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INTRODUCCION. Describir los resultados obtenidos en el
estudio de resistencia en enfermos con virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) en tratamiento
antirretroviral de gran actividad (TARGA) y comparar los
resultados obtenidos empleando dos algoritmos de
interpretacion genotipica y el fenotipo virtual.

MEeTtopos. Se han estudiado 397 muestras (TRUGENE HIV-1
GENOTYPING kit), interpretando los resultados con los
algoritmos Visible Genetics y Retrogram®. Se realiz6 el
estudio de concordancia entre algoritmos de 105 de estas
muestras incluyendo también la interpretacion por el
fenotipo virtual.

ResuLTADOS. Pacientes en multifracaso (39%), primer fracaso
(30,7%) y segundo fracaso (27,1%). El 27,6% de las muestras
fueron cepas salvajes. Las mutaciones a los inhibidores de
la transcriptasa inversa analogos de nucleédsidos (ITIAN)
mas frecuentes fueron T215Y/F (37,2%) y M184V (32,9%)
seguida por otras mutaciones asociadas a los analogos de
nucledsidos (NAMS). La insercion 69 y el complejo Q151M
(1,5%) tuvieron poca representacion. Para los inhibidores de
la transcriptasa inversa no nucleésidos (ITINN) K103N
(25,8%), Y181C (11,2%) y G190A (10,9%). Para los
inhibidores de la proteasa (IP): mutaciones primarias L90M
(26,1%), M46l (18,1%) y V82AFTS (12,9%); y mutaciones
secundarias L63P (50,5%), A71V (27,2%), L10I (25,2%) y
M36l1 (19,2%). Detectamos baja correlacion entre sistemas
de interpretacion para ITIAN e IP, mostrandose el fenotipo
virtual mas flexible en la asignacion de resistencia.
ConcLUSIONES. Las peticiones de estudios de resistencia
fueron similares para los tres grupos de pacientes. Muchos
fracasos son el resultado de falta de adherencia al
tratamiento. El patrén de mutaciones halladas se
corresponde con los tratamientos TARGA. La baja
correlacion entre los sistemas de interpretacion hace
necesaria la elaboracion de un algoritmo consensuado en
funcioén de la eficacia clinica.
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Study of resistance using the TRUGENE HIV-1 genotyping
system and analysis of agreement between rule-based
algorithms and virtual phenotyping

INTRODUCTION. This study attempts to describe the results
obtained in the VIH resistance study performed with
clinical samples obtained from patients receiving “HAART”
therapy and to compare the results using different
interpretation algorithms.

MEeTHODS. 397 samples have been analysed (TRUGENE
HIV-1 GENOTYPING kit). The results were interpreted with
the algorithms Visible Genetics and Retrogram™. The
concordance interalgorithm was done for 105 of these
samples, including the virtual phenotype interpretation.
ResuLTs. The samples corresponded to multi regimen
failure (39%), first and second failure (30.7% and 27.1%
respectively). A 27.6% of the samples were wild type.

The more frequent mutations to the ITIAN were T215Y/F
(37.2%) and M184V (32.9%) following by other NAMS. The
69 insertion and Q151M complex had low representativity.
For the ITINN K103N (25.8%), Y181C (11.2%) and G190A
(10.9%). For the IP: key mutations L90M (26.1%), M46l
(18.1%) and V82AFTS (12.9%); and accessory mutations
L63P (50.5%), A71V (27.2%), L10I (25.2%) and M36l (19.2%).
Low correlation was observed between interpretation
systems, mainly for ITIAN and IP, being the virtual
phenotype more flexible in the assignation of resistance.
ConcLusions. The petitions of VIH resistance testing were
similar for the three groups of patients. Many of the
failures were the consequence of a poor adherence to the
therapy. The mutation pattern found corresponded with
the “TARGA” therapy. The low correlation found between
interpretation systems, makes necessary the elaboration
of a consensus algorithm.

Key words: Resistance testing. HIV. Genotype. Virtual
phenotype.
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Introduccion

En los dltimos anos se han producido cambios muy sig-
nificativos en el tratamiento de los pacientes infectados
por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Los
tests de resistencia del VIH se han considerado impor-
tantes armas en la practica clinica en el manejo de pa-
cientes en fracaso terapéutico. La utilidad de estos tests
en la prescripcién de nuevos regimenes terapéuticos en
pacientes con una amplia historia de tratamiento anti-
rretroviral previa se ha demostrado en varios estudios
como VIRADAPT, GART y Vira 30013, En el dltimo do-
cumento de consenso de la Sociedad Internacional de Sida
se amplian las situaciones clinicas en las cuales se reco-
mienda la realizacién de estudios de resistencia incluyén-
dose los casos de infeccion aguda o reciente y previo a la
inicializacién del tratamiento antirretroviral en infeccién
VIH ya establecida‘. Los métodos que actualmente se em-
plean en el estudio de resistencia del VIH incluyen los
tests fenotipicos, que determinan en medios de cultivo la
sensibilidad a los diferentes farmacos®?, y los tests geno-
tipicos, que determinan la secuencia del gen de la trans-
criptasa inversa y de la proteasa del virus, detectando
cambios en la secuencia de la poblacion viral del paciente
al compararla con la de una cepa salvaje del virus”®. Los
estudios fenotipicos resultan mas faciles de interpretar,
pero no detectan cambios pequerios en la sensibilidad del
virus, son més laboriosos y costosos. Los estudios genoti-
picos se usan con mas frecuencia en la practica clinica dia-
ria debido a su mayor capacidad de detectar pequefios
cambios en la sensibilidad, son mas sencillos de realizar,
los resultados se emiten en un menor tiempo y con un me-
nor coste. La mayor limitacién de los tests genotipicos es
su interpretacion, debido al elevado nimero de mutacio-
nes de resistencia que actualmente se conocen y la inte-
raccion que existen entre ellas. Recientemente la compa-
fifa Virco ha introducido el fenotipo virtual® que combina
las caracteristicas de la genotipificacién y fenotipificacién
comparando la informacién genética del virus del paciente
con los genotipos y fenotipos incluidos en su base de da-
tos. La interpretacion de los resultados genotipicos pueden
realizarse empleando diferentes algoritmos lo que genera
aun mas confusién. En este trabajo se recogen los resulta-
dos obtenidos en el Hospital Universitario de Valme, Sevi-
lla, desde que se iniciaron los estudios de resistencia en el
afio 2001. Con estos datos se pretende realizar una des-
criptiva del grupo de pacientes que han requerido este tipo
de estudio en funcién de los tratamientos que han recibi-
do, asi como la prevalencia de mutaciones en el 4rea sani-
taria que atendemos. Hemos estudiado también la con-
cordancia existente entre dos algoritmos de interpretacién
genotipica, Visible Genetics versién 5y 6 y Retrogram®
1.4 y el recientemente introducido, fenotipo virtual.

Métodos

Pacientes y muestras

En el periodo comprendido entre junio de 2001 y mayo de 2003, el
Hospital Universitario de Valme (Sevilla) ha secuenciado los genes
de la proteasa (PR) y de la transcriptasa inversa (TI) de 397 mues-
tras pertenecientes a pacientes infectados por el VIH. Para el estudio
de concordancia entre los diferentes sistemas de interpretacion se in-
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cluyeron 105 del total de muestras secuenciadas, a las cuales por su
patrén complejo de mutaciones (acumulacién de NAMS para inhibi-
dores de la transcriptasa inversa anédlogos de nucleésidos [ITIAN] y de
mutaciones secundarias para inhibidores de la proteasa [IP]) se les
realiz6 estudio del fenotipo virtual. Los pacientes estudiados pertene-
cian a las categorias: pacientes no tratados previamente, primer fra-
caso terapéutico, segundo fracaso o multifracaso.

Extraccion del ARN

El ARN viral fue extraido de 140 pl de suero empleando el kit Quia-
gen (TRUPREP® Extraction kit, Visible Genetics) siguiendo las ins-
trucciones del fabricante.

Analisis de la secuencia de la PR y de la TI

El andlisis de las muestras se realizé empleando el kit TRUGENE
HIV-1 Genotyping, kit, siguiendo las recomendaciones del fabricante
(Visible Genetics). Los primers empleados en este kit amplifican la
proteasa entera y los primeros 250 codones de la retrotranscriptasa.
Las secuencias obtenidas se compararon con una secuencia de refe-
rencia (VIH-114v.1) empleando la base de datos de Gene Objects (Visi-
ble Genetics Inc.) para determinar la presencia de mutaciones’.

Algoritmos

Para la interpretacion genotipica se emplearon dos algoritmos, Vi-
sible Genetics versién 5 y 6 (Toronto, Ontario, Canad4) (VG) y Retro-
gram® 1.4. (RG). Para interpretar el patrén de mutaciones, también
utilizamos el fenotipo virtual® (FV) el cual compara la informacién ge-
nética del virus del paciente con los genotipos y fenotipos incluidos en
la base de datos de Virco. El software proporciona un “fenotipo virtual”
que muestra en valor porcentual el nimero de cepas sensibles y re-
sistentes para cada farmaco ademas del valor del IC50. La interpreta-
ci6n de los resultados es distinta en funcién del algoritmo utilizado;
VG informa de tres niveles de resistencia: susceptible o no evidencia
de resistencia (S), resistente (R) y un nivel intermedio (I) descrito
como posible resistencia. E1 RG informa de cuatro niveles de resis-
tencia, clase A a D, y el FV considera susceptible cuando el 50% o més
de las cepas de la base de datos que casan con el genotipo del pacien-
te estan dentro del rango susceptible y resistente cuando menos del
50% de las cepas de la base de datos estd por debajo del rango de sus-
ceptible. Para poder comparar los resultados obtenidos por los tres sis-
temas, la interpretacién “S” de VG se ha comparado con la clase “A” de
RG, la interpretacién “R” de VG ha sido comparada con la clase “D”
de RG y la interpretacién “I” de VG se ha comparado con las clases “B”
y “C” de RG. Para comparar con el FV, se consider6 un rango de sus-
ceptible mayor del 60%, resistente menor de 40% e intermedio cuando
entre el 40-60% de las cepas encontradas en la base de datos se en-
contraba dentro del rango susceptible.

Antirretrovirales

Se han estudiado 16 antirretrovirales pertenecientes a tres fami-
lias: inhibidores de la transcriptasa inversa andlogos de nucledsidos
y nucleétidos (ITIANt): zidovudina (AZT), lamivudina (3TC), estavu-
dina (d4T), didanosina (ddI), zalcitabina (ddC), abacavir (ABC) y te-
nofovir (TDF); inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de
nucledsidos (ITINN): delavirdina (DLV), nevirapina (NVP) y efavirenz
(EFV); e inhibidores de la proteasa (IP): saquinavir (SQV), indinavir
(IDV), ritonavir (RTV), nelfinavir (NFV), amprenavir (AMP) y lopi-
navir (LPV).

Analisis

La concordancia entre los diferentes sistemas de interpretacion se
estudié mediante el andlisis estadistico del indice kappa de Cohen
(k > 0,75 concordancia excelente; k 0,4-0,75 concordancia moderada;
k < 0,4 concordancia deficiente) utilizando el programa estadistico
SPSS (versién 11.5, Anio 2003, Statistical Product and Service Solu-
tions Iberica. S.L.U., Madrid, Espaiia). En el andlisis hemos empleado
tres términos: concordancia cuando todos los algoritmos dan el mis-
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mo nivel de resistencia (S, I o R) a una secuencia para un farmaco en
particular; discordancia menor cuando los algoritmos asignan dife-
rentes categorias (S/I o I/R), y discordancia mayor cuando un algorit-
mo asigna una S y otro una R para un farmaco en particular.

Mutaciones

Las mutaciones de resistencia se han definido como mutaciones
asociadas con la resistencia a los diferentes antirretrovirales. El tér-
mino NAMS (mutaciones asociadas a los andlogos de nucleésidos) se
ha usado para hacer referencia a las mutaciones comunes de la RT:
MA4IL, D67N, K70R, L210W, T215Y/F y K219Q/E.

Resultados

Hemos realizado el estudio de resistencia genotipica a
397 muestras de pacientes con carga viral comprendida
entre 963 y 4.400.000 copias/ml (Roche Amplicor HIV-1
Monitor Assay).

En la figura 1 se representa la distribucién del tipo de
pacientes implicados en el estudio y su relacién con el por-
centaje de cepas salvajes y cepas resistentes tanto a uno
como a mas farmacos de una o de mas familias de an-
tirretrovirales. El mayor porcentaje de pacientes corres-
pondié a multifracaso (39%) seguidos de pacientes en se-
gundo (30,7%) y en primer fracaso (27,1%), encontrandose
un bajo porcentaje de pacientes no tratados previamente
(0,8%). Encontramos que el 27,6% de las muestras eran
cepas salvajes, estando aqui representados todos los gru-
pos de pacientes. El 1,8% de las muestras fue resistente
a todos los antirretrovirales correspondiendo principal-
mente a pacientes en multifracaso. La resistencia a una
unica familia de antirretrovirales fue mayor para los
ITIAN (11,5%) principalmente en pacientes en primer y
segundo fracaso, seguida por la de los ITINN (8,5%), so-
bre todo en pacientes en multifracaso, siendo menor la re-
sistencia para la familia de los IP (3,6%). En cuanto a la
resistencia a varias familias de antirretrovirales, el ma-
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yor porcentaje lo encontramos para ITIAN e IP (15%) en
mayor medida en pacientes en primer fracaso, seguido de
resistencia a algun farmaco de la familia ITIAN e ITINN
(11,5%), siendo el grupo menos representado el que mos-
traba resistencia conjunta para los ITINN e IP (4%). En
un 16% de las muestras estudiadas se encontré resisten-
cia a alguno de los farmacos pertenecientes a las tres fa-
milias de antirretrovirales, principalmente en pacientes
en multifracaso, seguidas de pacientes en segundo fraca-
so terapéutico.

Cuando se analiza el nimero de mutaciones, se encuen-
tra que para la TI el 64% de las cepas present6 de 0 a
3 mutaciones y el 35,9% mas de 3 mutaciones. En cuanto a
las mutaciones NAMS, mas del 50% de nuestras muestras
presentaron maés de tres y como era de esperar el nimero
de NAMS aumentaba proporcionalmente con el nimero de
fracasos.

Para la PR, el 65,9% de las cepas mostraron de 0 a 3 mu-
taciones y el 33,6% méas de 3 mutaciones. De ellas, el
40,8% de las cepas presentaron alguna mutacién primaria
y el resto (21,6%) s6lo mutaciones secundarias (99,7% en-
tre 0y 3).

En la tabla 1 vienen representados los porcentajes de las
diferentes mutaciones de resistencia para la familia de
los ITTAN/ITINN. En cuanto a las mutaciones asociadas
a los ITIAN la mutacién maés frecuente fue la T215Y/F
(87,2%) y 1a M184V (32,9%), seguida por las mutaciones
NAMS, entre las cuales, ademas de la 215, las mas repre-
sentadas han sido las mutaciones L210W (19,7%), K70R
(15,1%) y la K219Q/E (13,4%). Las mutaciones responsa-
bles de fenotipos de multirresistencia, insercién en el co-
dén 69 y complejo Q151M tuvieron una baja representa-
cién en esta serie (1,5%). Para los ITINN la mutacién
K103N es la que mayor representacion ha tenido en nues-
tra serie (25,8%), seguida por la mutacién Y181C (11,2%)
y G190A (10,9%). El resto de mutaciones se encontraban
en un porcentaje inferior al 10%.
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TABLA 1. Naturaleza y frecuencia de las sustituciones de aminoacidos en el gen de la TI asociadas a resistencia a los ITIAN e ITINN

de 397 muestras
Mutaciones en el codén, nimero de muestras (%)
M41L | E44D | A62V | K65R | D67N | T69D T69INS | K70R | L74V | V75IMT | F77L
71 17 15 2 67 71 16 55 71 9 2
(19,5) (4,6) (4,1 (0,5) (18,4) (19,5) (4,3) (15,1) (19,5) (2,3) (0,5)
A98G L1001 K101E/Q K103N V106A V108I Y115F Y116Y V118Y Q151M V179E/D
18 15 26 94 3 20 6 5 32 6 8
(4,9) 4,1 (7,1 (25,8) 0,8 (5,5) (1,6) (1,3) (8,8 (1,6) 2,1
Y181I/C M184V Y188CLH G190A L210W T215YF T219EQ P225H M230L P236L
41 120 9 40 72 140 49 7 1
(11,2) (32,9) (2,4) (10,9) (19,7 (38,2) (13,4) (1,9) 0,2

TABLA 2. Naturaleza y frecuencia de las sustituciones de aminoacidos en el gen de la PR asociadas a resistencia a los IP en 397 muestras

Mutaciones en el codén, numero de muestras (%)

L10IFRV | K20MR | L241 | D30N | V321 | F33L | M361 | M46IL | 47V | G48V | I50V | I54VLM
92 24 13 21 8 2 70 66 2 11 3 51
(25,2) (6,6) (3,6) (5,7 (2,2) 0,5) (19,2) (18,1 (0,5) 3 0,8 (14)
L63P  A7IV  G7TI3SA V771  VS2AFTS 84V N8SDS  L9OM
184 99 16 3 a7 36 29 95
(505 (212 (44 (08 (129 09 (79 (@261

TABLA 3. Valores del indice de correlacion kappa entre los algoritmos para los diferentes antirretrovirales

ITTIANt ITINN P
Algoritmos
AZT | 3TC | d4T | ddI | ddcC | ABC | TDF NVP| DLV | EFV | SQV | IDV | RTV | NFV | AMP | LPV
VG vs RG 0,55 0,82 0,68 @ 0,21 0,33 0,26 0,23 0,89 084 0,79 0,821 0,76 0,78 0,62 0,57 0,39
VGvs FV 0,47 0,78 0,3 0,02 0,18 0,29 0,20 091 080 095 059 0,61 0,61 0,83 0,64 0,61
RGvs FV 0,60 0,73 0,30 0,08 0,10 0,21 0,11 0,89 0,79 093 055 045 0,44 0,60 0,41 0,32

ITTIANt: inhibidores de la transcriptasa inversa andlogos de nucleésidos y nucleétidos; ITNN: inhibidores de la transcriptasa inversa no andlogos de
nucleésidos; IP: inhibidores de la proteasa; AZT: zidovudina; 3TC: lamivudina; d4T: estavudina; ddI: didanosina; ddC: zalcitabina; ABC: abacavir; TDF:
tenofovir; NVP: nevirapina; DLV: delavirdina; EFV: efavirenz; SQV: saquinavir; IDV: indinavir; RTV: ritonavir; NFV: nelfinavir; AMP: amprenavir;
LPV: lopinavir; VG: Visible Genetics version 5 and 6; RG, Retrogram® 1.4; FV: fenotipo virtual.

Categorizacion del indice de correlacion kappa (x): [] k > 0,75 concordancia excelente; [] k 0,4-0,75 concordancia moderada; [ « < 0,4 concordancia

deficiente.

En la tabla 2 se recogen las mutaciones asociadas a la
PR. En cuanto a las mutaciones primarias que han apare-
cido con mayor frecuencia son la L9OM (26,1%), M461
(18,1%) y V82A/F/T/S (12,9%), seguidas de las mutaciones
en los codones 30, 48, 50 y 84 (< 10%). Las mutaciones se-
cundarias con mas representacion en esta serie coinciden
con los cambios en sitios polimérficas, L63P (50,5%), A71V
(27,2%), L10I (25,2%) y M361 (19,2%) seguida por la muta-
cion en el codén VI54V (14%), el resto de mutaciones se-
cundarias han aparecido en un porcentaje menor al 10%.

En el estudio de correlacién entre los diferentes algorit-
mos, VG y RG asignaron 1.679 interpretaciones de resis-
tencia a las 105 secuencias analizadas. E1 FV no asigné
128 interpretaciones, ya que para algunos antirretrovirales
de secuencias determinadas no se pudo establecer compa-
racion con su base de datos. Se encontré coincidencia total
entre los tres sistemas para todos los antirretrovirales es-
tudiados en 902/1.541 (58,5%) de las muestras: en el 27,5%
de los casos los algoritmos asignaron S, en el 29,1% R y en
el 1,8% 1. El algoritmo que asigné més interpretaciones S
fue el FV (50,3%), seguido de VG (37,7%) y RG (30,5%). VG
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fue el que asigné maés interpretaciones R (47,5%), seguido
de FV (40,8%) y RG (35,2%). La interpretacion I fue mas
prevalente en RG (34,2%) y VG (18,7%), siendo el FV el al-
goritmo que asigné menos interpretaciones I (9,1%).

La tabla 3 muestra la cuantificacién de la concordancia
interalgoritmo empleando el indice k. Para los ITIAN se
obtuvo una buena concordancia entre los sistemas estu-
diados para el 3TC (k = 0,73-0,82), y moderada para el
AZT (x = 0,47-0,60); sin embargo, para el resto de farma-
cos del grupo la concordancia fue inferior con un indice de
kappa menor de 0,3. Para el d4T se encontré una concor-
dancia moderada cuando se compararon VG-RG (0,68)
pero no cuando se compararon los resultados de estos al-
goritmos genotipicos con el FV (x = 0,3). Se encontraron
resultados discordantes entre RG-FV y VG-RG en el 50%
de las muestras para ddI, ddC, ABC y TDF, el nivel de dis-
cordancia entre VG-FV super6 el 50% para el ddI y el ddC.

Para los ITINN la concordancia hallada fue excelente
(k =0,79-0,95) con independencia de los sistemas compa-
rados, encontrdandose resultados discordantes tiinicamen-
te en el 10% de los casos.
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ciones entre Visible Genetics, Retro-
gram® y fenotipo virtual.

Para los IP la concordancia entre algoritmos varié segun
el farmaco analizado. Para SQV, IDV y RTV, la mejor con-
cordancia se obtuvo entre VG-RG (k = 0,70-0,82). Para
NFV, APV y LPV la mejor concordancia se observé entre
VG-FV (k = 0,61-0,83). Para todos los IP se obtuvo una
peor concordancia cuando los algoritmos comparados fue-
ron RG-FV (k = 0,38-0,60).

En la figura 2 se representan las naturalezas de las dis-
cordancias entre los diferentes algoritmos de interpreta-
cién. Se observaron discrepancias mayores (resultados
S/R) en el 8,3% de los resultados. Estas discrepancias se
debieron principalmente a la interpretacion de los ITTAN
(5,7%), sobre todo para el ddC, ddI, ABC y TDF, seguida
de la interpretacién de los IP (1,7%) principalmente para
LPV y APV, siendo los ITINN los antirretrovirales que
mostraron menor namero de estas discrepancias (0,99%).
En la mayoria de los casos las discrepancias mayores se
debieron a una mayor interpretacién como R por parte de
los sistemas genotipicos en comparacion con el FV. En
cuanto al porcentaje de discrepancias menores (resultados
R/T y S/T) fue de 32,5%. Los ITIAN fueron los antirretrovi-
rales que presentaron un mayor numero de ellas (18,8%)
principalmente ABC, d4T, ddC, ddI y TDF, seguidos de
los IP (11,8%) principalmente APV, IDV, LPV y RTV, y los
ITINN (1,96%), principalmente el EFV.

Discusion
Las recomendaciones referentes al estudio de resisten-

cia del VIH establecieron su empleo en situaciones concre-
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tas®10, En el dultimo documento de consenso publicado en
el afio 2003 se aumenta el nimero de situaciones clinicas
en las que se recomiendan los estudios de resistencia. Es-
tas incluyen: infecciéon VIH aguda o reciente, por la posi-
bilidad de transmisién de una cepa resistente; estudio pre-
vio a la instauracién de terapia en pacientes con infeccién
por el VIH establecida, basandose en la perdurabilidad de
las mutaciones inducidas por un régimen terapéutico in-
cluso més de 2 afios tras la supresién del mismo'l; en pri-
mer y multifracaso terapéutico y en el embarazo®.

Uno de los objetivos de este trabajo ha sido analizar en
qué situaciones clinicas se solicita los estudios de resisten-
cia, asi como realizar una descripcién del patrén de muta-
ciones que presentan nuestro grupo de pacientes. Hemos
observado que los cambios en las recomendaciones para
la realizacion de estudios de resistencia son confirmados
por nuestro trabajo, ya que el porcentaje de estudios de re-
sistencia solicitados a pacientes en multifracaso fue muy
similar al de pacientes en primer y segundo fracaso tera-
péutico. Hemos encontrado una tasa de resistencia algo
menor para la familia de los ITIAN (53%), con respecto a
los ITINN e IP (40%). Observamos como la resistencia a
varios grupos aparece en mayor medida en pacientes en
segundo y multifracaso, debido al mayor empleo de com-
binaciones de antirretrovirales. Cabe destacar que los pa-
cientes en primer fracaso son los que presentan mayor re-
sistencia aislada a los fArmacos de la familia ITIAN y de
las familias ITIAN + IP. Esto posiblemente se debe a que
generalmente en la terapia inicial de tratamiento estan
incluidas ambas familias de antirretrovirales. Por otra
parte hemos encontrado un elevado ntimero de pacientes
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en fracaso a mds de una linea de tratamiento que presen-
taban aislamientos de virus salvaje, lo que demuestra po-
siblemente la falta de adherencia de los pacientes de esta
serie a la terapia antirretroviral.

Con respecto a las mutaciones detectadas, observamos
cémo la frecuencia de mutaciones asociadas a los ITIAN
concuerdan con los resultados publicados por otros auto-
res'?!, La mutacién que ha aparecido con mayor frecuen-
cia es la T215Y seguida por la mutacion M184V la cual
confiere alta resistencia al 3TC y baja al ABC. Se ha vis-
to que esta mutacién revierte la resistencia a la AZT me-
diada por la mutacién T215Y%5, lo que explica la lenta
evolucién de resistencia fenotipica a la AZT en pacientes
tratados con AZT + 3TC, aunque este efecto se ve neu-
tralizado ante la presencia de cuatro o mas mutaciones
de resistencia al AZT. El 17% de nuestros pacientes reci-
bian tratamiento combinado con ambos antirretrovira-
les, de los cuales sélo el 3% presentaba ambas mutacio-
nes y el 48% presentaba la mutacién M184V en ausencia
de la T215Y. En frecuencia de aparicién la mutacién
M184V ha sido seguida por las mutaciones NAMS, maés
del 50% de nuestras muestras presentaron mas de tres
y, como era de esperar, el nimero de NAMS aumentaba
proporcionalmente con el nimero de fracasos. Varios
trabajos han demostrado recientemente que a medida
que se acumulan estas mutaciones en la TI se produce
un incremento del nivel resistencia fenotipica en todos
los ITIAN incluido el TDF16.17,

Otra mutacion que ha aparecido con bastante frecuencia
en esta serie es la L74V, mutacién seleccionada mas fre-
cuentemente por ddI y que confiere un moderado incre-
mento en su IC50, pudiendo conferir resistencia cruzada
con el ddC. En cuanto a las mutaciones responsables de fe-
notipos de multirresistencia, insercién en el codén 69 y
complejo Q151M, han obtenido una baja representacién en
este grupo, lo que coincide con estudios previos!®18,

En cuanto a los ITINN los resultados que hemos obteni-
dos concuerdan con los aportados por otros autores'®. La
mutacién K103N es la que aparece con mayor frecuencia,
y causa por si sola una resistencia de 20-50 veces a todos
los no analogos. Dentro de las mutaciones que causan alto
nivel de resistencia encontramos una representaciéon nota-
ble de la Y181C (NVP y DLV) y la G190A/S (NVP y EFV),
apareciendo con mucha menor frecuencia la mutaciéon
Y188C/L/H (alto nivel de resistencia para NVP y EFV, in-
termedio para DLV).

La resistencia del VIH a los IP se debe a la adquisicién
por el virus de una serie de mutaciones en la region del ge-
noma que codifica la proteasa viral. Dichas mutaciones
se han denominado primarias o principales y secundarias
o accesorias. En cuanto a las mutaciones primarias,
las que han aparecido con mayor frecuencia son L90M,
V82A/F/T/S y 184V, respectivamente, como ya han descri-
to otros autores'. En cuanto a las mutaciones farmaco-es-
pecificas, existe una presencia moderada de la D3ON que
aparece en pacientes en tratamiento con NFV, seguida por
la G48V que confiere resistencia a SQV y con una frecuen-
cia mucho menor la mutacién I50V implicada en la resis-
tencia a amprenavir. Para la PR se han descrito siete posi-
ciones polimérficas, que incluyen los codones 10, 20, 36, 63,
71, 77 y 93, que por si mismas no causan resistencia pero
que en presencia de otras mutaciones contribuyen de ma-
nera importante a la adquisicién de ésta. En pacientes
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muy tratados, la prevalencia de mutaciones en estas posi-
ciones aumenta draméticamente?’?!, En nuestra serie to-
dos estos polimorfismos se encuentran representados de
forma importante, muchos de ellos incluso en mayor por-
centaje que las mutaciones primarias. Uno de los objetivos
prioritarios de este estudio ha sido analizar la concordan-
cia existente entre dos algoritmos de interpretacién genoti-
pica y el fenotipo virtual.

El analisis de concordancia que se presenta muestra la
concordancia que existe entre los tres sistemas compara-
dos para todas las familias de antirretrovirales, encon-
trandose concordancia entre ellos en el 58,5% de las inter-
pretaciones. Existen diferencias de concordancia segin la
comparacién que se realice, sistema genotipo/genotipo o
genotipo/FV. Para los ITIAN, la concordancia entre el ge-
notipo y el FV es muy inferior a la obtenida entre VG y
RG; en todos los casos la mayor concordancia fue la obte-
nida para el 3TC y AZT. Para los IP la concordancia entre
algoritmos vari6 segun el farmaco analizado, obteniéndose
una mejor correlacién para SQV, IDV y RTV cuando se
compararon los sistemas basados en reglas (RG frente a
VG), mientras que para NFV, APV y LPV la mejor con-
cordancia se observé entre VG y el FV. Se observa para la
familia de los ITINN una excelente concordancia con inde-
pendencia de los sistemas comparados.

Igualmente Torti et al?? obtienen mejores resultados de
concordancia entre VG y RG principalmente para los
ITINN y los IP, detectando una menor concordancia para
la mayoria de los ITIAN cuando comparan con el FV. Ki-
jak et al? han publicado resultados similares que incluyen
también la comparacién con el sistema de interpretacion
de la base de datos de Stanford. Puchhammer et al?* ob-
tienen similares conclusiones cuando comparan esta guia
conel FV.

En las discordancias entre los diferentes sistemas se
pone de manifiesto el hecho de que el FV es el sistema que
asigna mas interpretaciones “S”. Estudios previos apun-
tan que la informacién de la resistencia basada en el geno-
tipo es un mejor predictor de la respuesta clinical?22526,

Hemos observado que para los ITINN, en las discrepan-
cias mayores estaba principalmente implicada la muta-
ci6on K103N acompaiiada o no de la mutacién V108I. Para
los ITTAN, como era de esperar, el grupo de mutaciones
NAMS estaba presente en la mayoria de las discrepan-
cias entre algoritmos. En cuanto a los IP se observan pa-
trones muy diversos.

En conclusién, estos resultados reflejan que el nimero
de pacientes a los que se les solicita estudio de resistencia
en nuestro drea sanitaria, es muy similar para los tres
grupos de fracasos, siendo muy pocas las peticiones a pa-
cientes no tratados previamente, debido a la escasa pre-
sencia de este tipo de pacientes en la actualidad. Nos pa-
rece importante destacar que muchos de los fracasos
terapéuticos que hemos estudiado no se deben a la adqui-
sicién de mutaciones de resistencia, sino posiblemente a
una falta de adherencia al tratamiento ya que hemos de-
tectado un gran ntiimero de pacientes en segundo fracaso y
multifracaso que no presentaban ninguna mutacién que
respaldara dicho fracaso virolégico. Seria deseable poder
evaluar de manera fiable el grado de adherencia al trata-
miento en estos pacientes y poder optimizar asi las peti-
ciones de los estudios de resistencia. Por otra parte, el pa-
trén de mutaciones encontradas en este estudio es el que
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puede esperarse en este momento con los tratamientos an-
tirretrovirales de gran actividad (TARGA) que se instau-
ran en la actualidad, utilizando un método de resistencia.

Este estudio pone de manifiesto que los antirretrovira-
les que presentan patrones de resistencia complejos (IP,
ITIAN), hacen la interpretacién méas complicada, tanto
para los sistemas de interpretacién genotipicos como fe-
notipicos, obteniéndose por tanto peores indices de corre-
lacion entre los sistemas de interpretacion, por lo que se-
ria necesario llegar a un consenso entre expertos de tal
forma que se elaborara un algoritmo de interpretacién
consensuado y avalado por estudios prospectivos de efica-
cia clinica del mismo.

Bibliografia

1. Durant J, Clevenbergh P, Halfon P, Del giudice P, Porsin S, Simonet P, et al.
Drug resistance genotyping in HIV-1 terap: VIRADAPT randomised contro-
lled trial. Lancet. 1999;353:2195-9.

2. Baxter JD, Mayers DL, Wentworth DN, Neaton JD, Hoover ML, Winters
SB, et al. A randomised study of antiretroviral resistance testing on plasma
genotypic failing therapy. CPCRA046 study team for the Terry Beirn Com-
munity Programs for Clinical Research on AIDS. AIDS. 2000;14:F83-F93.

3. Cohen CJ, Hunt S, Sension M, Farthing C, Connat M, Jacobson S, et al.
A randomised trial assessing the impact of phenotypic resistance testing on
antiretroviral therapy. AIDS. 2002;16:570-88.

4. Hirsch MS, Brun-Vézinet F, Clotet B, Conway B, Kuritzkes DR, D’Aquila
RT, et al. Antiretroviral drug resistance testing in adults infected with hu-
man inmmunodeficiency virus type 1: 2003 recommendations of an interna-
tional AIDS Society-USA Panel. Clin Infec Dis. 2003;37:113-28.

5. Hertogs K, Berthune MP, Miller V, Ivens T, Schel P, Van Cauwenberge, et
al. A rapid method for simultaneous detection of phenotypic resistance to in-
hibitors protease and reverse transcriptase in recombinant human immuno-
deficiency virus type 1 isolates from patients treated with antiretroviral
drugs. Antimicrob Agents Chemother. 1998;42:269-76.

6. Petropoulous CdJ, Parkin NT, Limoli KL, Lie VS, Wring T, Huang W, et al.
A novel phenotypic drug susceptibility assay for human immunodeficiency
virus type 1. Antimicrob Agents Chemother. 2000;44:920-8.

7. Grant RM, Kuritzkes DR, Johnson VA, Mellors JW, Sullivan JL, Swanstrom
R, et al. Accuracy of the Trugene HIV-1 genotyping kit. J Clin Microbiol.
2003;41:1586-93.

8. Kuritzkes DR, Grant RM, Fearino P, Griswold M, Hoover M, Young R, et al.
Performance characteristics of the TRUGENE HIV-1 Genotyping kit and
the opengene DNA sequencing system. J Clin Microbiol. 2003;41:1594-9.

9. Hirsch MS, Conway B, D’Aquila RT, Johnson VA, Brun-Vézinet F, Clotet B,
et al. Antiretroviral drug resistance testing in adults with HIV infection.
JAMA. 1998;24:1984-91.

10. Hirsch MS, Brun-Vézinet F, D’Aquila RT, Hammer SM, Johnson VA, Ku-
ritzkes DR, et al. Antiretroviral drug resistanse testing in adults with HIV
infection. JAMA. 2000;283:2417-26.

11. Little SJ, Daar ES, Holte S, Frost SD, Routy JP, Markowitz M, et al. Per-
sistanse of transmitted drug resistance among subjects with primary HIV

55

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

infection not receiving antiretroviral therapy (abstract 95). En: Program and
abstract of the 9 Conference on retroviruses and opportunistic infections
(Seattle). Alexandria: Foundation for Retrovirology and Human Health;
2002. p. 83.

Gallego O, Ruiz L, Vallejo A, Ferrer E, Rubio A, Clotet B, et al. Changes in
the rate of genotypic resistanse to antiretroviral drugs in Spain. AIDS.
2001;15:1894-6.

Tanuri A, Caridea E, Dantas MC, Morgano MG, Mello DL, Borges S, et al.
Prevalence of mutations related to HIV-1 antiretroviral resistance in Brazi-
lian patients failing HAART. J Clin Virol. 2002;25:39-46.

Calza L, Borderi M, Farneti, Tampellini L, Re MC, Monari P, et al. Preva-
lence and virologic consequences of HIV-1 genotype mutations detected in a
cohort of 161 italian patients receiving nefinavir-based highly active antire-
troviral therpay. J Chemother. 2003;15:165-72.

Larder B, Kemp S, Harrigan P. Potencial mechanism for sustained antire-
troviral efficacy of AZT-3TC combination therapy. Science. 1995;269:696-9.
Miller V, Larder BA. Mutational patterns in the HIV genome and cross re-
sistance following nucleotide analogue drug exposure. Antivir Ther. 2001;6:
25-44.

Whitcomb JM, Paxinos EE, Huang W, Maranta M, Limoli K, Chappey C, et
al. The presence of nucleoside analogue mutations (NAMs) is highly corre-
lated with reduced susceptibilitiy to all NRTIs. 9t Conference on Retroviru-
ses and Opportunistic Infections. Seattle 2002. Abstract 569.

Winters MA, Baxter JD, Mayers DL, Wentworth DN, Hoover ML, Nea-
ton JD, et al. Frequency of antiretroviral drug resistance mutations in
HIV-1 strains from patients failing triple drug regimens. The Terry Beirn
Community Programs for Clinical Research on AIDS. Antivir Ther. 2000;5:
57-63.

Yahi N, Tamalet C, Tourres C, Tivoli N, Ariasi F, Volet F, et al. Mutation
patterns of the reverse transcriptase and protease genes in immunodefi-
ciency virus type-1-infected patients undergoing combination therapy: sur-
vey of 787 sequences. J Clin Microbiol. 1999;37:4099-106.

Herzog S, Bloor KA, Kemp SB, Eynde SDB, Alcom CVA, Pauwels TMD, et
al. Phenotypic and genotypic analysis of clinical HIV-1 isolates reveals ex-
tensive protease inhibitor cross-resistance a survey of over 6000 samples.
AIDS. 2000;14:1203-10.

Shafer RW. Genotypic testing for human immunodeficiency virus type
1 drug resistance. Clin Microbiol Rev. 2002;15:247-77.

Torti CE, Quiros-Roldan E, Keulen W, Scudeller L, Caputo SL, Boucher C,
et al. for the Gen Pherex study Group of the Master Cohor. Comparison bet-
ween rules-based human immunodeficiency virus type 1 genotype interpre-
tations and real or virtual phenotype: concordance analysis and correlation
with clinical outcome in heavily treated patients. J Infect Dis. 2003;188:
194-201.

Kijak GH, Rubio AE, Pampuro SE, Zala C, Cahn P, Galli R, et al. Discrepant
results in the interpretation of HIV-1 drug-resistance genotypic data among
widely used algorithms. HIV Med. 2003;4:72-8.

Puchhammer-Stockl E, Steininger C, Geinger E, Heinz FX. Comparison of
virtual phenotype and HIV-SEQ program (Stanford) interpretation for pre-
dicting drug resistance of HIV strains. HIV Medicine. 2002;3:200.

Tural C, Ruiz L, Holtzer C, Scharpio J, Viciana P, Gonzélez J, et al. Havana
Study Group. Clinical utility of HIV-1 genotyping and expert advice: the Ha-
vana trial. AIDS. 2002;16:209-18.

Meynard JL, Vraym M, Morand-Joubert L, Race E, Descamps D, Peytavin G,
et al. Phenotypic or genotypic resistance testing for choosing antiretroviral
therapy after treatment failure: a randomized trial. AIDS. 2002;16:727-36.

Enferm Infece Microbiol Clin 2005;23(3):149-55 155



