported or locally
acquired, we recorded the date of arrival in Spain. Of 71
immigrants with RI for whom this variable was available, 59
(83%) arrived in Spain more than 1 year before they were
diagnosed with HIV. Although the finding cannot be extra-
polated, it does suggest that in Spain most HIV infections
among immigrants are locally acquired. This is consistent with
the fact that in our setting, unlike the UK, immigrants come
mainly from countries with a low prevalence HIV, such as
Morocco, Romania and Latin America.”

A possible limitation of our study was the difficulty in retrieving
clinical-epidemiological data from all the patients whose samples
were studied. On the one hand, we could not systematise the
collection of additional data from the samples studied and had to
limit it to RI. On the other, samples from laboratories correspond-
ing to outside clinics could not be linked to clinical records because
of confidentiality issues. Therefore, the characteristics of indivi-
duals with RI were not compared with the characteristics of
individuals with LSI and this has resulted in a relatively high
percentage of missing values in some variables from patients with
RI. Another limitation was the differences in sample recruitment
between the different centres. Whereas some centres collected 90%
of all positive samples, others collected 50%. Nevertheless, our
results are consistent with other studies and with the epidemio-
logical trends identified using other information sources.*

The limitations of STARHS are well-known, especially
misclassification of advanced disease stage, AIDS or patients
on antiretroviral treatment as Rls. Nevertheless, access to
clinical and laboratory information allowed us to detect and
exclude misclassifications.” The Vironostika HIV-1 EIA is based
on subtype B antigens. Therefore, when used to detect RI, this
assay performs differently on B and non-B subtypes,* with a
longer window period on non-B subtypes. Although few studies
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Table 2 Characteristics of people with recent infection (2003-2005) by site of diagnosis

Total n (%) Hospitals n (%) PHCs n (%) STI clinic n (%) CBVCTSs n (%) p Value$
Gender (n=639)* <0.001**
Men 510 (79.8) 227 (80.2) 188 (73.2) 78 (95.1) 17 (100.0)
Origin (n = 426)* <0.001++
Spain 313 (73.5) 180 (73.2) 73 (83.0) 57 (73.1) 3(21.4)
Immigrants 113 (26.5) 66 (26.8) 15 (17.0) 21 (26.9) 11 (78.6)
South and Central America 62 (54.9) 33 (50.0) 8 (60.0) 13 (61.9) 7 (63.6)
Western and Central Europe 18 (15.9) 7 (10.6) 4 (26.7) 7 (33.3) 0(0.0)
Middle East and North Africa 11 (9.7) 6 (9.1) 1(6.7) 1(4.8) 3(27.3)
Sub-Saharan Africa 10 (8.8) 9 (13.6) 1(6.7) 0 (0.0) 0 (0.0
Eastern Europe and Central Asia 8 (7.1) 7 (10.6) 0 (0.0) 0 (0.0) 1(9.1)
Other 4 (3.5) 4 (6.1) 1(6.7) 0(0.0) 0 (0.0)
Age, yT (n=623)* 32.9 33.2 33.0 31.8 30.1 0.741
<30 225 (36.1) 105 (38.2) 83 (33.1) 29 (36.3) 8 (47.1)
30-40 274 (44.0) 113 (41.1) 116 (46.2) 38 (47.5) 7 (41.2)
40-50 93 (14.9) 40 (14.5) 42 (16.7) 10 (12.5) 1(5.9)
>50 31 (5.0) 17 (6.2) 10 (4.0) 3(3.8) 1(5.9)
Transmission group (n = 389)* <0.001%%
MSM 243 (62.5) 125 (54.8) 41 (62.1) 73 (90.1) 7 (50.0)
Heterosexual 90 (23.1) 64 (28.1) 15 (22.7) 7 (8.6) 1(7.1)
Injection drug users 56 (14.4) 39 (17.1) 10 (15.2) 1(1.2) 6 (42.9)
STIE (n=281)* 109 (38.8) 54 (35.8%) 27 (75%) 27 (32.9%) 1 (8.3%) <0.00188
Non-specified syphilis 52 (47.7) 27 (50.0) 18 (66.7) 7(25.9) 0(0.0)
Gonococci 10 (9.2) 4 (7.4) 3(11.1) 3(11.1) 0 (0.0
Herpes 5 (4.6) 2 (3.7) 1(3.7) 2 (1.4) 0 (0.0)
Chlamydia 3(2.7) 2 (3.7) 0 (0.0) 1(3.7) 0 (0.0)
Other/non-specified 39 (35.8) 19 (35.2) 5 (18.5) 14 (51.9) 1(100.0)

*The number of samples with available information for each variable. Stratified subtotals may not match the total number of Rl because missing values were excluded from each
variable; Tmedian; thaving a diagnosis of a sexually transmitted infection (STI) within 12 months before study inclusion; §p value, Pearson’s y” test; the diagnosis of syphilis was
self-reported by the patient, during the last 12 months, before study inclusion; **differences between hospitals and STI clinic and primary health centres (PHC); differences
between community-based voluntary counselling and testing sites (CBVCTSs) and each of the other sites; iidifferences between ST clinics and each of the other sites;

88differences between PHCs and each of the other sites.

have analysed the distribution of HIV subtypes in Spain, only
7.6% of all clinically diagnosed acute HIV infections may be
non-B subtypes.” However, given that most immigrants come
from South America,” it is unlikely that non-B HIV subtypes
have significantly affected the results of this study. In any case,
they would have produced a slight overestimation of the
percentage of RI. Nevertheless, since 2008 our laboratory has
been using the BED assay, which has a similar window period for
HIV subtypes A to E** 7 and better reproducibility since it is based
on the HIV IgG to non-HIV IgG ratio and uses a simple 1:100
dilution, which performs better in subtypes B, E and D.**

In summary, the study showed that implementing STARHS in
our setting is feasible and, more importantly, that in order to
improve the use of the data collected, it is necessary to implement
these studies in settings where more complete clinical-epidemio-
logical data are available. Consequently, since 2006, STARHS has
been included in the Integrated AIDS/HIV/STI Surveillance
System in Catalonia by systematically testing all new HIV
diagnoses made in 14 hospitals, nine of them participating in an

» Serologic Testing Algorithm for Recent HIV Seroconversion
(STARHS) is feasible and it helps to identify local
epidemiological features.

» Since 2006, STARHS is included in the HIV/STI Integrated
Surveillance System of Catalonia, Spain.

Sex Transm Infect 2009;85:106—110. doi:10.1136/sti.2008.031864

open cohort (PISCIS) of people who are HIV positive,* * as well as
throughout the CBVCTS network of the region.* Eventually, this
should enable us to collect data from patients with LSI and to
estimate incidence rates. This study highlights important epide-
miological features of local HIV infection, such as the ongoing
spread of HIV among MSM, the potential role of STIs in new HIV
infections and the vulnerability of immigrants as a new target
population, which should be taken into account in national HIV
and STI prevention strategies.
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RESUMEN

La vigilancia de las resistencias transmitidas entre los pacientes que todavia no han recibido
tratamiento antirretroviral proporciona una informacién necesaria para considerar la terapia
antirretroviral de eleccién. En los pacientes con infecciéon reciente, ademas, conocer la
prevalencia de resistencias transmitidas es un indicador sensible para monitorizar la evolucién
de las cepas de VIH-1 resistentes en una poblacién.

Los movimientos poblacionales, resultado de los fenémenos de inmigracién o viajes
internacionales, y los contactos sexuales con individuos de paises donde los subtipos no B son
mas prevalentes han dado lugar a un aumento de los subtipos no B en algunos paises
desarrollados, donde el subtipo mas prevalente habia sido el B.

Los objetivos de este estudio han sido estimar la prevalencia de cepas de VIH-1 con resistencias
transmitidas a los antirretrovirales y describir los subtipos de VIH-1 entre una muestra de
pacientes con infeccion reciente en Cataluiia, entre los afios 2003 y 2005. Ademas, también se
propuso describir las caracteristicas de estos pacientes en funcién de la presencia o ausencia de
resistencias y segun el subtipo de VIH-1.

Después de identificar las muestras de pacientes con infeccidén reciente a través del test
STARHS en un estudio previo, se recuperaron aquellas que correspondian a los pacientes
identificados con infeccién reciente, y que no habian recibido tratamiento antirretroviral. Una vez
recuperadas, se realiz6 el genotipado de las muestras y se obtuvo la secuencia FASTA de cada una.
Las secuencias FASTA se analizaron usando el programa disponible en la web de Stanford (HIVDB
Program). Para estimar la prevalencia de resistencias transmitidas se us6 el listado de
mutaciones publicado por la OMS en el afio 2009.

Entre un total de 182 pacientes con infeccién reciente, 14 (7,7%) presentaron resistencias
transmitidas. Siete (3,8%) tenian resistencias transmitidas frente a los ITINANS, 6 (3,3%) frente a
los ITIANS, 3 (1,6%) frente a los IPs, y sélo dos individuos (1,1%) presentaban resistencias frente
a mas de una familia de farmacos. No se encontraron diferencias entre los pacientes infectados
por cepas con resistencias y los pacientes infectados por cepas sin resistencias. Un total de 35
pacientes (19,2%) estaban infectados por un subtipo de VIH-1 no B. Los pacientes infectados por
subtipos no B eran mayores (35,9 vs 32,8 anos), con mayor frecuencia habian adquirido la
infeccién a través del uso de drogas por via parenteral, y se habian diagnosticado con mayor
frecuencia en areas de fuera de Barcelona y su drea metropolitana. Un 17,2% de los pacientes de

origen autdctono estaban infectados por subtipos de VIH-1 no B.
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Este estudio es el primero en estimar la prevalencia de resistencias transmitidas en pacientes
con infeccion reciente por VIH-1 en Cataluifia, y los resultados son muy similares a otros estudios
realizados en otras regiones de Espafia. La alta prevalencia de subtipos no B entre los pacientes
autoctonos sugiere que éstos se encuentran circulando entre nuestra poblacién Para el
seguimiento adecuado de estos pardmetros es necesaria la vigilancia epidemiolégica sistematica

de las resistencias transmitidas.
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Results: Of 182 recently infected patients, 14 (7.7%) presented TDR. Seven (3.8%) had genotypic evidence
of TDR against non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors, 6 (3.3%) against nucleoside reverse tran-
scriptase inhibitors, 3 (1.6%) against protease inhibitors (PIs), and only 2 individuals (1.1%) presented
TDR against more than one class of drugs. Thirty-“ ve (19.2%) patients were infected with a non-B HIV-1
subtype.
Conclusion: This is the “rst study to estimate the prevalence of TDR in recently infected patients in Cat-
alonia. The results are similar to those of studies performed in other Spanish regions. Correct monitoring
of these parameters requires systematic epidemiologic surveillance of transmitted resistance.

© 2010 Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Prevalencia de resistencias primarias transmitidas y distribucion de subtipos
VIH-1 en pacientes con infeccion reciente en Cataluna (2003-2005)

RESUMEN

Los objetivos de este estudio fueron evaluar la prevalencia de las resistencias primarias transmitidas (RPT)
y de subtipos de VIH-1 en pacientes recientemente infectados en Cataluna entre 2003 y 2005, y describir
las caracteristicas de estos pacientes segtin la presencia o ausencia de RPT y el subtipo de VIH-1.
Meétodos: Después de la aplicacion del algoritmo de pruebas serolégicas para la seroconversion reciente
al VIH (STARHS), alicuotas residuales de las muestras de suero de individuos recientemente infectados no
tratados previamente con antirretrovirales fueron genotipados. Las secuencias FASTA se analizaron con
el programa HIVdb. Se utiliz6 el listado de mutaciones de la Organizacién Mundial de la Salud del 2009
para estimar la prevalencia de resistencias transmitidas.

Resultados: De 182 pacientes recientemente infectados, 14 (7,7%) presentaron RPT. Siete personas (3,8%)
presentaban evidencias genotipica de RPT a los inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos a
nucleésidos, 6 (3,3%) frente a inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucleésidos, 3 (1,6%)
frente a los inhibidores de la proteasa, y solo 2 personas (1,1%) presentaron RPT a mas de una familia de
medicamentos. Treinta y cinco (19,2%) pacientes estaban infectados con un subtipo no-B del VIH-1.
Conclusion: Este es el primer estudio que estima la prevalencia de RPT en pacientes recientemente infec-
tados en Cataluna, y los resultados son similares a los de estudios realizados en otras regiones espanolas.
Para el adecuado seguimiento de estos parametros es necesaria la vigilancia epidemiolégica sistematica

de las RPT.

© 2010 Elsevier Espana, S.L. Todos los derechos reservados.

Introduction

Emergence of transmitted HIV-1 drug resistance is well doc-
umented almost everywhere combined antiretroviral treatment
(cART) is available. Global resistance estimates vary between 5%
and 25% in primary infection, depending on study population,
de* nition of resistance, cART strategy, infection status (recent or
chronic), and year of evaluation.!2 In Spain, the rate of transmitted
HIV-1 drug resistance has been reported to be between 7.1 and
12.1%.34

Continued surveillance of transmitted HIV-1 drug resistance
provides useful information on cART as a “ rst-line regimen. Base-
line resistance has been shown to impair the response to highly
active antiretroviral therapy (HAART)> although a genotype-
guided cART regimen can prove just as effective in patients
with primary drug resistance as in patients with wild-type
virus.b

In addition, increased population movements resulting from
immigration, international travel, and sexual contact with individ-
uals from countries where non-B subtypes are endemic have led
to increased prevalence of these strains in developed countries.”
The presence of circulating non-B subtypes complicates the inter-
pretation of tests (viral load or resistance testing) that have been
developed mainly for B subtypes. Many reported minor mutations
associated with resistance by B subtypes are natural polymor-
phisms in some non-B subtypes, although their impact on the
susceptibility of antiretroviral drugs has not been clari“ed to
date.

The objectives of this study were to report the prevalence of
transmitted HIV-1 drug resistance and HIV-1 subtypes in patients
with recent HIV-1 infection in the area of Catalonia (Spain) between
2003 and 2005 and to describe the characteristics of these patients

according to the presence or absence of transmitted HIV-1 drug
resistance and HIV-1 subtype.

Patients and methods
Patients

The study population was composed of new HIV-1 diagnoses,
antiretroviral-naive individuals who were identi“ed as having
newly diagnosed with recent HIV-1 infection between 2003 and
2005 at 26 of the 28 laboratories participating in the AERI project.®
We were only able to include samples from 17 of the 26 laboratories
(1 each from Badalona, L Hospitalet de Llobregat, Lleida, Sabadell,
Palamos, Reus, Tortosa, Cornella, Granollers, and Vic, as well as 5
from Barcelona and 2 from Mataré).

The protocol was approved by the ethics committees of all the
participating centers. An infection was considered recent if the
sample reacted with the sensitive enzyme immunoassay (EIA) but
not with the modi“ ed less sensitive EIA (LS-EIA (ie, had low HIV-1
antibody titers). Since antibody titers can fall in advanced stages
of HIV-1 infection, patients whose samples did not react and who
presented clinical criteria for AIDS were not considered recently
infected. All patients who had initiated cART before sampling were
excluded from this analysis.

Specimen collection

Residual aliquots of serum collected for diagnostic purposes
were frozen and sent by the participating laboratories to the coor-
dinating center (Centre d’Estudis Epidemiologics sobre les ITS i la Sida
de Catalunya, CEEISCAT). After application of Serological Testing
Algorithm for Recent HIV Seroconversion (STARHS) samples were
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4172 samples collected for the AERI project 2003-2005
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v

3444 tested with LS-EIA

A 4 A
2731 reactive

(considered long-standing
infections)

713 nonreactive

728 samples excluded *

- 286 from patients with no information about previous treatment

489 Samples excluded from the resistance study
- 96 from two centers that decided not to participate in
the present study
- 28 from patients with clinical criteria for AIDS
- 9 from patients with previous ARV treatment
- 70 from patients with insufficient sample volume

v

224 samples eligible for the resistance study

v

42 samples excluded due to lack of amplification

y

182 samples analyzed

*Of the 728 samples excluded, 75.0% belonged to patients whose HIV infection was diagnosed
more than 6 months before sample collection, 11.1% were duplicate samples, 9.2% were HIV-
negative samples, 2.7% did had insufficient volume, 1.4% were negative by WB, and 0.5% were

from patients aged under 18 years.

Figure 1. Flowchart of samples included in our study. *Of the 728 samples excluded, 75.0% belonged to patients whose HIV infection was diagnosed more than 6 months
before sample collection, 11.1% were duplicate samples, 9.2% were HIV-negative samples, 2.7% did had insuf“ cient volume, 1.4% were negative by WB, and 0.5% were from

patients aged under 18 years.

stored at =70 C. The residual volumes of serum specimens from
recently infected treatment-naive patients were sent to the two
laboratories responsible for genotyping (IrsiCaixa Foundation and
Hospital Clinic).

Data collection

Laboratory staff completed a data collection form to record
CD4* T-cell count, HIV-1 viral load, and previous HIV-1 test results.
An additional data collection form was required for each recently
infected case. This form was completed by the patient s physician
or a designated person and contained demographic and clinical-
epidemiological variables (sex, date of birth, country of origin, date
of arrival in Spain, HIV-1 risk category, sexually transmitted infec-
tions, known HIV-1 status at the time of current testing, and use of
cART).

Quality control

Extensive control procedures were implemented to ensure the
quality of the data. In patients identi“ ed as recent infected, their
identi“ cation study numbers were sent to each participant centre
to ensure that each included patient had not received antiretroviral
treatment. Patients for whom no information on previous cART was
available were excluded from the analysis.

Identi cation of recent infections

HIV-1 positive specimens were tested at the Microbiology Ser-
vice of Hospital Universitari Germans Trias i Pujol using a modi*“ ed
version of the Vironostika HIV-1 EIA (bioMérieux, Durham, North
Carolina, USA), in which sample dilution times and sample and
conjugate incubation times were modi“ ed to render it less sensi-
tive. Recent infection was de* ned as occurring within the past 170
days (95% con* dence interval [CI], 144-200).° Since 2000, CEEISCAT
(Center for Epidemiological Studies on STIs/HIV/AIDS of Catalonia)
and the Microbiology Service of the Hospital Universitari Germans
Trias i Pujol have been participating in an international STARHS
quality control program established by the Centers for Disease Con-
trol and Prevention (FDA BB-IND # 8193).

Genotyping

HIV-1 reverse transcriptase and protease genes were genotyped
using the TruGene HIV-1 Genotyping Kit, (Siemens Healthcare
Diagnostics, Barcelona, Spain) at the IrsiCaixa laboratory and the
ViroSeq HIV-1 Genotyping System (Abbott Molecular, Abbott Park,
Illinois, USA) at the Hospital Clinic laboratory. TruGene ampli“ es
from codon 4 to 99 in the protease gene and from codon 37 to 247
in the reverse transcriptase gene. ViroSeq ampli“ es codons 1 to 99
inthe protease gene and codons 1to 335 in the reverse transcriptase
gene.



In order to homogenize the sequence analyses, all FASTA
sequences were analyzed using the HIVDB Program (available from
http://hivdb.stanford.edu, August 2008) and summarized. How-
ever, to calculate the prevalence of mutations associated with
reduced drug susceptibility, we used the World Health Organiza-
tion (WHO) 2009 List of Mutations for Surveillance of Transmitted
Drug Resistant HIV Strains.!? Viral subtypes were assessed on the
basis of the pol sequence using the REGA HIV-1 subtyping tool, ver-
sion 2 (available from http://www.bioafrica.net/subtypetool/html/,
July 2009). In cases where the REGA HIV-1 subtyping tool did
not assign a valid subtype, we used phylogenetic analysis. Genetic
distances and evolutionary rates were computed using a Kimura
2-parameter model. Neighbour-joining phylogenetic trees of each
subject s pol sequences were constructed using MEGA4.1. The reli-
ability of phylogram clustering was assessed by bootstrapping
analyses.

Statistical analysis

We calculated the proportion of the presence or absence of
transmitted HIV-1 drug resistance and B and non-B HIV-1 subtypes.
We provided the 95% CI using the normal approximation or the
exact method when appropriate. Patients with or without resistant
pro“les and with B or non-B HIV-1 subtypes were compared using
the Pearson chi square test or Fisher exact test. The Mann-Whitney
test was performed for quantitative variables. The variables exam-
ined were gender, age at diagnosis, route of transmission, origin,
year of diagnosis, CD4* T-cell count, HIV-1 viral load, co-infection
with a sexually transmitted infection, and geographic area. Univari-
ate and multivariate logistic regression models were constructed
to identify the characteristics associated with infection by a non-B
HIV-1 subtype.
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Table 1
Prevalence of Mutations in the Protease and Reverse Transcriptase Genes.

Mutations Frequency N (%)

PR gene
L10F/I/V 19(10.4)
A71T/V 19(10.4)
D30N 1(0.5)
K43T 1(0.5)
147V 1(0.5)
Q58E 1(0.5)
V82L 1(0.5)
L90S 1(0.5)

RT gene

NRTIs
A62V 5(2.7)
V1181 5(2.7)
M41L 3(1.6)
G333E 3(1.6)
D67N/E 2(1.1)
L210M 2(1.1)
L210W 1(0.5)
T215D 2(1.1)
T215F 1(0.5)
K219Q/E 2(1.1)
T69N 1(0.5)
K70R 1(0.5)
V75A/I/T|V 1(0.5)
Y115C 1(0.5)
E44A 1(0.5)

NNRTIs
E138A 10 (5.5)
V179E/D/C 7(3.8)
K103N 5(2.7)
K103R 4(2.2)
A98T/G 2(1.1)
Y188L/H 2(1.1)
F227L/S 2(1.1)
V106A 1(0.5)
V108I 1(0.5)
V90l 2(1.1)
V1061 2(1.1)

Results

We collected 4,172 samples between 2003 and 2005. After
excluding duplicates and patients with a previously known HIV-
1 infection, we used LS-EIA to analyze 3,444 samples, of which
713 were nonreactive. Of these, 489 were excluded for various
reasons (lack of information about previous treatment, samples
from 2 centers that did not participate in the study, AIDS, previous
antiretroviral treatment, or insuf” cient sample volume); therefore,
224 samples were eligible, and, of these, 182 were successfully
genotyped (Fig. 1). Age, gender, origin, and HIV-1 risk were sim-
ilar for the study patients and those who were excluded (data not
shown). Most of the patients were male (80.8%), natives of Spain
(76.2%), and the median age was 33.3 years. The main route of HIV-
1 acquisition was sexual relations between men who have sex with
men (48.3%), followed by heterosexual relations (22.5%), and intra-
venous drug use (13.2%). Median (interquartile range (IQR)) viral
load (log1g) was 5.0 (4.5-5.5) and median (IQR) CD4 lymphocyte
count was 541 cells/mm?3 (357-698).

According to the WHO 2009 list, 7.7% (95% Cl, 4.3-12.6) of
individuals with recent infections (14 cases) presented mutations
associated with resistance. Seven patients (3.8%; 95% CI, 1.6%-
7.8%) had evidence of resistance against non-nucleoside reverse
transcriptase inhibitors (NNRTIs), 6 (3.3%; 95% CI, 1.2%-7.0%)
had genotypic evidence of primary drug resistance to nucleoside
reverse transcriptase inhibitors (NRTIs), 3 (1.6%; 95% CI, 0.3%-4.7%)
against protease inhibitors (PlIs),and only 2 (1.1%; 95% CI, 0.1%-3.9%)
presented mutations associated with resistance against more than
1 class of drugs. The prevalence of resistance was 10.0% (95% ClI,
3.8-20.5) for 2003, 6.5% (95% CI, 2.1-14.5) for 2004, and 6.7% (95%
Cl, 1.4-18.3) for 2005.

Mutations in bold are considered to be associated with resistance according to the
list for surveillance by WHO.

According to the WHO list, the most prevalent resistance
mutations K103N (2.7%), and M41L (1.6%) were in the reverse
transcriptase gene. In addition, considering mutations reported by
the HIVDB, minor mutations were common in the protein gene
(L10F/I/V and A71T/V; 10.44% each), as were NNRTI-related muta-
tions, such as E138A (5.49%), V179E/D/C (3.85%), and K103R (2.2%).
A list with all the mutations observed is presented in Table 1.

Patient characteristics according to the presence or absence of
transmitted HIV-1 drug resistance (WHO 2009 List of Mutations)
are shown in Table 2. Patients with transmitted HIV-1 drug resis-
tance were men (100.0%) with a median age of 33.6 years. Men who
have sex with men accounted for 57.1%, and 57.1% were from Spain.
An STI was diagnosed in 75%, 71.4% were subtype B, 85.7% were
from the area of Barcelona, the median viral load (log;g) was 4.7
and the median CD4 lymphocyte count was 476 cells/mm?. There
were no statistically signi“ cant differences between resistant and
nonresistant groups. However, immigrants (15.0%), men (9.5%), and
patients with a diagnosis of a sexually transmitted infection (8.3%)
showed a higher prevalence of transmitted HIV-1 drug resistance.

Of the 182 successfully genotyped samples, 147 (80.8%) were
labeled as subtype B and 35 (19.2%) were classi“ ed as other sub-
types. A total of 39 sequences were not ascribed by the REGA sub-
typing tool and the subtype was assigned by phylogenetic analysis.
The distribution of non-B subtypes was CRFO2_AG (n=11), CRFO1_AE
(n=9), G (n=3), A (n=3), F/B (n=2), G/B (n=2), D (n=1), H/B (n=1), J/K
(n=1),K/G (n=1) and C(n=1). The characteristics of patients accord-
ing to HIV-1 subtype are shown in Table 3. Most of the patients
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Characteristics of patients according to the presence or absence of transmitted HIV-1 drug resistance, according the World Health Organization 2009 List of Mutations for
Surveillance of Transmitted Drug Resistant HIV Strains.

Total Non resistant Resistant P
182 168 (92.3) 14(7.7)
95% Cl: (87.4-95.7 95% Cl: 4.3-12.6

Sex” .075
Male 147 (80.8) 133(79.2) 14 (100.0)

Female 35(19.2) 35(20.8) 0(0.0)

Age (years) (N=181)" 33.3(27.2-37.9) 33.3(27.2-37.8) 33.6 (28.2-42.7) .500
<30 69 (38.1) 65 (38.9) 4(28.5) 677
30-40 78 (43.1) 72 (43.1) 6(42.9)

40-50 21(11.6) 19(11.4) 2(14.3)
>50 13(7.2) 11(6.6) 2(14.3)

Route of transmission” 404
Men who have sex with men 88 (48.3) 80(47.6) 8(57.1)

Heterosexual 41 (22.5) 37 (22.0) 4(28.6)
Intravenous drug use 24 (13.3) 22 (13.1) 2(14.3)
Others/unknown 29(15.9) 29(17.3) 0(0.0)

Origin” (N=168)™" 101
Natives 128 (70.3) 120(77.9) 8(57.1)

Immigrant 40 (29.7) 34(22.1) 6(42.9)

Plasma RNA-HIV-1 (log;p) N=162)" 5.0 (4.5-5.5) 5.1 (4.5-5.6) 4.7 (4.2-5.3) .093
<5.0° 81(50.0) 73 (48.3) 8(72.7) 210
>5.0 81 (50.0) 78 (51.7) 3(27.3)

CD4 cell count /mm? (N=154)" 541 (357-698) 541 (358-6999) 476 (194-714) .582
<350" 36 (23.4) 33(23.0) 3(30.0) .540
350-500 31(20.1) 28(19.4) 3(30.0)
>500 87 (56.5) 83(57.6) 4(40.0)

STI co-infection (N=96) 147
Yes 36 (37.5) 33(35.9) 3(75.0)

No 60 (62.5) 59 (64.1) 1(25.0)

HIV subtype’ 477
B 147 (80.8) 137(81.5) 10(71.4)

Non B 35(19.2) 31(18.5) 4(28.6)

Geographic area’ 624
Barcelona 165 (90.7) 153 (91.1) 12 (85.7)

Outside Barcelona 17 (9.3) 15(8.9) 2(14.3)

*N (%); “Median and interquartile range; P value calculated for 168 patients with available information.
STI co-infection: Having a diagnosis of an sexually transmitted infection within 12 months before inclusion.

Barcelona: Includes Barcelona city and its metropolitan area.
Outside Barcelona: Includes Lleida, Tortosa, Reus, Vic and Palamos.

with a non-B subtype were male (71.4%) with a median age of 35.9
years. Spanish-born patients accounted for 64.7% and 80% were
from the area of Barcelona. Median viral load was 5.1, median CD4
cell count was 471 cells/mm?3, 20% reported a diagnosis of STI, and
11.4% presented transmitted HIV-1 drug resistances. Among the
patients infected by a non-B subtype, the percentage of men who
have sex with men, heterosexual individuals, and intravenous drug
users was the same for the 3 groups (28.6%). Twelve (34%) of these
patients infected by a non-B subtype were immigrants: 5 were from
South America, 4 from Sub-Saharan Africa, 2 from Eastern Europe,
and 1 from North Africa. The date of arrival in Spain was known
in 8 cases: 6 had arrived in Spain more than 2 years previously, 1
had arrived 7 months before the HIV diagnosis, and 1 patient had
arrived just 1 month before the HIV diagnosis. When comparing
individuals carrying the B subtype with those carrying the non-B
subtype, individuals with non-B subtypes were older (35.9 vs 32.8
years), more frequently intravenous drug users (41.7%), and more
frequently from areas outside Barcelona (41.2 vs. 17.0%). These dif-
ferences were statistically signi“ cant (Table 3). They also presented
alower CD4 lymphocyte count than patients carrying the B subtype.
The variables entered in the logisticregression model were age, CD4
count, transmission group, and transmitted HIV-1 drug resistance.
In the multivariate analysis, being over 40 years of age was the only
factor associated with infection by a non-B HIV-1 subtype.

Discussion

This is the “ rst prospective study to evaluate the prevalence of
transmitted HIV-1 drug resistances in recently infected patients in
the Autonomous Region of Catalonia, Spain. Using the 2009 WHO
HIV mutations list, we were able to demonstrate a rate of drug
resistance (7.7%) similar to that of previous studies in other Spanish
and European regions.2~411-13 [n a recent meta-analysis including
26 studies performed in Spain, the global transmitted HIV-1 drug
resistance prevalence was estimated to be 10.6% between 1997 -
2008.' Although this result is quite similar to ours, the revised
studies have used different lists of transmitted HIV-1 drug resis-
tance and none of them have used the WHO 2009 list, making
dif* cult any comparison.

We observed that prevalence was higher in 2003 than in fol-
lowing years (10.0 vs 6.5% in 2004 and 6.7% in 2005). Although not
statistically signi“ cant, this “ nding is consistent with those of other
authors, who report a decreasing temporal trend in the prevalence
of transmitted HIV-1 drug resistances.?

The main dif* culty in analyzing genotypic information to pro-
vide prevalence rates is to establish a comparable de* nition of
resistance."12 The IAS-USA 2009'° list is commonly used to report
resistance and has been developed to analyze mutations selected by
the HIV-1 B subtype. This is particularly relevant in persons infected
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Table 3
Characteristics of patients according to HIV-1 subtype.
Total B subtype Non B subtype P
182 147 (80.8) 35(19.2)
95% ClI: (74.3-86.2) 95% CI: (13.8-25.7)

Sex 151
Male 147 (80.8) 122 (83.0) 25(71.4)

Female 35(19.2) 25 (17.0) 10(28.6)

Age (years) (N=181)" 33.3(27.2-37.9) 32.8(26.9-37.2) 35.9(29.2-43.1) 017
<30° 69 (38.1) 60 (41.1) 9(25.7) .004
30-40 78 (43.1) 66 (45.2) 12(34.3)

40-50 21(11.6) 11(7.5) 10(28.6)
>50 13(7.2) 9(6.1) 4(11.4)

Route of transmission .009
Men who have sex with men 88(48.3) 78 (53.1) 10 (28.6)

Heterosexual 41 (22.5) 31(21.1) 10 (28.6)
Intravenous drug use 24 (13.3) 14 (9.5) 10 (28.6)
Others/unknown 29 (15.9) 24 (16.3) 5(14.3)

Origin’ (N=168)"" 113
Natives 128 (70.3) 106 (79.1) 22 (64.7)

Immigrant 40(29.7) 28(20.9) 12(34.3)

Plasma RNA-HIV-1 (log;o) (N=162)" 5.0 (4.5-5.5) 5.0 (4.5-5.5) 5.1(4.2-5.7) 935
<5.0° 81 (50.0) 67 (50.8) 14 (46.7) 840
>5.0 81 (50.0) 65 (49.2) 16 (53.3)

CD4 cell count /mm? (N=154)" 541 (357-698) 553 (390-712) 471 (281-581) 063
<350 36(23.4) 25(19.8) 11(39.3) .059
350-500 31(20.1) 25(19.8) 6(21.4)
>500 87 (56.5) 76 (60.3) 11(39.3)

STI co-infection (N=96)" 127
Yes 36(37.5) 33 (40.7) 3(20.0)

No 60 (62.5) 48 (59.3) 12 (80.0)

Transmitted HIV-Drug Resistances™ 477
Yes 14(7.7) 10(6.8) 4(11.4)

No 168 (92.3) 137 (93.2) 31(88.6)

Geographic area’ .024
Barcelona 165 (90.7) 137 (93.2) 28 (80.0)

Outside Barcelona 17 (9.3) 10(6.8) 7 (20.0)

*N (%); “Median and interquartile range; P value calculated for 168 patients with available information.
STI co-infection: Having a diagnosis of an sexually transmitted infection within 12 months before inclusion.

Barcelona: Includes Barcelona city and its metropolitan area.
Outside Barcelona: Includes Lleida, Tortosa, Reus, Vic and Palamos.

with subtypes other than B, which shows many more polymor-
phisms than the reference subtype B virus.

As in previous reports, the NNRTI mutation K103N was com-
mon in our study (5 cases). This mutation is the result of a
single-nucleotide polymorphism from wild-type K103. It is asso-
ciated with a high level of resistance to nevirapine and efavirenz,
although it does not affect the activity of etravirine.'617 The poly-
morphism K103R is not associated with the emergence of K103N;
however, in combination with V179, it signi“ cantly reduces the
susceptibility of the virus to nevirapine and efavirenz.

Minor or secondary mutations to new-generation NNRTIs
(mutations associated with reduced activity to etravirine) were
common in our study. The virological response to etravirine is a
function of the number and weight of the baseline mutations. In
NNRTI-experienced patients who started etravirine, darunavir, and
a background regimen in the DUET studies, weighted mutation
scores of 0-2, 2.5-3.5, and 4 were associated with a response of
74%, 52%, and 38%, respectively.16

As in other series,!? thymidine analog mutations (eg, M41L,
D67N/E, L210W, T215F, K219Q/E) were less common than NNRTI
mutations.

Major PI mutations were rare (<0.5%). Although minor Pl muta-
tions were relatively common in our sample (>10% for L10F/I/V and
for D71T/V/A), they are not included in the WHO list because they
are often reported in almost all non-B subtypes.

The proportion of immigrants in our sample was 23.3% in 2003,
18.2%in 2004, and 26.7% in 2005. In Catalonia, the number of immi-
grants accounting for new cases of HIV rose during the study period
(31.3% in 2003, 34.0% in 2004, and 39.1% in 2005).'8 Nearly 20% of
our patients had non-B subtypes, and although the highest preva-
lence was seen in 2005 (28.9%), there were no signi“ cant trends
during the 3 years of the study. In areas outside Barcelona (Lleida,
Tortosa, Reus, Vic, and Palamés), subtypes other than B were more
frequent than in the metropolitan area of Barcelona (41.2 vs. 17.0%).
In our population of recently HIV-infected patients, the percent-
age of immigrants was higher in areas outside Barcelona (47.1 vs.
19.6%). The prevalence of non-B subtypes among autochthonous
patients was 17.2%. This high prevalence would suggest that non-B
subtypes are already circulating in our population. Several authors
have reported an increase in the frequency of non-B subtypes
in different Spanish regions. In Madrid, the prevalence of non-B
subtypes increased from 9% in 2000 to 32% in 2007; the num-
ber of autochthonous patients infected also increased during the
same period (from 4% to 10%).!9 In Galicia, the prevalence was
22.3% between 2000 and 2002,2° and in Gran Canaria it was 22.4%
between 2002 and 2005.!3

Little is known about the clinical and biological consequences
of infections by non-B subtypes. Differences in pathogenicity,
transmissibility, or susceptibility to antiretroviral drugs among
HIV-1 subtypes have been proposed,2!?2 and there is evidence
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that similar outcomes can be found in almost all the subtypes
after conventional anti-HIV-1 treatment.23 We observed resistance
mutations to be more frequent in patients with the non-B sub-
type, although this difference it is not statistically signi“cant. In
the multivariate analysis, the only factor associated with infection
by a non-B HIV-1 subtype was being over 40 years old. However,
we are not able to offer a clear explanation for this “ nding, proba-
bly due to the small sample size and the constraints of our current
data.

Given the limitations of our study, the results should be inter-
preted with caution. First, we only analyzed 182 of the 713
potentially recent HIV-1 infections. The lack of data on antiretro-
viral therapy was the most frequent cause of exclusion,® although
a comparison of the baseline characteristics of patients with and
without a resistance test result suggests that our data are repre-
sentative of the original study sample. Second, 21% of the samples
identi“ ed could not be ampli“ ed. This was probably because sam-
ples were residual aliquots from serological testing and, therefore,
were not optimally stored for PCR analysis. Third, the LS-EIA used to
identify recentinfections was validated in the B subtype. The results
of this assay vary depending on the HIV-1 subtype, with a longer
window period in non-B subtypes than in B subtypes. For circulat-
ing recombinant forms (CRFO1_AE in particular), the mean window
period was 356 days (95% CI, 318-402).24 These data, would suggest
that non-B subtypes identi“ ed as recent infections are presumed to
have seroconverted within the past 12 months. And fourth, we used
conventional sequencing, which underestimates minority HIV-1
variants.

Despite its limitations, our approach does have certain
strengths. First, it focused on recent infections, which demon-
strated a higher rate of resistance than chronic infections, thus
re” ecting, at least in part, the gradual disappearance of the dom-
inant quasispecies over time. Second, analyzing all samples for
recent infection and resistance avoids the bias of recruiting per-
sons who seek more frequent testing (usually white men who have
sex with men), thus preventing extrapolation to the general HIV-
1-infected population. Third, the robustness of our data and the
characteristics of the Catalonian health system (unrestricted free
access to HIV care and treatment) mean that there is little risk of
including patients with little exposure to therapy.

In conclusion, we observed a prevalence of transmitted HIV-1
drug resistance of 7.7% (95% Cl, 4.3-12.6), which is consistent with
results from other parts of Europe. Furthermore, a high prevalence
of transmitted HIV-1 drug resistance driven mainly by K103N and
NRTI mutations was found in Catalonia. We also showed the fea-
sibility of monitoring both transmitted HIV-1 drug resistance and
HIV subtypes in our setting, and the logistical pitfalls identi“ ed will
be crucial if we are to improve monitoring of these parameters.
Although not signi“ cant, the prevalence of non-B subtypes among
recently infected patients is increasing, and this group has the high-
est prevalence of resistance. Although we could not establish a
spatial or temporal relationship between immigration patterns, our
data suggest that the non-B subtypes are already circulating in our
setting. Long-term monitoring of recent infection will allow us to
better describe the relationship between transmitted HIV-1 drug
resistance and subtypes with imported and locally acquired HIV
infection, as well as its clinical implications.
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Appendix A.

The Recent HIV Infections (AERIVIH) study group includes the
following:

Coordinating Center (CEEISCAT): Jordi Casabona, Anna Esteve,
Anabel Romero, Nuria Ortega, Alexandra Montoliu, Eva Puchol,
Rafael Munoz, Joan Masip, Ntria Vives, Berta Ortiga, Meritxell
Granell, Diana Puente, M. Jests Casado, Angels Jaen, Jestis Almeda,
Vanessa Espurz.

STARHS Laboratory (Microbiology Service, Hospital Universi-
tari Germans Trias i Pujol): Victoria Gonzalez, Elisa Martr6, Lurdes
Matas and Viceng Ausina.

A.1. Peripheral Centers

Primary Health Care Laboratories: Isabel Rodrigo (Laboratori
Clinic Manso, Barcelona), Angels Bosch (Laboratori Intercomarcal
de 1 Alt Penedés, 1 Anoia i el Garraf, Igualada), Rosa Lépez (Labo-
ratori Clinic Bon Pastor, Barcelona), Eva Dopico (Laboratori Clinic
1 Hospitalet de Llobregat,), Josep Ros (Laboratori Clinic Barcelonés
Nord i Maresme, Badalona), Rosa Navarro (Laboratori Clinic Cor-
nella de Llobregat), Conrad Vilanova (Laboratori Clinic El Maresme,
Mataro)

A.2. Hospitals

Laboratory Staff: Tomas Pumarola (Hospital Clinic-IDIBAPS,
University of Barcelona, Barcelona), Aurora Casanova (Hospital
Universitari de Bellvitge-IDIBELL, Hospitalet de Llobregat); Elisa
Martro, Lurdes Matas, Victoria Gonzélez and Vicen¢ Ausina (Hospi-
tal Universitari Germans Trias i Pujol, Badalona); Estrella Caballero
(Hospital Universitari Vall Hebron, Barcelona); Niria Margall (Hos-
pital de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona); Joan Farré (Hospital
Universitari Arnau de Vilanova, Lleida); M. Goretti Sauca (Hospital
de Matar6); Xavier Ortin (Hospital de Tortosa Verge de la Cinta, Tor-
tosa); M. José Amengual (Corporacié Sanitaria Parc Tauli, Sabadell);
Josep M. Prat (Hospital de Palamés); Josep M. Euras (Hospital Gen-
eral de Vic); José Ramén Blanco (Complejo San Millan-San Pedro
de La Rioja); Josep M. Sim6 (Hospital Universitari de Sant Joan de
Reus); M. Carme Villa (Hospital General de Granollers); Eugenia
Marquez (Hospital General de | Hospitalet, Hospitalet de Llobregat).

Clinical Staff: Josep M. Miré, Fernando Agiiero, Omar Sued,
Maria Lépez-Diéguez and José M. Gatell (Hospital Clinic-IDIBAPS,
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University of Barcelona, Barcelona); Elena Ferrer and Daniel
Podzamczer (Hospital Universitari de Bellvitge-IDIBELL, Hospitalet
de Llobregat); Cristina Tural and Bonaventura Clotet (Hospital Uni-
versitari Germans Trias i Pujol, Badalona); Esteve Ribera (Hospital
Universitari Vall Hebron, Barcelona); Jordi Altés and José Manuel
Guadarrama (Hospital Alt Penedés, Vilafranca); Pere Domingo
(Hospital de la Santa CreuiSant Pau, Barcelona); Teresa Puig (Hospi-
tal Universitari Arnau de Vilanova, Lleida); Carmen Bernal (Hospital
Universitario San Cecilio, Granada); Pilar Barrufet and Lluis Force
(Hospital de Mataré); Carolina Gutiérrez (Hospital Ramén y Cajal,
Madrid); Amat Orti (Hospital de Tortosa Verge de la Cinta, Tor-
tosa); Gemma Navarro and Ferran Segura (Corporacié Sanitaria
Parc Tauli, Sabadell); Angels masabeu (Hospital de Palamés); Josep
Vilaré (Hospital General de Vic);José Antonio Iribarren (Hospital de
Donostia, San Sebastian); José Antonio Oteo (Complejo San Millan-
San Pedro de La Rioja); Blai Coll and Carlos Alonso Villaverde;
(Hospital Universitari de Sant Joan de Reus); Santiago Montull (Hos-
pital General de Granollers) and Isabel Garcia (Hospital General de
1 Hospitalet, Hospitalet de Llobregat).

Site-testing nongovernmental organizations: Roser Sala (Lab-
oratori Sabater Tobella, Barcelona); Olga Diaz (Servei d Atenci6
i Prevencié Sociosanitaria: SAPS - Creu Roja, Barcelona); Kati
Zaragoza (Stop Sida, Barcelona); Ferran Pujol and Jorge Saz (Pro-
jecte dels Noms - Joves positius, Barcelona); Mercé Merono (Ambit
Prevenci6, Barcelona); Jasmina Becerra (Associacié Ciutadana Anti-
sida de Catalunya - ACASC, Barcelona); Rosa Ros (Centre Jove
d Anticoncepci6 i Sexualitat — CJAS, Barcelona); Anna Avellaneda
and Montse Sité (Actua Vallés, Sabadell) and Anna Rafel (Associacié
Antisida de Lleida).
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RESUMEN

A lo largo de los ultimos afos se han desarrollado diferentes tests seroldgicos para detectar
infecciones recientes. A partir del afio 2007, uno de estos tests, el test Vironostika, dejé de estar
disponible comercialmente. Por ese motivo, nuestro laboratorio, que hasta ese momento habia
estado utilizando el test Vironostika, empez6 a usar un nuevo test para identificar infecciones
recientes. El test escogido por nuestro laboratorio fue el BED-CEIA. El estudio que se presenta a
continuacion se disefié para validar que los resultados obtenidos por ambos tests (Vironostika y
BED-CEIA) eran comparables en nuestro medio.

Para valorar la concordancia entre los dos tests, se seleccionaron 101 muestras de sueros de
individuos VIH-1 positivos y fueron analizadas por ambos tests. Esta muestra estaba formada por
15 pacientes con infeccion reciente, 45 pacientes con diagnéstico de SIDA (por criterios clinicos o
por recuentos de células CD4+ inferiores a 200 células/pl), 3 pacientes con infecciéon crénica
(pacientes infectados desde hacia mas de 12 meses), y en 38 casos no se pudo establecer si
pertenecian a individuos con infeccién reciente, cronica o SIDA.

Los resultados obtenidos indicaron que el acuerdo entre los tests Vironostika y BED-CEIA era
bueno (indice kappa = 0,738, p<0,005). Ambos tests clasificaron 29 muestras como infecciones
recientes y 60 como infecciones crénicas, mientras que los resultados discordantes se obtuvieron
en 12 muestras. La sensibilidad para detectar infecciones recientes fue del 93,3% para ambos
tests, mientras que la especificidad para detectar infecciones croénicas fue del 75,0% para el test
Vironostika, y del 81,3% para el test BED-CEIA. Los valores predictivos positivos fueron 60,9%
usando el test BED-CEIA y 53,8% usando el Vironostika.

Los resultados obtenidos demuestran que ambos tests identificaron las infecciones recientes
igual de bien. Sin embargo, el test Vironostika tiende a clasificar erroneamente mas individuos
con SIDA como recién infectados. Por tanto, el test BED-CEIA ofrece una buena alternativa al test

Vironostika.
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A literature search with no date limits in PubMed using the
keywords “lymphomatoid granulomatosis” and “larynx” found
only two reported cases where LG affects the larynx, but in
both of them, laryngeal disease was associated with pulmonary
involvement.23 The larynx has its own lymphatic structure called
larynx-associated lymphoid tissue (LALT). In the subglottis, LALT
is replaced throughout life by a diffuse infiltration of strong inten-
sity consisting predominantly of CD3-positive T lymphocytes with
scattered CD20-positive B cells, therefore LG could be originated
in subglottic tissues.

LG pathogenesis is unclear, but it has been linked to EBV and
immunodeficiency. As regards the close to 100% EBV association
with LG and the presumed wide expression of EBV latent enco-
ded proteins, it has been strongly inferred that EBV is not just an
innocent bystander in the pathogenesis of LG.> When dealing with
immunodeficiency, it has been proven that most patients with LG
have defects in cytotoxic T cell function. That would explain how
LG is less rare in many immunodeficiency states.® In our case, CD4
count cell was 124 cell/pl due to a good treatment compliance with
discordant response.

Many studies have analyzed the connection between LG and
AIDS. HIV infection is associated with an increased risk of lymp-
homas by 60-165 fold even in the combined antiretroviral therapy
era. Excellent outcomes with infusion therapy and concurrent ritu-
ximab have been reported in the treatment of some of them.”

We report that laryngeal LG can mimic Reinke’s edema in its
early stages. In our own experience, Reinke’s edema should not be
treated as a casual finding in patients with fever of unknown origin
or immunodeficiency.

Our current case was classified as grade Il of LG, which is histo-
logically considered as diffuse large B-cell malignant lymphoma,8
but the first biopsy was reported as polymorph lymphoid proli-
feration related to a post-transplant lymphoproliferative disorder
(PTLD), which can simulate a lower grade of LG. LG and PTLD are
associated with immunodeficiency and are driven by EBV. Histo-
pathologically, they present a morphological spectrum spanning
polymorphic through monomorphic lymphoid proliferations.?
The distinctness of LG and PTLD has been emphasized by the
difference in the immune response. While LG has a large popu-
lation of background T-cells, PTLD is recognized by a poor T-cell
enviroment.?

A better awareness of LG in recent years is at present allowing
new therapeutic tools for this disease to be developed. Rituximab, a

new monoclonal antibody anti-CD20 has shown promising results
in some cases of LG with pulmonary involvement.!?
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Comparison of Two Serological Tests for the Identification of
Recent HIV Infection: Vironostika HIV-1 Microelisa and BED
Capture Enzyme Immunoassay

Comparacion de dos tests seroléogicos para la identificacion
de infecciones recientes por VIH-1: microelisa Vironostika HIV-1
y enzimoinmunoensayo de captura BED

To the Editor:

Identification of recent human immunodeficiency virus (HIV)
infection is an important tool for monitoring HIV transmission.
During the last few years, several serological assays have been
developed for this purpose and used in cross-sectional studies.!
The serological testing algorithm for recent HIV seroconversion
(STARHS) was developed in 19982 and used with the Abbott HIVAB
3A11 assay (Abbott Laboratories, Abbott Park, Chicago, Illinois,

USA) and with the Vironostika HIV-1 Microelisa System (bioMé-
rieux SA, Marcy I'Etoile, France). The sensitivity of both assays was
lowered in order to obtain a negative result in specimens with low
antibody titers, such as those from individuals with a recent infec-
tion. These assays are no longer available, and laboratories have
turned to new methods. The BED assay (Calypte Biomedical Cor-
poration, Portland, Oregon, USA) measures anti-HIV IgG titers> and
includes a calibrator to ensure comparability of results. Further-
more, the BED assay is included in an external quality program
offered by the Centers for Disease Control and Prevention (CDC,
Atlanta, Georgia, USA).

In Catalonia, the STARHS was introduced using the Vironostika
assay as part of the enhanced HIV/STI surveillance program in 2003.
As the Vironostika assay has no longer been available since 2007,
our laboratory changed to the BED assay in 2008. Our aim was
to assess whether the results obtained by both techniques were
comparable.
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Table 1
Performance of both assays according to clinical information.

No. of recent infections
according to assay

Group Total no. Vironostika BED Both
of patients assays

Known recent HIV 15 14 14 13
infection

AIDS 45 12 9 7

Long-standing HIV 3 0 0 0
infection

Unclassified? 38 9 11 9

Total 101 35 35 29

a Patients with no clinical criteria for AIDS, without evidence of recent infection,
neither long-standing infection.

A total of 101 serum specimens from HIV-1-positive indivi-
duals were selected from a previous study.* The selection criteria
were sufficient sample volume and minimum available clinical
and laboratory information (CD4* T-cell count, HIV viral load, HIV
infection stage, previous antiretroviral treatment). Patients were
classified into three groups. The first group included 15 recently
infected individuals (sera were drawn no more than 6 months after
seroconversion in nine patients, and the rest had a diagnosis of
acute HIV infection). The second group included three patients with
long-standing infection (subjects infected for >12 months) and 45
patients with a diagnosis of AIDS (clinical criteria or CD4" T-cell
count under 200 cells/p.l). Finally, 38 specimens were unable to be
classified as either recent infections, long-standing infections, or
AIDS.

The agreement between Vironostika and BED assays was
good (k=0.738, P<.005), which is consistent with the results
of two published studies.>8 Sensitivity to detect recent infec-
tion was 93.3% (95% CI: 68.1 - 99.8) for both the Viro-
nostika and the BED assays. Specificity for detecting long-
term infections was 75.0% (95% CI: 60.4 - 86.4) using the
Vironostika, and 81.3% (95% Cl: 67.4 - 91.1) using the
BED. Positive predictive values were 60.9% (95% Cl: 38.5 -
80.3) using the BED, and 53.8% (95% Cl: 33.4 — 73.4) using the
Vironostika. Negative predictive values were 97.5% (95% CI: 86.8 -
99.9) using the BED, and 97.3% (95% CI: 85.8 — 99.9) using the Viro-
nostika. Table 1 shows the samples identified as recent infections by
both BED and Vironostika according to their clinical characteristics
and laboratory information.

The BED assay correctly classified a greater proportion of recent
infections and patients with AIDS than Vironostika. These results
are similar to those of a previous study,® in which the Vironostika
kit also tended to misclassify more individuals with long-standing
infections or AIDS as recently infected in a comparison with the
avidity index method.” The misclassification of patients with AIDS
or CD4* T-cell counts <200 cells/l is explained by the low anti-
HIV IgG titers. Hence the importance of excluding those samples
belonging to patients fulfilling these criteria from STARHS testing
when this information is available.

The BED assay offers several advantages over the Vironostika:
i) it has been reported to have better reproducibility, since it is
based on the HIV IgG/non-HIV IgG ratio and uses a simple 1:100
dilution;? ii) the BED assay can also be automated providing more
precise results than the Vironostika assay, which is performed
manually; and iii) the window period of the Vironostika assay
differs for B and non-B HIV-1 subtypes, whereas these differen-
ces are less pronounced with the BED.? For all those reasons, the
BED assay offers a good alternative to the discontinued Vironostika
assay.
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Appendix.

The Recent HIV Infections (AERIVIH) study group includes the
following:

Coordinating Center (CEEISCAT): Jordi Casabona, Anna Esteve,
Anabel Romero, Ndria Ortega, Alexandra Montoliu, Eva Puchol,
Rafael Mufioz, Joan Masip, Ndria Vives, Berta Ortiga, Meritxell Gra-
nell, Diana Puente, M. Jestis Casado, Angels Jaen, Jesds Almeda,
Vanessa Espurz.

STARHS Laboratory (Microbiology Service, Hospital Universi-
tari Germans Trias i Pujol): Victoria Gonzalez, Elisa Martré, Lurdes
Matas and Viceng¢ Ausina

Peripheral Centers

Primary Health Care Laboratories: Isabel Rodrigo (Laboratori
Clinic Manso, Barcelona), Angels Bosch (Laboratori Intercomarcal
de I'Alt Penedés, I’Anoia i el Garraf, Igualada), Rosa Lépez (Labo-
ratori Clinic Bon Pastor, Barcelona), Eva Dopico (Laboratori Clinic
I'Hospitalet de Llobregat,), Josep Ros (Laboratori Clinic Barcelonés
Nord i Maresme, Badalona), Rosa Navarro (Laboratori Clinic Corne-
11a de Llobregat), Conrad Vilanova (Laboratori Clinic El Maresme,
Mataro)

Hospitals

Laboratory Staff: Tomas Pumarola (Hospital Clinic-IDIBAPS,
University of Barcelona, Barcelona), Aurora Casanova (Hospital
Universitari de Bellvitge-IDIBELL, Hospitalet de Llobregat); Elisa
Martrd, Lurdes Matas, Victoria Gonzdlez and Viceng Ausina (Hospi-
tal Universitari Germans Trias i Pujol, Badalona); Estrella Caballero
(Hospital Universitari Vall Hebron, Barcelona); Niria Margall (Hos-
pital de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona); Joan Farré (Hospital
Universitari Arnau de Vilanova, Lleida); M. Goretti Sauca (Hos-
pital de Matar6); Xavier Ortin (Hospital de Tortosa Verge de
la Cinta, Tortosa); M. José Amengual (Corporacié Sanitaria Parc
Tauli, Sabadell); Josep M. Prat (Hospital de Palamés); Josep M.
Euras (Hospital General de Vic); José Ramén Blanco (Hospital
San Pedro - CIBIR La Rioja); Josep M. Simé (Hospital Univer-
sitari de Sant Joan de Reus); Carlos Toro (Hospital Carlos III,
Madrid) M. Carme Villa (Hospital General de Granollers); Eugenia
Marquez (Hospital General de I'Hospitalet, Hospitalet de Llobre-
gat).

Clinical Staff: Josep M. Miré, Fernando Agiiero, Omar Sued,
Maria Lépez-Diéguez and José M. Gatell (Hospital Clinic-IDIBAPS,
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University of Barcelona, Barcelona); Elena Ferrer and Daniel Pod-
zamczer (Hospital Universitari de Bellvitge-IDIBELL, Hospitalet de
Llobregat); Cristina Tural and Bonaventura Clotet (Hospital Uni-
versitari Germans Trias i Pujol, Badalona); Esteve Ribera (Hospital
Universitari Vall Hebron, Barcelona); Jordi Altés and José Manuel
Guadarrama (Hospital Alt Penedés, Vilafranca); Pere Domingo
(Hospital de la Santa CreuiSant Pau, Barcelona); Teresa Puig (Hospi-
tal Universitari Arnau de Vilanova, Lleida); Carmen Bernal (Hospital
Universitario San Cecilio, Granada); Pilar Barrufet and Lluis Force
(Hospital de Mataré); Carolina Gutiérrez (Hospital Ramén y Cajal,
Madrid); Amat Orti (Hospital de Tortosa Verge de la Cinta, Tor-
tosa); Gemma Navarro and Ferran Segura (Corporacié Sanitaria Parc
Tauli, Sabadell); Angels Masabeu (Hospital de Palamés); Vicente
Soriano (Hospital Carlos III, Madrid); Josep Vilaré (Hospital General
de Vic);José Antonio Iribarren (Hospital de Donostia, San Sebas-
tian); José Antonio Oteo (Hospital San Pedro - CIBIR La Rioja); Blai
Coll and Carlos Alonso Villaverde; (Hospital Universitari de Sant
Joan de Reus); Santiago Montull (Hospital General de Granollers)
and Isabel Garcia (Hospital General de I'Hospitalet, Hospitalet de
Llobregat).

Sexually transmitted infections clinic: Carmen Rodriguez and
Jorge del Romero (Centro Sanitario Sandoval, Madrid)

Site-testing nongovernmental organizations: Roser Sala
(Laboratori Sabater Tobella, Barcelona); Olga Diaz (Servei d’Atenci6é
i Prevencié Sociosanitaria: SAPS - Creu Roja, Barcelona); Kati Zara-
goza (Stop Sida, Barcelona); Ferran Pujol and Jorge Saz (Projecte
dels Noms - Joves positius, Barcelona); Mercé Merofio (Ambit
Prevenci6, Barcelona); Jasmina Becerra (Associacié Ciutadana Anti-
sida de Catalunya - ACASC, Barcelona); Rosa Ros (Centre Jove
d’Anticoncepci6 i Sexualitat — CJAS, Barcelona); Anna Avellaneda
and Montse Sité (Actua Vallés, Sabadell) and Anna Rafel (Associacié
Antisida de Lleida).
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Enfermedad meningocdcica invasiva por Neisseria meningitidis
del serogrupo Y

Invasive meningococcal disease due to Neisseria meningitidis
serogroup Y

Sr. Editor:

Los aislados de Neisseria meningitidis del serogrupo Y son muy
poco frecuentes en nuestro medio. Se presenta un caso de bacte-
riemia y neumonia causada por este microorganismo.

Varén de 17 afos, natural de Bolivia con residencia en Espafia
desde hace 5 afios, que acude a urgencias en Marzo de 2010. Al
ingreso present6 cefalea, congestién nasal, rinorrea verdosa y fie-
bre de hasta 38,8°C de tres dias de evolucién. En la exploracién
fisica el paciente estaba bien orientado, sin signos meningeos ni
lesiones cutdneas. La presion arterial era de 100/66 mmHg, no pre-
sentaba afectacién cardiocirculatoria y la radiografia de torax inicial
no mostré nédulos ni consolidaciones. El hemograma de urgencia

mostraba 16800 leucocitos/mm?3; el 90,3% neutréfilos, 3,5% linfo-
citos, 0, 2% eosinéfilos y 323000 plaquetas/mm3. La PCR era de
3.27 mg/L. Como antecedentes personales destacaba haber sido
sometido a una amigdalectomia un mes antes del ingreso.

Se realizé una puncién lumbar que dio salida a un liquido claroy
acelular, con tincién de Gram en la que no se observaban ni células
ni bacterias, cuyo cultivo finalmente result6 negativo.

A su llegada a planta, unas horas mas tarde, el paciente se
encuentra estable, y se procede a la extraccion de hemoculti-
vos. El paciente presentaba tos productiva y esputo herrumbroso,
objetivindose en una nueva radiografia de térax una afectacién
parenquimatosa de tipo alveolar en el I6bulo inferior izquierdo. Por
lo que se inici6 antibioterapia con levofloxacino.

A las 28 horas de incubacién, en los hemocultivos se aislé N.
meningitidis serogrupo Y, genosubtipo VR1:5-1; VR2: 10-4, sensible
a cefotaxima (concentracién inhibitoria minima 0,003 mg/1), mero-
penem, ciprofloxacino, levofloxacino, cloranfenicol y rifampicina.

Tras interrogar a la familia se confirma que el paciente habia
completado el calendario vacunal de la Comunidad Auténoma de
Madrid, incluida la vacuna frente a meningococo C.


mailto:aromero@imim.es
dx.doi.org/10.1016/j.eimc.2011.02.016
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RESUMEN

En la mayoria de paises europeos, la vigilancia de la epidemia de VIH/SIDA se basa en la
declaracidn de los nuevos diagndsticos de VIH. Catalufia dispone de un sistema voluntario de
notificacién de nuevos diagnésticos de VIH, implementado desde el afio 2001 y obligatorio a
partir del afio 2010. Sin embargo, la informacién que proporciona el registro de nuevos
diagndsticos de VIH no refleja los patrones actuales de transmision del VIH, ya que entre los
nuevos diagnosticos se pueden encontrar infecciones que ocurrieron hace mucho tiempo.

La cuantificacién y descripcion de los pacientes con infeccién reciente por VIH puede
proporcionar una estimacion precisa de la dindmica de transmision del virus. En este sentido, los
tests serologicos para identificar infecciones recientes (TRIs) han demostrado su utilidad en la
descripcién de las caracteristicas de las personas con infeccién reciente por VIH. A partir del afo
2006, se ha incorporado la identificaciéon de las infecciones recientes mediante TRIs entre los
nuevos diagnoésticos de VIH de un grupo de hospitales y centros de cribado alternativos situados
en Catalufia, como parte del Sistema Integrado de Vigilancia Epidemiolégica del SIDA/VIH/ITS
(SIVES).

En el estudio que se presenta a continuacion, se comparan las caracteristicas de los pacientes
identificados con infeccién reciente con aquellos que presentaban infeccién crénica, para
determinar los factores asociados con la infeccion reciente.

El TRI se aplicé en muestras de suero de pacientes que recibieron el diagnéstico de VIH entre
los afios 2006 y 2008. Las muestras se obtuvieron durante los primeros seis meses después del
diagndstico de VIH. Las muestras de pacientes con criterios clinicos de SIDA o recuentos de
células CD4+ inferiores a 200 células/pl no se analizaron con el TRI, ya que correspondian a
pacientes con enfermedad avanzada. Las muestras de suero no fueron extraidas expresamente
para el estudio, sino que se recuperaron las alicuotas sobrantes que habian sido extraidas con
propdsitos diagndsticos en los laboratorios participantes.

Del total de nuevos diagnésticos de VIH, el 79,9% eran hombres (mediana de edad 35,4 afios),
el 38,7% eran de origen inmigrante, el 48,9% de las transmisiones se produjeron entre HSH, y el
10,6% presentaron otra ITS durante el afio previo al diagndstico de VIH. El porcentaje global de
infeccion reciente fue del 23,0%, y se observo un aumento significativo durante el periodo de
estudio. En el afio 2006 el porcentaje de infecciones reciente fue del 18,1%, mientras que en el
afio 2008 el porcentaje de infecciones recientes aumentd hasta el 26,2%. Entre los pacientes

originarios de América del Sur, el porcentaje de infecciones recientes fue mas alto (27,6%). En el
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grupo de pacientes de origen inmigrante identificados con infeccidn reciente, y cuya fecha de
llegada a Espaia era conocida, se observo que el 80% llevaban en nuestro pais mas de un afio.

Los factores que se asociaron a la infeccion reciente fue la adquisicién de la infeccién a través
del contracto sexual entre HSH (Odds ratio[OR]: 2,0), en comparacién con adquirir la infeccién a
través de relaciones heterosexuales, y tener menos de 30 afios de edad (OR: 5,9), en comparaciéon
con tener mas de 50 afos.

En este estudio se ha observado el mayor porcentaje de infecciones recientes entre los HSH
(31%), sugiriendo una mayor incidencia o, tal vez, una mayor demanda de pruebas de cribado de
VIH. Los resultados sugieren que muchas de las infecciones por VIH en la poblacién inmigrante
podrian haber sido adquiridas localmente. Otro resultado relevante del estudio es el aumento
significativo del porcentaje de infecciones recientes a lo largo del periodo de estudio. Conocer la
informacién sobre el nimero de pruebas de VIH realizadas para cada individuo serfa muy util
para interpretar correctamente los datos de los individuos con infeccidn reciente. Por tanto, los
sistemas para la monitorizaciéon de la epidemia de VIH deberian incluir ambos parametros:

infecciones recientes y nimero de pruebas VIH realizadas.
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Background: Quantification and description of patients recently infected by HIV can provide an accurate estimate of the
dynamics of HIV transmission. Between 2006 and 2008 in Catalonia, we estimated the prevalence of recent HIV infection
among newly diagnosed cases, described the epidemiological characteristics of the infection according to whether it was
recent, long-standing or advanced, and identified factors associated with recent infection. Methods: A Test for Recent
Infection (TRI) was performed in serum samples from patients newly diagnosed with HIV. Two different TRI were used: the
Vironostika-LS assay (January 2006-May 2007) and the BED-CEIA CEIA (June 2007 onwards). Samples were obtained within the
first 6 months of diagnosis. Patients whose samples tested positive in the TRI were considered recently infected. Results: Of
1125 newly diagnosed patients, 79.9% were men (median age, 35.4 years), 38.7% were born outside Spain, 48.9% were men
who have sex with men (MSM) and 10.6% presented other sexually transmitted infections. The overall percentage of recent
infection was 23.0%, which increased significantly, from 18.1% in 2006 to 26.2% in 2008. This percentage was higher for
patients from South America (27.6%). Factors associated with recent infection were acquiring infection through sexual
contact between MSM [odds ratio (OR) 2.0; 95% confidence interval (95% Cl) 1.1-3.9], compared with acquiring infection
through heterosexual relations and being under 30 years of age (OR 5.9; 95% ClI 1.9-17.4), compared with being over
50 years of age. Conclusion: The highest percentage of recent infection was identified in MSM, suggesting either a higher
incidence or a greater frequency of HIV testing. Information regarding testing patterns is necessary to correctly interpret data
from recently infected individuals. Systems to monitor the HIV epidemic should include both parameters.
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Introduction

In most European countries, HIV/AIDS surveillance is based
on reporting new diagnoses of HIV infection. In Spain, 15
autonomous regions report new cases to the Newly Diagnosed
HIV-infected Individuals Information System, which is currently
being implemented.' In one of these regions, Catalonia, voluntary
reporting of newly diagnosed HIV infections was implemented in
January 2001 and became mandatory in 2010.” Given the varying
and often long delays between HIV infection and diagnosis,
information systems based on new diagnoses do not reflect
current patterns of HIV transmission dynamics.

For over a decade, laboratory-based methods have been applied
for the identification of recent HIV infections.> Several countries
have begun to monitor recent infections using Tests for Recent
Infection (TRI). These assays are based on the principle that the
antibody response to HIV infection matures over time and that
immunological biomarkers of HIV disease progression can be used
to distinguish recent from non-recent HIV infection. In France,
recent infection has been routinely monitored at national level
since 2003 by applying a TRI to all new HIV diagnoses.” Other
European countries have also included this approach as a part of
their surveillance system.® Using TRI, the Centers for Diseases
Control and Prevention provided the first direct estimates of the
incidence of HIV in the USA.” In 2003, the Serological Testing
Algorithm for Recent HIV Seroconversion was introduced in
Catalonia as a feasibility study® and since 2006, has been applied
in all newly identified cases of HIV infection in a network of
centres as part of the Integrated Surveillance System of Catalonia
(SIVES).

The aims of this study were to estimate the prevalence of recent
HIV infection among newly diagnosed cases, to describe the
epidemiological characteristics of the infection according to
whether it was recent, long-standing or advanced, and to identify
the factors associated with recent infection in 14 hospitals and
8 voluntary and counselling testing sites (VCTS) in Catalonia.

Methods

Study period
From January 2006 to December 2008.

Study population

Newly identified cases of HIV infection in the participating centres,
which represent ~50% of all the new HIV notifications collected
by the voluntary reporting system.

Settings

Samples were collected from 16 laboratories: 14 in hospital
outpatient clinics and 2 other laboratories which collected
samples from the 8 VCTS. All the laboratories are in Catalonia
(5 in Barcelona, 5 in the metropolitan area of Barcelona and 6
in other cities in Catalonia) and all volunteered to participate.

Inclusion criteria

All patients newly diagnosed with HIV at the participating centres
were included. Serum samples had to be obtained within the first
6 months of newly diagnosed HIV infection. All patients were aged
>16 years and gave their written informed consent to participate.

Specimen collection

Residual volumes of serum specimens collected for diagnostic
purposes were sent by the participating laboratories to the
coordinating centre (Centre for Epidemiological Studies on HIV/

AIDS and STI of Catalonia (CEEISCAT)). Aliquots were identified
by a study number (no personal identifiers were used).

Laboratory methods

Samples were analysed at the Microbiology Service of the Hospital
Universitari Germans Trias i Pujol. First, samples were analysed to
detect the presence of HIV-specific antibodies using a conventional
sensitive enzyme immunoassay (EIA) (Anti-HIV TETRA Elisa,
Biotest, Dreieich, Germany) to ensure that they were all from
HIV-positive patients. Samples from patients with a CD4" T-cell
count <200 cells/pl and/or clinical criteria for AIDS (patients with
advanced HIV disease) were not tested. We designed a specific
recent infection testing algorithm to identify cases of recent
infection (figure 1).

During the study period, our laboratory used two different TRIs:
the Vironostika-LS assay (January 2006-May 2007) and the
BED-CEIA (June 2007 onwards). The performance characteristics
of Vironostika-LS and BED-CEIA have been described else-
where,”'® and both techniques showed good consistency.''
Moreover, in order to assess whether the results obtained by
each assay were comparable in our setting, we performed a local
study, which provided consistent results. In that study we found
that the agreement among both assays was good (k=0.738,
P<0.005). Both techniques identified recent infection equally
well.'> However, Vironostika-LS is based on subtype B antigens
and, consequently, performs differently with B and non-B
subtypes.”’

Ethics

The ethics committees of the participating centres approved the
protocol. All personal identifiers were removed from the samples
that were sent to the coordinating centre with a study number.
Only the recruitment centre had access to personal identifiers.

Interpretation of results

Recent infection: patients whose samples were positive in the TRI.
Long-standing infection: patients whose samples were negative
in the TRL
Advanced HIV disease: patients with a CD4" T-cell count
<200 cells/pl and/or clinical criteria for AIDS.

Newly diagnosed case of HIV
infection

<200 cells/ul
Advanced disease

>200 cells/ul

AIDS-defining
illness

Advanced disease

Negative

Test for Recent
Infection

Long-standing infection

Positive

Recent infection

Figure 1 Algoritm for the application of the TRI
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Data collection

Laboratory staff completed a data collection form to record CD4"
T-cell counts, HIV viral load and previous HIV serological testing
results. The patient’s physician or a person designated by the
physician completed a second data collection form to record
demographic and clinical-epidemiological variables (sex, date of
birth, country of origin, date of arrival in Spain, sexual orientation,
use of injected drugs, sexually transmitted infections (STT), HIV
serologic status at the time of diagnosis and use of antiretrovirals).
Patients born outside Spain were considered immigrants.
Clinical and laboratory data from the closest date to the HIV
diagnosis were reported.

In order to ascertain whether the immigrants were infected in
Spain, or whether they had acquired the infection before their
arrival in Spain, the date of arrival was collected whenever
possible. If patients were identified as recently infected and had
been in Spain for >12 months (from the date of the HIV
diagnosis), they were considered to have acquired the infection
in Spain. On the contrary, if they were identified as recently
infected and had been in Spain for <6 months, they were
considered to have acquired the infection before arrival in Spain.
If patients with advanced HIV disease or long-standing infection
had arrived <12 months (from the date of HIV diagnosis), they
were considered to have acquired the infection outside Spain.

Statistical analysis

The percentage of recent infection was calculated as the number of
samples identified as recent by the TRI divided by the total number
of new diagnoses and the 95% confidence interval (95% CI) was
estimated using the exact method. The Mantel test was applied to
assess the presence of any significant trend during the study period.
The Pearson’s x test or the Fisher’s exact test were applied as

Identification of recent HIV-1 infection in Catalonia, Spain 3 of 7

appropriate to compare demographic characteristics, such as sex,
country of origin, transmission group and presence of other STIs
between the three study groups (recent infection, long-standing
infection and advanced HIV disease). Moreover, quantitative
variables were compared using the Mann-Whitney U test. In
order to identify risk factors associated with recent infection,
univariate and multivariate and logistic regression models were
constructed adjusting for the type of centre and the geographic
area. The odds ratio (OR) and its 95% CI were calculated.
The statistical analysis was performed using SPSS 17.0.

Results

We collected 1456 samples, of which 331 did not meet the
inclusion criteria and were excluded from the study. Out of the
1125 specimens, 1047 (93.1%) were obtained from hospitals and
the remainder were from the VCTS (6.9%). The characteristics of
patients with newly diagnosed HIV infection are shown in table 1.
Most of them were male (79.9%), with a median age of 35.4 years
[interquartile range (IQR): 29.5-43.4], 48.9% were men who have
sex with men (MSM), 38.7% were immigrants, mostly from South
America (50.8%) and 10.6% had reported an STI diagnosis during
the 12 months before HIV diagnosis. Most of STI reported were
reported as non-specified syphilis (55.5%).

Patients with advanced HIV disease accounted for 29.7% of the
samples and, after performing the TRI in 791 samples, we obtained
a prevalence of recent infection of 23.0% (95% CI 20.6-25.6)
(figure 2). The percentage of recent infection increased year by
year: 18.1% (95% CI 14.1-22.8) in 2006, 23.8% (95% CI 19.8—
28.2) in 2007 and 26.2% (95% CI 21.9-30.9) in 2008 (P=0.012
for linear trend).

In patients with newly diagnosed HIV infection, characteristics
such as sex, age and transmission group differ significantly for
patients identified as having recent infection, long-standing

Table 1 Characteristics of newly diagnosed cases of HIV infection stratified by type of infection (Catalonia, 2006-08)

Newly diagnosed cases, Recent, Long-standing, Advanced, P-value?®
N (%) N (%) N (%) N (%)
1125 (100.0) 259 (23.0) 532 (47.3) 334 (29.7)
Sex (n=1125)°¢ 0.042
Men 899 (79.9) 221 (24.6) 417 (46.4) 261 (29.0)
Women 226 (20.1) 38 (16.8) 115 (50.9) 73 (32.3)
Ageb (n=1125)° (years) 35.4 (29.5-43.4) 32.5 (28.1-38.6) 33.9 (29.1-41.4) 40.1 (32.3-48.1) <0.001
<30 310 (27.6) 88 (28.4) 160 (51.6) 62 (20.0)
30-40 443 (39.4) 121 (27.3) 218 (49.2) 104 (23.5)
40-50 243 (21.6) 40 (16.5) 108 (44.6) 95 (39.3)
>50 129 (11.5) 10 (7.8) 46 (35.7) 73 (56.6)
Place of birth (N=1067)¢ 0.443
Spanish-born 654 (61.3) 150 (22.9) 357 (46.9) 197 (30.1)
Immigrants 413 (38.7) 92 (22.3) 195 (47.2) 126 (30.5)
South America 210 (50.8) 58 (27.6) 100 (47.6) 52 (24.8)
Sub-Saharan Africa 84 (20.3) 10 (11.9) 38 (45.2) 36 (42.9)
Central and western Europe 32 (7.7) 6 (18.8) 19 (59.4) 7 (21.9)
North Africa and Middle East 18 (4.4) 4 (22.2) 11 (61.1) 3 (16.7)
Eastern Europe and Russia 24 (5.8) 6 (25.0) 7 (29.2) 11 (45.8)
Asia 7(1.7) 1(14.3) 4 (57.3) 2 (28.6)
North America 6 (1.5) 3 (50.0) 2 (33.3) 1(16.7)
Unknown 32 (7.7) 4 (12.5) 14 (43.8) 14 (43.8)
Transmission group (n=1117)¢ <0.001
Men who have sex with men 550 (48.9) 171 (31.1) 282 (51.3) 97 (17.6)
Heterosexual relations 436 (38.8) 67 (15.4) 185 (42.4) 184 (42.2)
Injecting drug users 53 (4.7) 7 (13.2) 25 (47.2) 21 (39.6)
Others/non-qualified risk 78 (6.9) 13 (16.7) 35 (44.9) 30 (38.5)
Sexually transmitted infections® (n =940)° 0.113
Yes 119 (10.6) 33 (27.2) 62 (52.1) 24 (20.2)
No 821 (73.0) 191 (23.3) 390 (47.6) 240 (29.3)

a: P-value: Pearson'’s or Fisher's exact test, except for median age, where the Mann-Whitney U test was used.

b: Median and interquartile range.
¢: Number of samples with available information for each variable.

d: Sexually transmitted infection diagnosed during the 12 months before inclusion.
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Samples collected

N=1456

Samples excluded*

A

A 4

N=331

A 4

N=791

Samples tested using the TRI

A 4

\4

Patients with advanced HIV

disease

N=334 (29.7%)

Patients with long-standing

infections

N=532 (47.3%)

Patients with recent infection

N=259 (23.0%)

Figure 2 Study flowchart. *: Patients whose HIV infection was diagnosed >6 months before sample collection (78.2%), insufficient
sample volume (9.1%), duplicate samples (5.4%), no informed consent (3.6%), infected by HIV type 2 (0.9%), HIV-negative samples

(0.6%) and age <16 years (0.3%)

infection or advanced disease (table 1). Recent infection was more
frequent in men than in women (24.6% vs. 16.8%), and median
age was 32.5 years for patients with recent infection, 33.9 years for
patients with long-standing infection and 40.1 years for patients
with advanced HIV disease (P<0.001). In MSM, 31.1% of
infections were identified as recent, whereas in the other transmis-
sion groups the percentage ranges from 13.2% to 16.7%. Patients
with an STI diagnosed within the 12 months before the HIV
diagnosis tended to present recent infection more frequently
than those without (27.2% vs. 23.3%).

Of the 413 immigrants, the date of their arrival in Spain was
collected in 238 cases: median time from arrival to HIV diagnosis
was 36.4 months (IQR 11.9-77.6). Among these 238 patients, 60
were recently infected, 120 had long-standing infection and 58 had
advanced HIV disease. Of the 60 recently infected patients, 48
(80%) had arrived in Spain over 12 months before their HIV
diagnosis. Of the 58 patients with advanced HIV disease and the
120 patients with long-standing infection, 24.1 and 29.1%, respect-
ively, had arrived in Spain <12 months before. The percentage of
recent infection was different according to origin, namely, higher
among patients from South America than for Spanish-born
patients (27.6% vs. 22.9%). In contrast, this percentage was
much lower for Sub-Saharan patients (11.9%).

The factors associated with recent infection were described using
univariate and multivariate logistic regression models (table 2).
In the univariate model, two factors were found to be associated
with recent infection—age and transmission group—and both
remained in the multivariate model. Transmission between MSM
was associated with recent infection (OR 2.0; 95% CI 1.1-3.9),
compared with acquiring infection through heterosexual
relations. Recent infection was less frequent among patients
>50 years, with an OR of 0.2 (95% CI 0.1-0.5), compared with
patients aged <30 years.

Discussion

The percentage of recent infections among newly diagnosed cases
of HIV infection in Catalonia grew during the study period from
18.1% (58 out of 320) in 2006 to 26.2% (103 out of 393) in 2008.

The factors associated with recent infection were acquiring
infection through sexual contact between MSM and aged
<30 years.

A previous study, performed during 2003-05 in several centres
in Spain, reported the prevalence of recent infection to be 19.2%,*
which is lower than the overall prevalence of recent infections
reported in the present study (23.0%). As some of the centres
involved in the two studies are not the same, the results are not
directly comparable; however, when recent infections in the
Catalonian centres participating in both studies were taken into
account, the percentage of recent infections was 19.5% in 2003-05.
Therefore, our results indicate that the percentage of recent
infection increased in our study population and that the
difference was statistically significant (P<0.01). This increase is
consistent with the decrease in the percentage of patients
identified with advanced HIV disease in the PISCIS cohort (a
prospective cohort study of HIV-infected patients) and the
voluntary reporting of newly diagnosed HIV infection.?

In France, reporting of newly diagnosed HIV infection has been
mandatory since 2003, and serology testing for recent infection has
been applied at the population level since then. Le Vu et al.'’
recently reported percentages of recent infection of 24.8% in
2006, 26.4% in 2007 and 27.0% in 2008. Although our percentages
of recent infection obtained were slightly lower, the increasing
trend is similar in both studies.

Our study population represents ~50% of all the new HIV
notifications collected by the regional surveillance system during
the same period.” Data from this surveillance information system
show that the characteristics of our study population are
quite similar to those of all new diagnoses of HIV infection in
Catalonia. However, it appears that MSM might have been
slightly overrepresented in our study (48.9%), since in the HIV
reporting system, the percentage of MSM among newly diagnosed
cases between 2006 and 2008 was 42.7%. On the contrary, the
percentage of immigrants in our study (38.7%) was lower than
that observed in the HIV reporting system (43.1%). Therefore,
since the HIV reporting system was not mandatory during the
study period, these data are not representative of the population
of newly diagnosed cases of HIV infection in Catalonia.
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Table 2 Factors associated with recent infection (univariate and multivariate logistic regression models)

Univariate Multivariate?
OR (95% CI) P-value OR (95% ClI)® P-value
Sex (n=1125)P
Male 1.6 (1.1-2.4) 0.014
Female
Place of birth (n=1067)®
Spanish-born 1.0 (0.8-1.4) 0.802
Immigrants
Age (n=1125) (years) <0.001 <0.001
<30
30-40 0.9 (0.7-1.3) 0.746 1.0 (0.7-1.3) 0.811
40-50 0.5 (0.3-0.7) 0.001 0.5 (0.4-0.8) 0.005
>50 0.2 (0.1-0.4) <0.001 0.2 (0.1-0.5) <0.001
Transmission group (n=1117)° <0.001 <0.001
Heterosexual relations
Men who have sex with men 2.5(1.8-3.4) <0.001 2.0 (1.1-3.9) 0.027
Injection drug users 0.8 (0.4-1.9) 0.679 0.9 (0.5-1.8) 0.805
Others/non-qualified risk 1.1 (0.6-2.1) 0.771 0.8 (0.3-2.1) 0.575
Sexually transmitted infections® (n= 940)°
Yes 1.3 (0.8-2.0) 0.286

No

a: The multivariate logistic regression model was adjusted for the type of centre and the geographic

area. The OR and its 95% Cl were calculated.

b: Number of samples with available information for each variable.
c: Sexually transmitted infection diagnosed during the 12 months before inclusion.

The highest percentage of recent infection was found in MSM,
a variable identified by logistic regression as being associated with
recent infection. There are several explanations for this finding.
First, it is known that MSM undergo testing more often than
other groups. A survey by our research team in a population of
patients newly diagnosed with HIV infection revealed that 65.0% of
MSM had been tested at least once before diagnosis, whereas this
percentage was lower for patients who became infected through
heterosexual relations (28.3%). Moreover, the median number of
HIV tests taken was 3.0 for MSM and 1.0 for patients who acquired
the infection through heterosexual relations (PISCIS Cohort
Study). This behaviour may be due to a higher self-perception of
risk for HIV infection in this group, but also to public health inter-
ventions, such as those performed in venues where information and
rapid testing for HIV are provided to MSM.'* These patients are
referred to hospital if they test positive. In addition, the introduc-
tion of rapid tests in VCTS represents an improvement in access to
testing facilities and, consequently, has enabled more people to be
tested'” and referred to hospital if they test positive. In our area,
community-based testing services specifically targeting MSM are
more common than in the general population. As these patients
are tested more frequently, the probability of being identified as
recently infected increases. Second, several studies have recently
reported an increase in risk behaviour among MSM.'* 18 Third,
the recent increase in the prevalence of STI is yet another
indicator of risk behaviour, pointing to an increased likelihood of
HIV transmission.'”?° Fourth, it is noteworthy that MSM is the
only transmission group that experienced a significant increase
(>5%) in the number of HIV diagnoses in the reporting system.”
Taken together, these findings—increase in risk behaviour and STI
and a high percentage of recent infection—suggest that the inci-
dence of HIV may actually be rising among MSM.

Our results show that age is associated with recent infection:
recently infected individuals are younger than those with
advanced HIV disease. The probability of being identified as
recently infected is higher for younger patients, as the time from
infection to diagnosis is usually shorter in younger people.

Percentages of recent infection in patients who became infected
through heterosexual relations (15.4%) and in injecting drug users
(13.2%) were lower than those observed in MSM (31.1%),
although, noticeably, the prevalence of recent infection in the

first two groups increased during the study period, especially in
2008. This increase could reflect an increase in the incidence of
HIV in those groups. However, when the time trend was analysed
by transmission group, the differences were not statistically
significant.

A comparison of percentages of recent infection in immigrant
and Spanish-born patients revealed that the percentage of recent
infections was similar among immigrants. The percentage of recent
infections differed significantly according to the country of origin.
For patients from South America (50.8% of our immigrant
population), the prevalence of recent infection was higher than
in patients from Sub-Saharan Africa (20.3% of our immigrant
population). This difference between the two populations lies in
the transmission group. The percentage of MSM was higher in
South American patients, whereas heterosexual transmission was
more prevalent in Sub-Saharan patients. In our study population,
the percentage of MSM among the newly diagnosed cases of
HIV was 67.6% for patients from South America and 0% for
Sub-Saharan patients. These data are consistent with epidemio-
logical data reported in both areas.*' As mentioned above, MSM
undergo testing more often than heterosexual individuals, thus
making it more likely that they will be identified as recently
infected. Although age was also associated with recent infection,
we did not find significant differences between the two groups
(sub-Saharan and South American patients): median age was
31.1 years in patients from South America and 31.4 years in
those from Sub-Saharan Africa. Nonetheless, other factors may
have affected our results.

To ascertain whether recent infections were imported or
acquired locally, we recorded the date of arrival in Spain. This
information was available for 60 patients identified as recently
infected and 48 (80%) had arrived in Spain more than 1 year
before they were diagnosed with HIV, suggesting that a substantial
number of the recent HIV infections observed among immigrants
are locally acquired. On the other hand, among the 58 patients
with advanced HIV disease for whom the arrival date was
recorded, 14 (24%) had arrived in Spain <1 year before they
were diagnosed with HIV, suggesting that these patients were
already infected when they first arrived in Spain. However, the
finding cannot be extrapolated, given the limited information
about the arrival date.
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Our study has several limitations. First, the small number of
participating centres means that our findings cannot be
extrapolated to the general HIV-positive population. Whereas
our sample size represents nearly 50% of all HIV-positive
patients in Catalonia and the characteristics of these patients are
quite similar, it cannot be assumed to be representative.

The limitations of the serological assays for recent infections are
well known. These tests have reasonable sensitivity for the
detection of recent HIV infection, but can missclassify established
infections as recent.”> However, by excluding patients with
advanced HIV disease from testing, we avoided missclassifying
them as recently infected. In addition, we used two different
tests: the Vironostika-LS assay and the BED-CEIA. Although
seemingly a limitation, the results for both tests were consistent.'?
The Vironostika assay has a longer window period in samples from
patients with non-B subtypes.”> Despite the increasing prevalence
of non-B subtypes in our setting,”*> we do not believe that this
limitation has greatly affected our results, given that the percentage
of samples identified by the Vironostika assay as recent is small
(only 4%). The BED assay has a similar window period for
HIV subtypes A—E.'®*

In Catalonia, the Recent Infection Testing Algorithm has been
incorporated into the surveillance system. Identification of factors
associated with recent infection provides useful information about
current transmission patterns. In order to improve programmes
for prevention and control of HIV and STI, data from recent
infection surveillance should be included. In the light of our
findings, prevention campaigns targeting MSM should reinforce
the need to reduce sexual risk behaviours, however, the represen-
tativeness of the samples available to be analysed using the TRI,
additional information about testing patterns is needed to enable a
more accurate interpretation of these data. We suggest that
surveillance systems should include information about testing
patterns and recent infections.
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Key points

e Percentage of recent infections increased from 18.1% in
2006 to 26.1% in 2008. This increase may also reflect an
increase in the incidence of HIV infection.

e The highest percentage of recent infections was identified
in MSM (31.1%), suggesting that the incidence of HIV is
higher in this group or the demand for diagnostic tests is
higher.

e Many HIV infections among immigrants may be locally
acquired.
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ANEXO

Estimacion de la incidencia mediante el uso de tests seroldgicos para

identificar infecciones recientes

A pesar de la importancia de la incidencia como un indicador en Salud Publica, la mayoria de
programas preventivos y sistemas de vigilancia se centran en medir la prevalencia de VIH en una
poblacidn, es decir, la proporcién actual de personas que viven con la infecciéon por VIH. Aunque
la prevalencia es un indice util en Salud Publica, no refleja de manera directa la tasa de la
transmision actual de VIH, ya que puede estar confundida por otros factores como son la
supervivencia de los pacientes, los patrones de migracion y las tasas de nacimiento. Hay que
enfatizar ademas que el efecto de la supervivencia sobre la prevalencia se ha visto fuertemente
incrementado con el éxito de las terapias antirretrovirales en los paises con acceso al tratamiento
(113).

La estimacion de la tasa de incidencia en una determinada poblacién requiere el seguimiento a
lo largo del tiempo de individuos que no estan infectados por el VIH pero que se consideran a
riesgo de adquirir la infeccion. No obstante, la implementacién de este tipo de estudios,
denominados cohortes de pacientes seronegativos, presenta dificultades y limitaciones. Por un
lado requieren importantes recursos logisticos para asegurar que se minimizan las pérdidas de
seguimiento de los pacientes incluidos en el estudio. A su vez, este intenso seguimiento, a menudo
implica consejos para reducir conductas de riesgo u otras medidas preventivas lo que limita la
validez de las estimaciones de incidencia o su extrapolacion a la poblacion general.

En este contexto, la ventaja de la utilizaciéon de los TRIs para obtener estimaciones de
incidencia del VIH radica, precisamente, en dos aspectos claves, como son la poblacién a la que se
accede y el diseno del estudio que se lleva a cabo en ella. Estas caracteristicas determinan que su
aplicaciéon habitual sea en poblaciones a riesgo definidas en el contexto de vigilancia centinela, en
sistemas de vigilancia basados en los nuevos diagnoésticos de VIH e incluso en poblacién general
(94, 95, 114, 115). En cualquiera de estos dos contextos anteriores, el disefio del estudio es de
tipo transversal.

Janssen basandose en la relacién epidemiolégica que existe entre la prevalencia (p) la
incidencia (I) y el tiempo de duracién de la infeccién (T),

p=1xT, (D
formula la estrategia a seguir para la estimacion de la incidencia del VIH aplicando los resultados
de clasificacién del test STARHS en muestras procedentes de un estudio transversal (72). En su
formulaciéon la estimacion de la incidencia consiste en dividir el nimero de individuos
identificados como infecciones recientes (R) por el nimero de individuos susceptibles, es decir, el

numero de individuos con un resultado negativo del EIA convencional (N) mas el nimero de
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infecciones recientes (R). Esta cantidad se anualiza mediante un factor constante que tiene en
cuenta el periodo ventana medio del test (w):
[I=R/(N+R)x365/w. (2)

Asimismo, se propone como estimar el intervalo de confianza asociado a la incidencia asi como
una modificaciéon de la formula (1) para tener en cuenta la existencia de multiples muestras
procedentes de un mismo individuo.

Desde esta primera aproximaciéon hasta la fecha encontramos en la literatura numerosos
estudios evaluando la precisién de las estimaciones de incidencia obtenidas mediante la formula
de Janssen (98, 116). La motivacion de estos trabajos ha sido siempre cuantificar el impacto en las
estimaciones del error de clasificaciéon (€) que, en mayor o menor magnitud, existe siempre al
considerar un test de identificacion de infecciéon reciente. Este debate ha conducido a la
publicacidn de propuestas alternativas a la férmula (1), como son la de Hargrove (117), McDougal
(118) y McWalter (119). En definitiva, todas estas propuestas pretenden corregir el nimero de
individuos considerados como recientes entre el total de muestras positivas (P). Las guias
actuales, no obstante, recomiendan utilizar la aproximacion de McWalter:

I=(R-€ExP)/(1-€)xwxN, (3)
que expresa la incidencia (I) como la tasa instantanea, o su expresion como riesgo anual de
infeccion con la siguiente férmula de conversion:

l=1-exp (-1). (4)

Los primeros estudios que usaron los TRIs para estimar incidencia se realizaron en
poblaciones centinela, reclutando los participantes en clinicas de ITS (120, 121), o bien en centros
que ofrecen la prueba del VIH de manera anénima (122). Las incidencias estimadas oscilaban
entre 1,1 y 3,0 infecciones /100 personas-afio, encontrdndose las incidencias mas altas entre la
poblacién de hombres que practican sexo con hombres. Posteriormente, también se centraron en
otras poblaciones como los UDVP o las mujeres embarazadas (114, 123).En el estudio realizado
en Atlanta entre mujeres embarazadas la incidencia estimada fue inferior, tan sélo de 0,24
infecciones/ 100 personas-afio (123). Por otro lado, en el estudio realizado entre poblacion
UDVP, en el primer periodo del estudio, de 1990 a 1995 la incidencia estimada fue 3,1
infecciones/ 100 personas-afio, mientras que en el siguiente periodo, de 1996 a 2002, la
incidencia disminuy¢ hasta 0,9 infecciones/ 100 personas-afio.

En los paises africanos de la region Subsahariana se han realizado numerosos estudios
estimando incidencia, usando TRIs. Las estimaciones obtenidas oscilan entre 2,0 y 17,0%
infecciones/personas-ano (124). En general, también se observa un descenso en el tiempo en las

tasas de incidencia (Tabla 5).
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En Estados Unidos, en el afio 2008 publicaron un estudio en el que proporcionaban la primera
estimacion directa de incidencia de VIH, a nivel poblacional, usando la informacién sobre
infecciones recientes obtenida mediante el test BED-CEIA. Para el ano 2006 estimaron que 39.400
personas fueron diagnosticadas de VIH. De entre todas ellas, analizaron 6.864 muestras con el
test BED-CEIA, y obtuvieron 2.133 casos de infecciones recientes (31%). A partir de estos datos,
extrapolaron que el niumero total de nuevas infecciones producidas en el afio 2006 fue de 56.300,
suponiendo una tasa de incidencia de 22,8 nuevas infecciones por cada 100.000 personas (94).

En Francia, también han calculado la incidencia de VIH a nivel poblacional usando la
informacién obtenida a partir de la aplicacion del test IDE-V3. En el afio 2008 estimaron un total

de 6.480 nuevos diagnosticos de VIH y 6.940 nuevas infecciones de VIH. La incidencia estimada

fue de 17 nuevas infecciones por cada 100.000 personas (95).

Lugar Técnica Poblacion Tipo de centro Periodo Incidencia* Referencia
Amsterdam Abbott HSH Clinica ITS 1991 - 2001 3,00 Dukers NH et al.
Reino Unido .Abett./ HSH Clinica ITS 1995 - 2001 2,45 Murphy G et al.

Vironostika
Poblacién
que acude a -
San Francisco .Abett./ los centros Centr.os anonimos 1996-1998 1,1y1,9en HSH McFarland W et al.
Vironostika . de cribado de VIH
anénimos de
cribado
Lisboa Avidez e Clinica ITS 2004 3,3 Cortes Martins H et al.
heterosexual
San BED-CEIA UDVP Centros de salud 2005-2008 18,7 Niccolai LM et al.
Petesburgo
Atlanta BED-CEIA Mujeres Clinica prenatal 1991-1998 0,24 Nesheim S et al.
embarazadas
1990-1995 3,1
New York Vironostika UDVP (.Ientr(.) de. , Des Jarlais DC et al.
desintoxicacion 1996-2002 0,9
Adis Abeba Mujeres - 7,7 (1995)
(Etiopfa) BED-CEIA embarazadas Clinica Prenatal 1995 - 2003 2.0 (2003) Wolday D et al.
Sur Africa BED-CEIA Pg:rllaecrz’ln Poblacional 2003 - 2006 3,03-3,19  Bérnighausen T etal
EEUU BED-CEIA T oblacidn Poblacional 2006 0,0228 Hall I et al.
general
Francia IDE-V3 Poblacion Poblacional 2008 0,017 Le VusS etal.
general

Tabla 5. Estimaciones de incidencia de VIH, usando tests serolégicos para identificar infecciones
recientes *% personas-afio

A continuacidn, se presenta el trabajo que tiene como objetivo utilizar los tests seroldgicos para
identificar infecciones recientes para obtener estimaciones de la incidencia de VIH en nuestro
medio. Este trabajo estd pendiente de publicacién, y se presenta como parte no fundamental de

esta tesis.
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RESUMEN

Introduccion: En Cataluiia, desde el afio 2003, en el contexto del Sistema Integrado de
Vigilancia Epidemiolodgica del VIH, se realiza la identificacién de infecciones recientes entre los
nuevos diagnésticos de VIH mediante el uso de los algoritmos para identificar infecciones
recientes. Identificar las infecciones recientes basandose en la aplicaciéon de tests seroldgicos
permite estimar la incidencia a partir de férmulas disefiadas especificamente para ese propésito.

El objetivo de este trabajo fue estimar la incidencia de VIH entre los nuevos diagnoésticos de VIH
identificados en una red de hospitales y centros de cribado alternativos situados en Cataluiia,
entre los afios 2003 y 2008.

Métodos: Se incluyeron muestras de nuevos diagnésticos de VIH procedentes de 11 hospitales
y 6 centros de cribado alternativos. Durante el periodo de estudio se utilizaron dos tests
diferentes. Desde el ano 2003 hasta el 2006 se usé el Vironostika, y a partir del afio 2007, debido
a que el test Vironostika dejo de estar disponible comercialmente, se us6 el test BED-CEIA. Los
resultados de un estudio previo, nos indicaron que la concordancia entre ambos tests era buena.
En el algoritmo disefiado para identificar infecciones recientes, las muestras correspondientes a
pacientes con enfermedad avanzada de VIH (pacientes con criterios clinicos de SIDA o recuentos
de células CD4+ inferiores a 200 células/ul) se consideraron que correspondian a infecciones no
recientes. Para estimar la incidencia de VIH se usé el método propuesto por McWalter. Este
método consiste en dividir el nimero de infecciones recientes (IR) por el nimero de muestras
con un resultado negativo en un test VIH estandar, de esta manera: I= (IR-€xP)/(1-€)xwx
N, donde € representa la tasa de falsos positivos del algoritmo para identificar infecciones
recientes, la P es el nimero total de personas VIH positivas , 1a w es el periodo ventana del test
para detectar infecciones recientes, y lIa N es el nimero de personas VIH negativas.

Resultados: En el periodo de estudio, se analizaron un total de 2.642 muestras de pacientes
que fueron diagnosticados por VIH entre los afios 2003 y 2008. De estas 2.642 muestras, después
de aplicar el algoritmo para identificar infecciones recientes, 518 (19,6%) se identificaron como
infecciones recientes. La incidencia de VIH estimada para el periodo 2003 - 2008 fue de 0,46
casos de nuevas infecciones por cada 100 personas/afio. Se observé un aumento de la incidencia
durante el periodo de estudio global, aumentando significativamente de 0,31 nuevas infecciones
por cada 100 personas/afio en el afio 2005, a 0,73 por cada 100 personas/afio en el afio 2008.

Conclusiones: Estimar la incidencia es necesario para conocer la evolucidn de la epidemia por
VIH en nuestro medio. Este trabajo supone la primera estimacion de incidencia de VIH, usando los
algoritmos para identificar infecciones recientes en Catalufia. Los resultados obtenidos sugieren

que la incidencia de VIH estd aumentando en nuestro medio.
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ABSTRACT

Background: In Catalonia (Spain) since year 2003 recent infection testing algorithms (RITA)
have been incorporated to the Integrated Surveillance System on AIDS, HIV and Sexually
Transmitted Infections in Catalonia. This approach, based on a laboratory assay able to identify
recent infections (RI) among HIV diagnoses, allows us to infer HIV incidence from a cross-
sectional survey testing. We aim to estimate the HIV incidence in the subpopulation tested for HIV
in Catalonia (Spain) from 2003 to 2008 by using data from the HIV Surveillance system and
RITAs.

Methods: We evaluated with RITA all the samples with a new HIV diagnosis from a network of 11
hospitals and 6 voluntary counselling testing sites during 2003-2008 (AERI Study). The HIV
Testing Surveillance System of Catalonia provided as aggregated data the number of diagnostic
tests with positive or negative result performed by the participating centres. We approximate HIV
incidence using a modification of the McWalter's approach taking into account the
misclassification rate and other calibration parameters. Comparison of HIV incidence between
times periods were evaluated using the incidence ratio (IR) and their 95% confidence interval
(Cn.

Results: Out of the 2,642 new HIV diagnoses, 518 were classified as RI (19.6%). By year, this
percentage increases from 17.4% to 26.0% (p<0.05). The FRR of the recent infection algorithm
was locally estimated in 3.8% (coefficient of variation of 15.7%). The HIV incidence was
estimated in 0.46 cases of new infections per 100/year during the study period 2003-2008 (95%
CI: 0.39-0.53). Annually, the HIV incidence varied increasing significantly from 0.31 (95% CI:
0.22-0.51) new infections per 100/year in 2005 to 0.73 (95% CI: 0.55-0.90) per 100/year in 2008
(IR=2.34,95% CI [1.51-3.18]).

Conclusions: Our data suggest that HIV incidence might be increasing from 2006 to 2008 in our
setting. However, at a population level these results should be confirmed taking into account

information on HIV testing patterns.
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INTRODUCTION

A key component of an HIV surveillance system is to estimate the rate of occurrence of new
infections in a given population. Since the beginning of the epidemic, several approaches and
methods have been proposed to estimate HIV incidence, each one presenting specific
methodological challenges. Approaches developed during the last fifteen years based upon
laboratory assays to identify recent infection (RI) have become particularly useful from the public
health perspective (1 - 4). With this assay approach to identify RI among HIV diagnoses from a
single cross-sectional survey, it is possible to estimate HIV incidence using formulae specifically
devised for this purpose based on the classic epidemiological principle of Incidence = prevalence
x duration (1, 2).

Serological assays used as tests for recent HIV infection (TRIs) are based on the principle that
immune responses to HIV develop over time in such a way that a mean response could be derived
(4). Variation in individual immune responses, however, leads the currently available TRIs to
misclassify a proportion of people with long-standing HIV infection as recent (5). In order to
minimize the impact of this phenomenon, it is recommended that individual information about
the diagnosis of AIDS, CD4+ T cell count and antiretroviral treatment (ART) be collected and this
information be combined with TRI assay results into a recent infection testing algorithm (RITA)
(6). However, since a proportion of long-standing individuals could be still be misclassified as
recent, guidelines (6) recommend estimating the false recent rate (FRR) and using the FRR in the
calculation of incidence using McWalter’s formulae (7).

In Europe many countries have already incorporated TRIs into their HIV surveillance systems
(8 - 11). In France routine national incidence testing with serologic testing methods has been
done since 2003 as a part of national HIV case surveillance (12). Similarly, in the United States,
the Centers for Disease Control (CDC) and Prevention implemented a National HIV Incidence
Surveillance System in 2007 (13, 14). Recently, in the region of Lazio in Italy, similar methods
(15) have been adopted in order to report HIV incidence (16).

Spain is the western European country with the eighth highest rate of HIV infections newly
diagnosed after Portugal and Ireland, representing an annual rate of 7.9 cases per 100,000
population (17). In Catalonia, the dynamics and incidence rates are similar to the rest of Spain,
where the epidemic was initially driven by intravenous drug users and subsequently spread due
to sexual transmission. Between 2001 and 2008, 5,506 newly diagnosed cases of HIV were
reported, with an annual global rate of 12 cases per 100,000 population, predominantly in
heterosexuals (43.3%), followed by men who have sex with men (MSM) (36.1%) and injecting
drug users (14.6%) (18).
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The implementation of the laboratory procedures led us to design a study in 2001 aimed at
assessing the viability of introducing recent infection testing algorithms (RITAs) to distinguish
between recent and long-standing infections among new HIV diagnoses in our setting (ref:
Romero 2009). Since the study demonstrated the viability of RITA implementation, a broader
sentinel surveillance system for RI was established in 2006, applying RITA to newly identified
cases of HIV infection from a network of 11 hospitals and 6 voluntary counselling testing sites
(VCTS) (19, 20) as part of the Integrated Surveillance System on AIDS, HIV and Sexually
Transmitted Infections in Catalonia (18).

The objective of the present study is to provide an approximation to HIV incidence in the
subpopulation tested for HIV by combining data from the HIV surveillance system and TRI in

Catalonia (Spain).

METHODS
Study period

From January 2003 to December 2008.
Study population

The population tested for HIV in Catalonia .
Settings

All patients newly diagnosed of HIV infection in a network of 11 hospitals and 6 voluntary
counselling testing sites (VCTs) participating in the AERI Study, a multicentre study which started
in 2003. Characteristics and methods of the study have been previously described (19, 20). All the
laboratories are in Catalonia (10 within in the metropolitan area of Barcelona, and 3 in other
cities in Catalonia) and all volunteered to participate. Serum samples were to be obtained within
the first 6 months of newly diagnosed HIV infection and all patients were 216 years old . Patients
gave their written informed consent to participate from 2006 onwards. Newly identified cases of
HIV infection in the participating centres represented approximately 50% of all new HIV
notifications to the Catalan HIV reporting system.
Specimen collection

Residual volumes of serum specimens collected for diagnostic purposes were sent by the
participating laboratories to the coordinating centre (Centre for Epidemiological Studies on
HIV/AIDS and STI of Catalonia [CEEISCAT]). Aliquots were identified by a unique study number

(no personal identifiers were used).
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Recent infection testing algorithm (RITA)

Samples were analysed at the Microbiology Service of the Hospital Universitari Germans Trias i
Pujol. First, samples were analysed to detect the presence of HIV-specific antibodies using a
conventional sensitive enzyme immunoassay (EIA) (Anti-HIV TETRA Elisa, Biotest, Dreieich,
Germany) to ensure that they were all from HIV-positive patients. During the period 2003-2005
we used a specific RITA in which all specimens meeting the inclusion criteria were tested with the
TRI. Conversely, during the following period of 2006-2008, those samples from patients with a
CD4+ T cell count <200 cells/uL and/or clinical criteria for AIDS were not tested with the TRI but
were directly classified as patients with advanced HIV disease. Moreover, during the study period
the laboratory used 2 different TRI: the Vironostika-LS assay (January 2003 to May 2007) and the
BED-CEIA (June 2007 onwards). The performance characteristics of Vironostika-LS and BED-
CEIA have been described elsewhere (21, 22), and both techniques showed good consistency in
our setting (23). The mean window period of both techniques was 170 days for the Vironostika
assay and 155 days for the BED-CEIA. Quality control was assured by participation as national
representatives in the international program of quality control for the Serological Testing
Algorithm for Seroconversions (STARHS) established by the CDC (FDA/BB-IND #8193) since
1999.

Data Collection

Data collection occurred as a two-stage process. Laboratory staff identified newly diagnosed
individuals and completed a data collection form to record CD4+ T-cell counts, HIV viral load and
previous HIV serological testing results. Once the person was under the care of a physician, a
second data collection round to record demographic and clinical-epidemiological variables at the
time of diagnosis (or the closest available date) was undertaken. For centres participating in the
PISCIS cohort, this second dataset was extracted from the centre’s clinical database, whereas for
centres not participation in PISCIS, a form was completed by the clinician or designated person
from the clinical record. The HIV Testing Surveillance System of Catalonia provided the annual
number of diagnostic tests with positive or negative result performed and reported by the
participating centres (18).

Statistical analysis

The percentage of recent infection was calculated as the number of samples identified as recent
by the TRI divided by the total number of new diagnoses, and their 95% confidence interval (CI)
was estimated using the exact method. The Mantel test was applied to assess the presence of any
significant trend during the study period. To estimate HIV incidence from RITA we applied

McWalter’s approach (7) which essentially divides the number of samples identified as RI by the
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number of samples with a negative result in the conventional EIA test (N), as follows: HIV
Incidence = (RI-€xP) /(1- €)xwx N, where w is the mean RITA duration in units of years, €
is the false recent rate (FRR) of the RITA, a calibration parameter which corrects for the number
of misclassified samples, and P is the number of HIV-positive cases. Since the number newly
diagnosed HIV-infections tested with RITA (P) represented 40-50% of the number of HIV-positive
samples (P*) reported to the HIV Testing Surveillance System, we rescaled the counts of negative
HIV tests used in the incidence calculation (N) proportionally from the total number of negative
test reported (N*) using the expression N = N* x (P/P*). The (FRR) was estimated as the
proportion of specimens classified by the RITA as Rl among those known to be long-standing or
advanced infections. Since two different TRI were used during year 2007, it was calculated using
the mean RITA duration as the average of the window periods of the two assays (162.5 days).
Incidence ratio (IR) and its 95% CI were reported to compare the HIV incidence between
different time periods. The calculations of incidence were done using the spreadsheet ABIE v1.0
available at the SACEMA’s web site.
Ethics

The ethics committees of the participating centres approved the protocol. All personal
identifiers were removed from the samples, which were sent to the coordinating centre with a
study number. Only the recruitment centre had access to personal identifiers in order to enable

record linkage for subsequent epidemiological and clinical data collection.

RESULTS

Between 2003 and 2008, the total number of patients participating in the centre’s network
study (AERI project) was 2,853. Of these, 211 (8%) were excluded from the study mainly because
they did not meet inclusion criteria (19, 20). Out of the remaining 2,642 new HIV diagnosis, 518
were classified as RI with the RITA (19.6%). The percentage of Rl increased significantly (p<0.05)
from 17.4% in 2003 to 26.0% in 2008 (Table 1).

Overall, the total number of tests reported by participating centres to the HIV Testing
Surveillance System of Catalonia during 2003-2008 was 458,443, of which 5,648 (1.23%) were
positive. The number of tests with a negative result increased from 53,073 in 2003 up to 91,566
in 2008 and, conversely, the percentage of positive tests during the study period varied from a
high of 1.42% in 2003 through a low of 1.08% in 2006 to 1.39% in 2008 (Table 1).

Characteristics of the participants by study period are described in Table 2. Most of samples
included were collected in hospitals, from male patients infected throguh MSM relations, with

ages between 30 and 50. In both study periods percentages of immigrants were quite similar.
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Estimates of the FRR corresponding to the study period 2003-2005 are based on 430 samples.
Fifteen were classified as Rl resulting in a FRR of 3.5% (coefficient of variation=25.4%). Estimates
of the FRR derived during the study period 2006-2008 were similar; out of the 593 long-standing
infections 24 were classified as RI, giving a FRR of 4.0% (coefficient of variation=20.0%). A final
FRR estimate was obtained from pooling data of the two time periods, resulting in a FRR=3.8%
(coefficient of variation=15.7%).

HIV incidence for the period 2003-2008 was estimated to be 0.46 new infections per 100/year
(95% CI: 0.39-0.53). HIV incidence varied during this period, increasing significantly from 0.31
(95% CI: 0.22-0.41) new infections per 100/year in 2005 to 0.73 (95% CI: 0.55-0.90) per
100/year in 2008 (Table 1), (IR=2.34, 95% CI [1.51-3.18]). When stratified by study period, the
HIV incidence was estimated to be 0.40% (95% CI: 0.32-0.47%) and 0.55% (95% CI: 0.45-0.65%)
new infections per year during 2003-2005 and 2006-2008, respectively. Incidence was
significantly higher in the last period (IR=1.39, 95% CI [1.10-1.69]).

DISCUSSION

The present study estimates the incidence of new HIV infections among a population of people
who undergo HIV testing in a network of voluntary counselling and testing services and hospitals
in Catalonia (Spain) for the period 2003 to 2008. These estimates are derived from serological
tests for recent infection, individual clinical data and information provided from the HIV Testing
Surveillance System of Catalonia. HIV incidence in this population was estimated at 0.5 new HIV
infections per 100 persons/year.

During the study period a trend toward an increase in the annual HIV incidence was found
between 2005 and 2008. This rise is driven by an increase in the percentage of recent infections
over the number of negative tests. Several possible reasons could explain this increment. First of
all, the ratio of new diagnosis tested by the RITA to the total number of HIV positive tests
oscillates over the study period which might have an impact on the accuracy of the incidence
estimates and cannot be lightly dismissed. Secondly, changes in the algorithm used during the
study may have resulted in altered classification of recent or long-standing infection.
Nevertheless, estimated FRRs during the two study periods were similar and previous studies
conducted in our setting reported that the Vironostika and BED-CEIA assays showed good
agreement and similar sensitivity (23). Thirdly, changes in testing behaviour may affect the
proportion of people with recent infection during the study period. A rise in the demand for tests
was seen during the study period in the testing surveillance data coinciding with the widespread

introduction into VCTs of rapid HIV tests (the probability of identifying recent increases) (24).
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Coupled with a rise in a demand for tests, we see that MSM are more likely to be repeat testers
(mainly through VCTs), with a median number of tests prior to diagnosis of 4 as compared to 1.5
in MSM (25).

Finally, these results may reflect real increases in risk behaviours among MSM (26, 27). This
observation would be consistent with observed increases in primary and secondary syphilis
diagnoses from 2000-2005 (28) and other studies from around Europe (29, 30) showing rises in
both directly measured risk behaviour and STIs indicating high risk behaviour. Moreover, it is
consistent with results of the ITACA Cohort, a prospective longitudinal study of HIV negative MSM
recruited among clients of a Community Based HIV and other STI detection centre in Barcelona,
where preliminary results showed that directly measured HIV incidence has a trend toward
increase (3 per 100/year in 2006-2008 and 4.35% in 2009-2010) (31). Furthermore, estimates
derived from the Estimation and Projection Package (EPP) and Spectrum developed by the
UNAIDS (32, 33) also disclose an increase of the HIV incidence in the general population aged
more than 15 years old in Catalonia, rising from 0.1 per 1,000/year in 2003-2005 to 0.2 per
1,000/year in 2006-2008 (18, 34), although this model relies on many similar inputs.

Limitations in this study centre on changes in methods during the study period and the
completeness of surveillance data available to estimate incidence. The use of two different
algorithms and laboratory assays has been discussed above with the exception of our adoption of
a mean window period. While there is no guidance in the literature on combining different assays
sequentially in a single study, we feel that this pragmatic approach is reasonable given the
comparability otherwise discussed above. Estimates of the FRR could be improved in our setting
with the adoption a new TRI (Avidity index) as recommended by some authors (5) and by
systematic and periodic estimation of the FRR in a sufficiently large sample, including in
subgroups.

Data on negative tests required for estimating incidence is in aggregate form. The principal
implications of this are that we are unable to provide estimates of incidence by age, sex or risk
group and we cannot eliminate repeat testers from the denominator. About half of all new
diagnoses are not tested with RITA and these we have considered to be randomly distributed.
Another limitation is that changes in the prevalence of non-B suptypes were not measured which
may impact upon the FRR, since the performance of incidence assays has not been widely
assessed in non-B subtypes (35).

Recently a new estimator has been proposed (36). Using this formulae we found slightly higher

rates of HIV incidence (data not shown), but consistent with the reported trends.
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Caution should be exercised in extrapolating these results to the general population given that
the frequency of testing of some over-represented groups in our study (e.g. MSM) is known to be
higher, increasing the likelihood of identifying RI in comparison to other groups (37). In fact,
despite the insufficient sample size to reliably report HIV incidence estimates from VCTS alone,
the observed data suggest higher rates of recent infection, consistent with the high proportion of
VCTS users who are MSM. In considering the applicability of these sentinel surveillance results to
the HIV-tested subpopulation, however, we conclude that since the number of new HIV diagnoses
tested with RITA in our study represented approximately 50% of all new HIV notifications
collected by the HIV Reporting System, and that their epidemiological characteristics did not
differ from those presented by the new HIV diagnosis in Catalonia, the estimated rate of might be
reliably indicative of the real rate in this subpopulation.

In order to improve the generalisability of our incidence estimates, we would need to be able to
estimate the probability of testing for HIV in the year after infection but the aggregate testing data
in the current surveillance system precludes this at present. Moreover, having available
individual information about testing behaviour would allow us to estimated HIV incidence at
regional level using models that account for the effect of testing practices (15, 16).

In conclusion, estimates of HIV incidence derived from RITA have proved a useful tool to
analyse the current dynamic of the epidemic in Catalonia, and are being routinely used to enhance
the HIV Surveillance System. To our knowledge, this is the first application of the RITA technique
to estimate HIV incidence in Spain, contributing to establish the magnitude of new infection
during the study period and reporting data suggesting that HIV incidence is increasing in our
setting. To fully experience the benefit of using TRI in the HIV Surveillance System of Catalonia
would be advisable to have information about the testing practices of newly diagnosed

individuals, so HIV incidence estimates could be obtained at a regional level.

Funding

“La Marat6 de TV3” Foundation awarded the CEEISCAT a grant for the development of the AERI-
HIV (Algoritme Estandartditzat per la deteccid de Recent Infectats pel VIH) project for
epidemiological research on AIDS by applying the STARHS technique (project #022010). This
work was partially funded by the Direccié General de Salut Publica de la Generalitat de Catallunya
and by the Fundacién para la Investigacion y Prevencién del Sida en Espafia (FIPSE, Madrid,
Spain, National AIDS Plan Secretariat of the Spanish Ministry of Health). The Centers for Diseases
Control and Prevention (CDC) provided the samples for the quality control programme (FDA BB-
IND #8193).

- 101



ANEXO

The Recent HIV Infections (AERIVIH) Study Group includes the following:

Coordinating Center (CEEISCAT):

Anabel Romero, Colin Campbell, Rafael Mufioz, Naria Ortega, Alexandra Montoliu, Anna Esteve,
and Jordi Casabona

STARHS Laboratory (Microbiology Service, Hospital Universitari Germans Trias i Pujol):
Victoria Gonzalez, Elisa Martro, and Lurdes Matas

Peripheral centres: Josep M2 Mir6, Tomas Pumarola and Marfa Loépez-Diéguez (H. Clinic i
Provincial de Barcelona); Aurora Casanova and Elena Ferrer (H. Bellvitge Princeps d’Espanya -
Barcelona); Cristina Tural (H. Universitari Germans Trias i Pujol - Badalona); Estrella Caballero,
Esteve Ribera (H. General Vall Hebron - Barcelona); Nuria Margall, Pere Domingo (H. De la Santa
Creu i Sant Pau - Barcelona); Joan Farré and Teresa Puig (H. Universitari Arnau de Vilanova-
Lleida); M2 Goretti Sauca and M2Pilar Barrufet (H. De Matar6); Xavier Ortin and Amat Orti (H.
Verge de la Cinta - Tortosa); M2 José Armengual, Gemma Navarro and Ferran Segura (Consorci
Hospitalari del Parc Tauli - Sabadell); Josep M2 Prat and Angels Masabeu (H. de Palamés); Marian
Navarro and Josep Vilaré (H. General de Vic); Josep M2 Sim¢, Carlos Alonso Villaverde and Blai
Coll (H. Universitari Sant Joan de Reus), Eugenia Marquez and Isabel Garcia (Hospital general de
L’Hospitalet); Miguel Angel Benitez, Alba Cebollero and Manuel Guadarrama (H. De Vilafranca).
Voluntary and Counseling Testing Sites: Isabel Rodrigo (Lab. Clinic de Manso), Roser Sala (Lab.
Sabater Tobella), Olga Diaz (SAPS), Kati Zaragoza (Stop Sida), Mercé Merofio (Ambit Dona),
Jorge Saz and Ferran Pujol (Projecte dels Noms - Hispanosida), Jasmina Becerra (ACASC), Rosa

Ros (CJAS), Anna Avellaneda, Montse Sité (Actua Vallés), Anna Rafel (Associacié Antisida Lleida).
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Table 1. Annual HIV incidence estimates Catalonia, 2003-2008.

Year HIV incidence per New HIV Identified Recent HIV HIV positive RITA
100/year diagnoses infections (1) Negative tests (2 tests (2) tested/HIV+

RITA(;ested N (%) N (%) (%)
2003 0.46 (0.31-0.61) 373 65 (17.4) 53,073 766 (1.42) 0.49
2004 0.44 (0.32-0.55) 568 106 (18.7) 69,707 882 (1.25) 0.64
2005 0.31(0.22-0.41) 577 89 (15.4) 74,913 866 (1.14) 0.67
2006 0.37 (0.24-0.49) 320 58 (18.1) 78,334 857 (1.08) 0.37
2007 0.54 (0.40-0.68) 412 98 (23.8) 85,202 990 (1.15) 0.42
2008 0.73 (0.55-0.90) 392 102 (26.0) 91,566 1,287 (1.39) 0.30
Total 0.46 (0.39-0.53) 2,642 518 (19.6) 452,795 5,648 (1.23) 0.46

() Data from the AERI project
(2) Aggregated data reported to the HIV testing surveillance system in Catalonia
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Table 2. Characteristics of the samples included in the AERI Study by period and the HIV

positive samples reported to the HIV Testing surveillance System.

2003-2005 2006-2008
Identified New HIV HIV positive Identified New HIV HIV positive
Recent diagnoses tests () Recent diagnoses tests ()
infections M RITA tested (1 infections M  RITA tested ()

Type of centre

Hospitals 243 (92.5) 1,483 (94.7) 2,425 (96.5) 236 (91.5) 1,046 (93.0) 2,906 (92.7)

VCTS 17 (7.5) 80 (6.0) 89 (3.5) 22 (8.5) 78 (7.0) 228(7.3)
Gender

Female 41 (15.2) NA 666 (26.5) 38 (14.7) 226 (20.1) 724 (23.1)

Male 219 (84.8) NA 1,848 (73.5) 221(85.3) 898 (79.9) 2,410 (76.9)
Risk group

Homosexual 120 (49.7) NA NA 171 (69.8) 550 (52.9) NA

Heterosexual 76 (31.5) NA NA 67 (27.3) 436 (42.0) NA

IDU 45 (18.6) NA NA 7 (2.9) 53(5.1) NA
Age

<30 96 (37.5) NA 618 (24.6) 88 (34.0) 310 (27.6) 807 (25.7)

30-50 142 (55.5) NA 1,692 (67.3) 160 (62.2) 686 (61.0) 2,038 (65.0)

>50 18 (7.0) NA 204 (8.1) 10 (3.8) 129 (11.4) 288 (9.3)
Origin

Spanish-born 164 (72.9) NA NA 150 (62.0) 654 (61.3) NA

Immigrants 61 (27.1) NA NA 92 (38.0) 413 (38.7) NA
Total 260 1,518 2,514 258 1,124 3,134

(1) Data from the AERI project;(?) Aggregated data reported to the HIV testing surveillance system in Catalonia;

NA: not available

IDU: injection drug users

Data presented are N and percentages in brackets (%)
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1. Resumen global de los resultados

Los resultados principales de los trabajos presentados en esta tesis son los siguientes:

1.La aplicacion de los tests serolégicos para la identificacion de infecciones recientes es
factible en nuestro medio.

2.Gracias a la aplicaciéon de estos tests, ha sido posible describir las caracteristicas
epidemiolégicas de las personas con infeccién reciente por VIH.

3.Desde el afio 2006 la identificacién de infecciones recientes mediante tests serologicos
esta incorporada en el Sistema Integrado de Vigilancia Epidemiolégica del VIH en Catalufia.

4.La prevalencia de infeccién reciente presenté una tendencia al aumento a lo largo del
periodo 2003 - 2008.

5.Los factores asociados a la infeccion reciente fueron la transmisidn a través de relaciones
entre HSH y tener menos de 30 afios de edad.

6. Es probable que la mayoria de las infecciones en los pacientes de origen inmigrante se
hayan producido localmente.

7.Por primera vez se ha estimado la prevalencia de resistencias transmitidas y de subtipos
no B en pacientes con infeccion reciente por VIH-1 en Catalufia.

8.No se observaron diferencias en las caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los
pacientes recientemente infectados por VIH-1 segtn la presencia o ausencia de resistencias
transmitidas.

9.Los pacientes recientemente infectados por subtipos de VIH-1 no B eran mayores, con
mas frecuencia se habian infectado por transmision parenteral y habian sido diagnosticado en
areas de fuera de Barcelona.

10. Los tests seroldgicos para identificar infecciones recientes utilizados en los trabajos que
conforman esta tesis, el Vironostika-LS y el BED-CEIA, presentan una concordancia buena.

11. Ambos tests presentaron la misma sensibilidad, mientras que el test Vironostika-LS
present6 una especificidad menor que el BED-CEIA.

12. Se ha realizado la primera estimacion de incidencia de VIH usando los tests serolégicos
para identificar infecciones recientes en Catalufia.

13. Se observ6 un aumento de la incidencia de VIH durante el periodo de estudio 2003 -

2008.
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2. Discusion global

Ya que la discusion especifica para cada uno de los trabajos que conforman esta tesis se
encuentra en los articulos presentados previamente, a continuacion, se presenta la discusion
global de los resultados obtenidos en los trabajos de esta tesis. Dentro de esta discusion global

también se incluyen los resultados presentados en el trabajo anexo de esta tesis.

A través del proyecto AER], la identificacién de infecciones recientes mediante el test STARHS
se introdujo por primera vez en Espafia en el afio 2003. Este proyecto demostré la viabilidad de
implementar este test en nuestro medio, y permitié cuantificar la magnitud de las infecciones
recientes, asi como describir las caracteristicas de los pacientes recién infectados por VIH entre
los afios 2003 y 2005. Ademas de poner de relieve el perfil de la poblacién entre la cual el VIH se
estd transmitiendo, se observé que las infecciones recientes se detectaban en una mayor
proporcion en los centros de atencién primaria (21,5%), los centros alternativos de cribado
(21,3%) y las clinicas de ITS (23,4%), respecto a los hospitales (16,5%). Este hallazgo indica que
los pacientes acuden con mayor frecuencia a primaria, clinicas de ITS o centros de cribado
alternativo, poco tiempo después de producirse la infecciéon, motivados por una percepcion de
riesgo o, tal vez, por sintomas relacionados con la primoinfeccion. Estos resultados han
contribuido a aportar evidencia cientifica, al cuantificar la magnitud de las infecciones recientes,
segin su distribuciéon en cada ambito asistencial. Esta informaciéon estd contribuyendo
actualmente a orientar las politicas sanitarias sobre el diagndstico precoz del VIH en el
Departament de Salut de Catalufia, ayudando a disefiar intervenciones preventivas adecuadas y
proporcionadas, de acuerdo con la evidencia cientifica reportada (125).

Gracias a la experiencia del proyecto AERI 2003 - 2005, fue posible consolidar los circuitos de
recogida de informacién clinica y de muestras de suero de los pacientes identificados como
nuevos diagnosticos de VIH. Este hecho, junto a la estrecha colaboracién del CEEISCAT con el
laboratorio de microbiologia del Hospital Germans Trias i Pujol en la aplicacién de los tests
serolégicos para identificar recién infectados, permitié incorporar los algoritmos de identificaciéon
de infecciones recientes en el Sistema Integrado de Vigilancia Epidemiolégica del VIH en Catalufia
a partir del afio 2006.

La aplicacion rutinaria en el sistema de vigilancia epidemiolégica del VIH ha permitido
identificar cuales son los factores de riesgo asociados a la infeccion reciente entre los nuevos
diagndsticos de VIH. En el periodo 2006 - 2008, se identificaron como factores asociados a la
infeccion reciente infectarse a través de relaciones sexuales entre HSH y tener menos de 30 afios

de edad. La transmision entre HSH presentdé una OR de 2,0, respecto a la transmision
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heterosexual. El mayor riesgo de ser identificado como recién infectado en la poblacién HSH
puede explicarse por distintos motivos. En primer lugar, se ha observado una mayor frecuencia
de realizacion del test de cribado de VIH en la poblacién HSH (44). Esta mayor frecuencia puede
ser debida a una mayor percepcién de riesgo por parte de esta poblacién, pero también a
intervenciones preventivas de salud publica dirigidas especificamente a esta poblacién (126), asi
como a la introduccién de la prueba rapida del VIH (127). Pero, por otro lado, en los ultimos afios
también se ha observado un aumento de las conductas de riesgo entre los HSH (128-130), lo cual
podria hacer aumentar la incidencia de VIH en este colectivo.

La edad también se asocié con la infeccidn reciente. La infeccién reciente fue menos frecuente
entre los pacientes mayores de 50 afos, con una OR de 0,2, en comparacién con los pacientes de
edad inferior a 30 afios. Los individuos mas jovenes tienen una mayor probabilidad de ser
identificados como recién infectados, ya que el tiempo que ocurre desde el momento de la
infeccion hasta el diagnostico es mas corto cuanto mas joven es el paciente. Por otro lado, se ha
observado que los HSH mas jovenes tienen mas conductas de riesgo que los HSH de mas edad
(128), por lo que la mayor frecuencia de infeccién reciente podria corresponderse también con
una mayor incidencia entre los individuos mas jévenes.

La prevalencia de infecciéon reciente presenté una tendencia creciente a lo largo de todo el
periodo estudiado, pasando de 19,2% en el periodo 2003 - 2005 a 23,0% en el periodo 2006 -
2008. En el altimo informe epidemioldgico del Sistema Integrado de Vigilancia Epidemiolodgica de
la SIDA/VIH/ITS de Catalufia, el porcentaje de infecciones recientes aument6 hasta el 32,4% en el
afio 2009 (44). Esta tendencia creciente es consistente con la disminucién del porcentaje de
diagnostico tardio entre los nuevos diagndsticos de VIH en Cataluiia: el porcentaje de pacientes
diagnosticados tardiamente disminuy6 del 57,5% en el 1998 al 44,4% en el 2010 y al 38,3% en el
2011 (44). Por otro lado, esta tendencia creciente de la prevalencia de infeccién reciente también
se ha observado en un estudio realizado en Francia (95), pasando del 24,8% en el 2006 al 27,0%
en el 2008.

La prevalencia de infeccion reciente fue similar en los pacientes de origen inmigrante (22,3%)
y en los de origen autdctono (22,9%). Sin embargo, la prevalencia de infeccion reciente,
observada segun los distintos lugares de origen, fue mayor en los pacientes procedentes de
América del Sur (27,6%) que en los pacientes autéctonos (22,9%). En cambio, en los pacientes
procedentes de Africa Subsahariana el porcentaje de infecciones recientes fue mucho menor
(11,9%). Estas diferencias radican en el modo de transmisién del VIH, ya que entre los pacientes
procedentes de América del Sur el porcentaje de HSH fue mucho mayor (67,6%) que en los

pacientes de Africa Subsahariana, en los que no se identificé ninguna transmisién entre HSH.
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Estos datos son consistentes con la informacidn reportada sobre la epidemiologia de la infeccion
por VIH en ambas areas (38).

La aplicacién de los tests seroldgicos para identificar infecciones recientes puede ayudar a
establecer si la infeccion por VIH en los pacientes de origen inmigrante fue importada o bien fue
contraida localmente. Para los pacientes de origen inmigrante se recogié la fecha de llegada a
Espafa. Aunque esta informacién no se pudo obtener en todos los casos, los resultados sugieren
que la mayoria de inmigrantes identificados como recién infectados adquirieron la infecciéon en
nuestro pais, ya que llevaban en él mas de 12 meses cuando recibieron el diagnéstico de VIH.

Gracias a la utilizacién de los tests seroldgicos para la identificaciéon de infecciones recientes
por VIH, para el periodo 2003 - 2005, fue posible realizar el primer estudio de resistencias
transmitidas en pacientes con infeccién reciente por VIH en Catalufia. El valor estimado de la
prevalencia (7,7%) fue similar al de otros estudios europeos (60, 131, 132) y espafioles (133-
135). Es importante destacar que este tipo de estudios habitualmente se realizan en pacientes
que se acaban de diagnosticar y que no han recibido tratamiento previo, pero existen muy pocos
en los que la infeccidn se haya adquirido recientemente (131, 134). Este hecho le anade valor al
estudio, ya que la medida de la prevalencia de resistencias transmitidas en una poblacién es mas
precisa si se realiza en pacientes con infeccidn reciente. En los pacientes infectados con cepas de
VIH resistentes al tratamiento antirretroviral, en ausencia de presién farmacoldgica, con el paso
del tiempo, las cepas minoritarias wild type, llegaran a ser la cuasiespecie mayoritaria, ya que
tienen un mayor fitness que las cepas con resistencias (31).

La prevalencia de resistencias transmitidas fue mas alta en el afo 2003 (10,0%) que en los
siguientes afios del estudio (6,5% en el 2004 y 6,7% en el 2005). Este descenso, aunque no
mostro ser estadisticamente significativo, es consistente con los resultados de otros estudios
europeos que muestran una tendencia temporal decreciente (131).

En el mismo periodo 2003 - 2005, también se describieron por primera vez en Catalufia los
subtipos de VIH-1 circulantes entre los pacientes recién infectados. La prevalencia de subtipos no
B (19,2%) fue similar a los valores reportados en otros estudios espafioles (65, 135, 136), y
ligeramente superior al valor reportado en un estudio de la cohorte espafiola CoRIS (15,2%) (61).
Se observé un elevado porcentaje de subtipos no B entre los pacientes recién infectados de origen
autoctono. Este hallazgo indica que los subtipos no B se encuentran actualmente circulando entre
nuestra poblacién de recién infectados por VIH. Aunque no fue estadisticamente significativo,
también se observé un aumento de la prevalencia de subtipos no B a lo largo del periodo
estudiado, que podria estar relacionado con el aumento de la poblacién inmigrante en nuestro

medio durante este periodo (44).
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En el periodo de estudio 2003 - 2005 se us6 el algoritmo STARHS para identificar infecciones
recientes, mediante el test Vironostika-LS (73). El test Vironostika-LS dejé de estar disponible
comercialmente en el afio 2007, y fue sustituido por test BED-CEIA (74). Ambos tests han
demostrado tener una concordancia buena (k=0,738), por lo que se puede afirmar que los
resultados obtenidos a lo largo de los dos periodos de estudio (2003 - 2005 y 2006 - 2008) son
comparables. Aunque el test Vironostika clasificaba mas pacientes con SIDA como recién
infectados, el hecho de incluir informacién clinica (diagnéstico de SIDA y recuento de células
CD4+) al algoritmo de identificacién de infecciones recientes permitié6 aumentar la especificidad,
obteniéndose una tasa de error del 3,8%, un valor aceptable segun las guias recientemente
publicadas por el ECDC (137) y la OMS (89).

El uso de algoritmos serolégicos para la identificacién de infecciones recientes en un sistema
poblacional de vigilancia epidemiolégica del VIH permite estimar la incidencia de manera menos
costosa, respecto los estudios de cohortes en pacientes seronegativos. En nuestro medio, se
estimo la incidencia de VIH para el periodo 2003 - 2008 y el valor obtenido fue de 0,46 nuevas
infecciones por cada 100 personas/afo. Se observd que la incidencia se mantenia estable en el
periodo 2003 - 2005, y present6 una ligera tendencia al aumento durante el periodo 2006 -
2008; pasando de 0,31, en el afio 2005, a 0,73, en el afio 2008. Este aumento es consistente con
los resultados de otros estudios realizados en nuestro contexto (44), aunque deberia confirmarse
con estimaciones que tengan en cuenta el patrén de realizacion de la prueba del VIH de las

personas identificadas como recién infectadas.
3. Limitaciones

Los estudios que conforman esta tesis doctoral presentan ciertas limitaciones. En relacién con
las limitaciones propias de los TRIs, (comentadas en el apartado correspondiente de la
introduccién), se ha intentado minimizar el posible error de clasificacion de muestras
correspondientes a pacientes con infeccion avanzada como infecciones recientes usando la
informacidn clinica y de laboratorio disponible.

El circuito del diagnostico de VIH frecuentemente se inicia en el centro de cribado alternativo,
y, en caso de resultado positivo en la prueba de cribado, el paciente es derivado al hospital para
confirmar el diagnéstico. En nuestro estudio han participado centros de cribado y hospitales, de
manera que es posible haber reclutado un mismo paciente a través del centro de cribado
alternativo y también a través del hospital. Para evitar tener pacientes duplicados en los anilisis,
se realizaron busqueda de duplicados por sexo y fecha de nacimiento, y en aquellos casos
detectados como posibles duplicados se consulté con el hospital para confirmar que se trataba

realmente de un duplicado y, en ese caso, se excluia del analisis.
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En el primer articulo, no se pudo obtener informacion clinico-epidemiolégica de los pacientes
identificados con infeccidn croénica, por lo que no se pudieron identificar los factores asociados a
la infeccion reciente. Por otro lado, de las muestras recogidas por los laboratorios de atencién
primaria fue muy dificil recuperar informacién epidemiolégica. A partir de esa experiencia, para
el siguiente estudio, se limité la participacion a los centros en los que se podia asegurar la
obtencion de la informacion clinico-epidemioldgica del paciente. Adn asi, fue dificil de obtener
algunas de las variables de la encuesta clinico-epidemiolégica, como la fecha de llegada a nuestro
pais, en el caso de los pacientes inmigrantes, o el diagnéstico previo de infecciones de transmision
sexual.

En el segundo articulo, a pesar de haber identificado un nimero considerable de infecciones
recientes, s6lo se pudo obtener el genotipado de menos de la mitad de éstas. Esto es debido a que
en muchos casos no se pudo asegurar que el paciente no habia recibido tratamiento
antirretroviral previo, y se tuvieron que excluir del estudio. En relacion al genotipado de las
muestras, se usaron técnicas convencionales de secuenciacion, que pueden infraestimar las
variantes de VIH-1 minoritarias.

Para el estudio de la comparacion de los dos TRIs, hubiera sido deseable poder disponer de
mas muestras con informacién clinica y de laboratorio que nos aseguraran su clasificacién como
infecciones recientes, cronicas o enfermedad avanzada.

Una limitacién comun a todos los estudios, es la representatividad de la muestra. Para poder
extrapolar con total confianza los resultados a toda la poblacién de nuevos diagndsticos, se
deberia poder asegurar que los pacientes incluidos en los estudios son representativos de todos
los nuevos diagnosticos de VIH de Catalufia. Para ello se deberia disefiar un muestreo asegurando
que sea representativo de toda la poblaciéon de nuevos diagnésticos. La recogida de muestras fue
realizada por los laboratorios que decidieron, de manera voluntaria, participar en nuestros
estudios. Aunque no es posible asegurar que la muestra sea representativa de toda la poblacién
de nuevos diagndsticos de VIH, si se puede decir que en el estudio AERI 2003-2005 participaron
diferentes tipos de centros (atencion primaria, hospitales, centros de cribado alternativos y una
clinica de ITS), y en el AERI 2006-2008 el numero de pacientes incluidos representa
aproximadamente un 50% del total de nuevos diagnésticos reportados en Cataluiia para el
periodo estudio. Ademas, aunque la mayoria de pacientes incluidos provienen de los centros
situados en Barcelona y su ambito metropolitano, también participan algunos centros situados en

distintos puntos de Cataluna.
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4., Conclusion final

Después de mas de 30 afios desde los primeros casos de SIDA, la investigacidon clinica y
biolégica ha logrado el desarrollo de farmacos que han reducido la mortalidad y mejorado la
calidad de vida de las personas infectadas por VIH. Aun asi, hay que tener presente que las
personas infectadas por VIH necesitan seguir los tratamientos a lo largo de toda su vida, por lo
que puede ser considerada como una enfermedad crénica. Ademas de los posibles efectos
adversos de los tratamientos, es importante tener en consideracidon el elevado coste de los
mismos, por lo que la prevencién de la transmisién del VIH debe ser considerada como parte
fundamental en la deseable erradicacion de la epidemia. En este sentido, el disefio de las
actividades preventivas debe ser apropiado para incidir en aquellas poblaciones en las que el
virus se esta transmitiendo actualmente. La identificacién de infecciones recientes mediante TRIs
permite obtener una descripcién precisa de los patrones de transmision actual del virus. Esta
informacién, una vez incorporada a las estrategias de prevencion, puede evitar que se produzcan
nuevas infecciones.

La monitorizacion de las infecciones recientes por VIH en Catalufia, mediante la aplicacidon de
los algoritmos para identificar infecciones recientes, ha permitido entender los patrones de
transmision del VIH actuales. Esta informacion debe contribuir a dirigir los esfuerzos en
prevencion de un modo mas efectivo, con el objetivo final de disminuir la transmisién del VIH. Por
tanto, es necesario mantener y consolidar la monitorizacién de las infecciones recientes en los
sistemas de vigilancia del VIH, siguiendo las recomendaciones técnicas proporcionadas por el
ECDC (137) y la OMS (89), para poder ofrecer resultados validos y comparables a nivel europeo y

mundial.
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Los resultados de la aplicacion de algoritmos de identificacién de infecciones recientes
basados en técnicas de laboratorio en los nuevos diagnosticos de VIH han mostrado la
viabilidad y utilidad de la introduccion de esta técnica en nuestro medio, y constituyen la

primera experiencia realizada en Espafia desde su introduccién en el afio 2003.

El estudio piloto realizado en centros espafioles durante el periodo 2003-2005 establecio
que la prevalencia de infeccién reciente era del 19,2%, una estimaciéon muy similar a la

reportada en otros estudios realizados en Francia o Estados Unidos.

Este estudio también permitié describir el perfil epidemiolégico de las personas recién
infectadas, siendo éstas mayoritariamente hombres (79,8%), de origen espafol (73,5%),
del grupo de hombres que tienen sexo con hombres (62,5%) y con una edad mediana de

33 afios.

Las diferencias observadas en la prevalencia de infeccién reciente segun el tipo de centro,
sugirieron que los individuos infectados recientemente acuden a atencién primaria
(21,5%), clinicas de infecciones de Transmisién Sexual (23,4%) y centros de cribado
alternativos (21,3%) con mayor frecuencia que a los hospitales (16,5%), motivados por
una percepcién de riesgo o, tal vez, por presentar sintomas relacionados con la

primoinfeccion.

El disefio y consolidacién de circuitos de recogida de informacién y de muestras de los
nuevos diagndsticos de VIH que se establecid entre los centros participantes y los
laboratorios ha permitido incorporar los algoritmos de identificacién de infecciones
recientes en el Sistema Integrado de Vigilancia Epidemiolégica del VIH en Catalufia a

partir del afio 2006.

Su aplicacién rutinaria en un sistema nacional de vigilancia epidemiolégica del VIH
permite, entre otros aspectos, identificar cuales son los factores de riesgo asociados a la

infeccion reciente entre los nuevos diagndsticos de VIH.

En el periodo 2006-2008, entre los hombres que tienen sexo con hombres, el 31,1% se
identificaron como infecciones recientes, siendo este porcentaje mayor que en grupo se
las transmisiones heterosexuales (15,4%) y en el de las producidas a través del uso de

drogas por via parenteral (13,2%).

La adquisicion de la infeccién entre los hombres que tienen sexo con hombres se
identific6 como un factor asociado a la infeccion reciente, presentando un riesgo dos veces

mayor respecto al grupo de transmisioén heterosexual.
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e La asociacion observada entre infeccion reciente y transmision entre los hombres que
tienen sexo con hombres sugiere que la incidencia de VIH es mayor en este grupo, aunque
también puede explicarse por una mayor frecuencia de realizacién del test de cribado

para la deteccion de la infeccién por VIH.

e La prevalencia de infeccidn reciente en el periodo 2006-2008 fue del 23,0%, siendo el
aumento observado respecto al periodo anterior consistente con la disminucién del
porcentaje de diagndstico tardio entre los nuevos diagndsticos de VIH en Catalufia para el

mismo periodo.

e Lainfeccion reciente fue mas frecuente en hombres que en mujeres (24,6% vs. 16,8%), y
mucho mayor en los individuos menores de 30 afios (28,4%) que en los individuos de mas

de 50 afios (7,8%).

e La prevalencia de infeccién reciente fue mayor en los pacientes procedentes de América
del Sur (27,6%) que en los pacientes de origen autdctono (22,9%). En cambio, en los
pacientes procedentes de Africa Sub-sahariana la prevalencia de infeccién reciente fue

mucho menor (11,9%).

e Las diferencias en las prevalencias de infeccidon reciente observadas, segin el origen,
radican en el grupo de transmision, ya que el porcentaje de HSH fue mayor en los

pacientes de América del Sur (67,6%) que en los pacientes de Africa Subsahariana (0,0%).

e La aplicacién de los tests serolégicos para identificar infecciones recientes por VIH
combinada con la informacién epidemiolégica adecuada permite esclarecer si la infeccion
por VIH en los pacientes de origen inmigrante fue importada o bien fue contraida

localmente.

e Los resultados sugieren que la mayoria de inmigrantes identificados como recién
infectados adquirieron la infeccién en nuestro pais, ya que llevaban en él mas de 12 meses
cuando recibieron el diagnéstico de VIH, poniendo de manifiesto la vulnerabilidad de la

poblacién inmigrante frente la infeccién por VIH en nuestro medio.

e El uso de algoritmos serolégicos para la identificaciéon de infecciones recientes en un
sistema nacional de vigilancia epidemiolégica del VIH permite estimar la incidencia de
VIH de manera menos costosa logistica y econémicamente, respecto los estudios de

cohortes en pacientes seronegativos.
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La aproximaciéon a la incidencia de VIH mediante tests seroldgicos para identificar
infecciones recientes presentd una ligera tendencia al aumento durante el periodo 2006-

2008.

Este aumento, aunque es consistente con los resultados de otros estudios realizados en
nuestro contexto, deberia confirmarse con estimaciones que tengan en cuenta el patrén

de realizacion de la prueba del VIH de las infecciones recientes.

La utilizaciéon de tests serolégicos para la identificacién de infecciones recientes ha
permitido obtener estimaciones de la prevalencia de resistencias transmitidas en
Catalufia en la poblacién de pacientes con infeccién reciente, una informacién mas precisa

que en el conjunto de nuevos diagndsticos de VIH.

En Catalufia, para el periodo 2003-2005, 1a prevalencia de resistencias transmitidas entre
los pacientes con infeccién reciente fue 7,7%, un valor similar al de otros estudios

realizados en Espana y en Europa.

La prevalencia de resistencias transmitidas mostré una tendencia al descenso, de 10,0%
en el ano 2003 a 6,7% en el afio 2005, siendo este hallazgo consistente con los resultados

de otros estudios europeos que muestran una tendencia temporal decreciente.

Ademas, la prevalencia de subtipos de VIH-1 no B entre los pacientes con infeccion
reciente fue del 19,2%, un valor superior al reportado en un estudio de la cohorte
espafiola (12,2%), pero similar al de otros estudios realizados en Galicia (22,3%) y Gran

Canaria (22,4%).

El elevado porcentaje de subtipos no B entre los pacientes recién infectados de origen
autéctono (17,2%) sugiere que los subtipos no B se encuentran actualmente circulando

entre nuestra poblacion de recién infectados por VIH.

Ademas, el aumento de este porcentaje a lo largo del periodo de estudio podria estar
relacionado con el aumento de la poblacién inmigrante en nuestro medio durante este

periodo.

Los resultados de la evaluacion de los tests Vironostika y BED-CEIA, utilizados en nuestro
medio a lo largo de los afios 2003 - 2008, indican que el grado de acuerdo entre ambos
tests es bueno y, por tanto, los resultados obtenidos por ambas técnicas a lo largo de los

dos periodos de estudio son comparables.
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e Los dos tests identifican con la misma sensibilidad las infecciones recientes, aunque el
Vironostika presenta una menor especificidad que el BED-CEIA, ya que clasifica con

mayor frecuencia pacientes con SIDA como infectados recientemente.

e Esta menor especificidad no debe haber afectado los resultados obtenidos al aplicar
nuestro algoritmo de identificaciéon de infecciones recientes, ya que las muestras de

pacientes con SIDA no son analizadas mediante el test.

e El uso combinado de un test seroldgico para identificar infecciones recientes junto con la
informacién clinica (diagnostico de SIDA y recuento de células CD4+) dio lugar a un
algoritmo de clasificacion que presenté una tasa de error del 3,8% (coeficiente de

variacién 15,7%), un valor aceptable segun las guias publicadas por el ECDC y la OMS.

¢ La monitorizacién de las infecciones recientes por VIH en Cataluiia permite entender los
patrones de transmision del VIH actuales contribuyendo a dirigir los esfuerzos en
prevencion de un modo mas efectivo con el objetivo final de disminuir la transmision del

VIH.

124



RECOMENDACIONES

- 125



126



RECOMENDACIONES

Los sistemas de vigilancia de nuevos diagndsticos de VIH deberian incorporar la
identificacion de infecciones recientes mediante tests serologicos como una técnica de
rutina, por ser una herramienta que, distinguiendo las infecciones recientes de las

antiguas, permite conocer cuales son los patrones de transmisidn del VIH actuales.

La identificacion de infecciones recientes mediante tests serologicos debe hacerse
siguiendo las recomendaciones técnicas proporcionadas por el ECDC y la OMS, para

poder ofrecer resultados validos y comparables a nivel europeo y mundial.

En Catalufia, el Departament de Salut debe mantener la participacién de los centros que
actualmente estan colaborando en el sistema de identificacién de infecciones recientes
mediante tests serolégicos, asi como promover la participacién de nuevos centros, lo que

permitira aumentar la representatividad de este sistema.

Para mejorar la interpretaciéon de los resultados obtenidos de la aplicacién de los tests
serolégicos para la identificacién de infecciones recientes basada en nuevos diagnésticos
de VIH, asi como obtener estimaciones de incidencia de VIH poblacional, se deberia
incorporar al sistema la recogida rutinaria de informacién sobre el patron de testaje

individual de los pacientes diagnosticados.

Debido a la mayor prevalencia de infeccidn reciente en atencion primaria, clinicas de ITS y
los centros de cribado alternativos, es necesario promover la realizaciéon del test de
cribado del VIH en atencién primaria y clinicas de ITS, asi como reforzar y mantener la
actividad de los centros de cribado alternativos, para aumentar el diagnéstico precoz del

VIH.

La mayor prevalencia de infeccidn reciente entre las personas que se han infectado a
través de relaciones entre HSH sugiere que la incidencia podria estar aumentando en ese
grupo, tal y como también se observa en los datos de una cohorte de HSH seronegativos a
riesgo de contraer la infeccién reclutados en base comunitaria en Barcelona, por lo que se

evidencia la necesidad reforzar los programas de prevencion dirigidos a este colectivo.

La mayoria de inmigrantes identificados como recién infectados por VIH han adquirido la
infeccién localmente. Esta informaciéon deberia incorporarse a las campaias de
prevencion para evitar que se produzcan nuevas infecciones en esta nueva poblacién

vulnerable.
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e Para conocer la evolucion de la prevalencia de resistencias transmitidas y de subtipos no
B en nuestro medio es necesario que los sistemas de vigilancia incorporen la
monitorizaciéon de las resistencias transmitidas en los pacientes infectados recientemente

por VIH, tal y como recomienda la OMS.

e Para aumentar la especificidad del actual algoritmo de identificacién de infecciones
recientes basado en el test BED, es recomendable incorporar un segundo test serologico,
preferiblemente el test de avidez, tal y como recomiendan las guias mas recientes de la

OMSy el ECDC.

e A pesar de que los tests seroldgicos para identificar infecciones recientes fueron
disefiados para usarse a nivel poblacional, si se aumenta la especificidad del algoritmo se

podria plantear la posibilidad de proporcionar el resultado a los pacientes.
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