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INTRODUCCION. Para conocer la evolucion de la tasa de
resistencia a los antirretrovirales en Espaiia en pacientes
no tratados previamente, estudiamos la resistencia
genotipica.

MATERIAL Y METODO. Se estudiaron muestras plasmaticas
de 209 pacientes infectados por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), procedentes de
diversas comunidades auténomas, que no habian
recibido tratamiento antirretroviral desde 1997 a 2001.
Analizamos la secuencia del gen pol que codifica la
proteasa (PR) y la retrotranscriptasa (RT) del VIH usando
un sistema de secuenciacion automatico.

ResuLTADOS. En 14 pacientes (6,7%) se detect6 al menos
una mutacion en la RT o mutacién primaria en la PR. En
11 pacientes, las mutaciones se asociaron a resistencia a
los inhibidores de la RT (5,3%) y en tres a los inhibidores
de la PR (1,4%). La evolucion de la tasa de resistencia
entre marzo de 1997 a febrero de 1999 y de marzo de
1999 a febrero de 2001 fue la siguiente: se detectaron
mutaciones codificadoras de resistencias en 3 de los

111 pacientes estudiados en el primer periodo mientras
que se identificaron en 10 casos de 98 pacientes en el
segundo periodo (2,7% frente a 10,2%; p = 0,025).

En el 1,5% de los casos, el tiempo de la infeccién fue
inferior a 3 meses, en el 13,4% < 1 aio, en el 45,9%

> 1 afo y en el 39,2% de duracion desconocida.
ConcLusioN. El porcentaje de pacientes no tratados
previamente con resistencia primaria en Espana es bajo
pero preocupa la probable tendencia a su incremento.
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Prevalence of antiretroviral drug resistance among naive
Spanish patients infected with HIV

INTRODUCTION. Genotypic resistance was tested to
investigate changes in the rates of resistance to
antiretroviral drugs in non-treated patients in Spain.
MATERIAL AND METHOD. A total of 209 HIV-infected patients
from different autonomous communities in Spain without
prior antiretroviral (AR) drug treatment were studied
from 1997 to 2001. Regions of the HIV pol gene coding

for protease (PR) and retrotranscriptase (RT) were
sequenced in plasma samples by RT PCR amplification
and automated PCR sequencing.

ResuLTs. At least one primary RT or PR mutation was
detected in 14 patients (6.7%); 11 of them were associated
with resistance to RT inhibitors (5.3%) and 3 to PR
inhibitors (1.4%). The changes in the resistance rate
between March 1997-February 1999 and March
1999-February 2001 were as follows: resistance

mutations were detected in 3 of the 111 patients

studied in the first period, and in 10 of 98 patients

in the second period (2.7% versus 10.2%,

P = 0.025).

The infection time was less than three months in 1.5%

of cases, less than 1 year in 13.4%, more than 1 year

in 45.9% and unknown in 39.2%.

ConcLrusion. The rate of primary resistance in naive patients
is low in Spain, although there may be a trend toward

an increase. The rising prevalence of resistance is a cause
for concern.

Key words: HIV. Resistance. Antiretroviral. Primary
resistance. Sequencing.

Introduccion

La transmisién de cepas mutadas de virus de la inmu-
nodeficiencia humana (VIH) que confiera resistencia a
cualquier antirretroviral, se ha demostrado en pacientes
que no han recibido previamente antirretrovirales. La pre-
valencia de estas resistencias primarias ha variado de for-
ma notable, de acuerdo con la metodologia empleada y la
poblacién estudiada.
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La resistencia del VIH-1 a los farmacos antirretrovira-
les es junto con la falta de adherencia al tratamiento una
causa frecuentemente del fracaso terapéutico. Algunos do-
cumentos de consenso no incluyen entre sus recomenda-
ciones la necesidad de realizar estudios de resistencia ge-
notipica a los pacientes créonicamente infectados cuya
fuente de contagio haya sido un sujeto sin tratamiento o
no se conozca la fuente de contagio. Esta recomendacién se
basa en la estimacién de que la tasa de cepas resistentes
en esta poblacién sea baja.

Al igual que ocurre con otros antimicrobianos, el em-
pleo de la terapia antirretroviral en Espaina, puede condi-
cionar un aumento de resistencias primarias en sujetos no
expuestos a los antirretrovirales. La proporcién de pacien-
tes infectados por el VIH no tratados con antirretrovira-
les y con algin grado de resistencia puede estar aumen-
tando en Espafa como se ha detectado en otros lugares!.

Se estudiaron durante 4 afios consecutivos la resistencia
del VIH a farmacos antirretrovirales en pacientes no tra-
tados previamente procedentes de distintas comunidades
auténomas.

Material y método

Se estudiaron muestras de plasma correspondientes a 209 pacien-
tes infectados con el VIH obtenidas desde marzo de 1997 a mayo de
2001 agrupados en dos periodos (de marzo de 1997 a febrero de 1999 y
de marzo de 1999 a febrero de 2001). Ninguno habia sido tratado con
farmacos antirretrovirales y procedian de diversas comunidades auté-
nomas espariiolas. Se excluyeron los pacientes que presentaban carga
viral menor de 1.000 copias/ml, asi como los pacientes infectados fue-
ra de Espafia. La seleccién de los pacientes se realizé mediante la
constitucién del Grupo de Estudio para las resistencias primarias del
VIH en Espaia, con participacién voluntaria de clinicos y microbiélo-
gos pertenecientes a 30 hospitales, que aceptaron colaborar, de 14 co-
munidades auténomas: gallega, valenciana, madrilefia, vasca, riojana,
canaria, asturiana, castellano-leonesa, castellano-manchega, catala-
na, cantabra, navarra, andaluza y extremenia. Para evitar sesgos, se
limit6 el nimero de pacientes enviados por los centros més colabora-
dores (a 10 pacientes en cada periodo) y se estimulé el envio de mues-
tras de comunidades menos activas en la recogida de casos. Se esta-
blecieron protocolos de recogida y transporte de las muestras asi como
de recogida de los datos de los pacientes, que incluian datos demogra-
ficos (sexo, edad, factor de riesgo) y clinicos (carga virica, recuento de
linfocitos CD4+ y momento y estadio de la infeccién). Se consider6 la
antigiiedad de la infeccién en cuatro categorias: a) menor de 3 meses;
b) entre 3 y 12 meses; ¢) mayor de un afio, y d) antigiiedad desconocida.

Las muestras de plasma eran enviadas a nuestro laboratorio con-
servadas en nieve carbénica si habian sido congeladas a —80 °C en el
lugar de origen, o a 4 °C si se enviaban inmediatamente. En el labo-
ratorio eran numeradas, alicuotadas y archivadas a —80 °C hasta su
procesamiento. Este fue brevemente como sigue: se realiz6 la extrac-
cién del ARN virico (QIAmp Viral RNA, Qiagen), tras una reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) con transcriptasa inversa de am-
plificacion y una PCR de secuenciacién (TruGene HIV) se secuencié
el gen pol que codifica la proteasa (PR) y la retrotranscriptasa (RT)
(OpenGene) usando un sistema de secuenciacién automaético (Visible
Genetics Inc.). Se consideré mutaciones relevantes a aquellas inclui-
das en el documento de consenso del Hirsch et al? con las modificacio-
nes propuestas por los miembros del Resistance Mutations Project Pa-
nel (junio, 2001)3.

Para el andlisis estadistico se empleé el programa SPSS versién
12.0; se realiz6 andlisis de frecuencias y prueba de chi cuadrado para
la comparacién de tasas, entre el primer y segundo periodo de estudio,
de pacientes cuyo genoma de VIH presentaba o no mutaciones codifi-
cadoras de resistencia.
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Resultados

Los pacientes estudiados tenian una carga virica media
de 5,3 log (mediana de 4,8 log, rango de 2,1 a 6,4), y un re-
cuento medio de linfocitos CD4+ de 365/l (mediana de
306, rango de 2 a 1.764). La media de edad fue de 34,7
(mediana de 34 afos, rango de 9 a 80 afos). Predominaron
los varones con una relacién entre varones y mujeres de
3,6:1. Entre los factores de riesgo, se encontraban el com-
partir jeringuillas para uso intravenoso de drogas en el
53,1% de los casos, practicas homo o bisexuales en el 15,3%
de los casos; la adquisicién heterosexual de la infeccion se
estimé en el 21,1% de los casos y en el 10,5% de los casos el
origen de la infeccién no se pudo atribuir a los anteriores
factores de riesgo. En el 1,5% de los casos, el tiempo de la
infeccién fue inferior a 3 meses, en el 13,4% < 1 afio, en el
45,9% > 1 afio y en el 39,2% de duracién desconocida. Los
pacientes procedian de 30 instituciones sanitarias de las
comunidades auténomas antes mencionadas.

En 113 pacientes (54,1%), se encontr6 al menos una mu-
tacién asociada a resistencia al VIH. Once pacientes
(5,3%) presentaron mutaciones en la RT, tres presenta-
ron mutaciones primarias a los inhibidores de 1a PR (1,4%)
y en el 50,7% de las muestras (106 pacientes) se detecté al
menos una mutacién secundaria en la PR. En 7 de los pa-
cientes con mutaciones en la RT o primarias en la PR, la
infeccién habia sido de mas de un ano. Tan sélo aparecié
una mutacién de resistencia (K70R) en un paciente con se-
roconversién conocida de menos de 12 meses.

Para los inhibidores de la PR se encontraron las si-
guientes mutaciones clinicamente significativas: M461 en
un paciente y M46L en 2 pacientes. Respecto a los inhibi-
dores de la RT, se encontraron 10 mutaciones asociadas a
resistencia en 11 pacientes, distribuidas como se refleja en
la tabla 1.

La tasa de resistencia, considerada como presencia de
mutaciones en la RT o mutacién primaria en la PR, del
primer periodo (de marzo de 1997 a febrero de 1999) fue
significativamente inferior a la del segundo periodo (de
marzo de 1999 a febrero del 2001): en 3 de los 111 pacien-
tes estudiados en el primer periodo se detectaron mutacio-
nes codificadoras de resistencias mientras que, en el se-
gundo periodo, se identificaron en 10 casos de 98 pacientes
(2,7% frente a 10,2%; p = 0,025).

La asociacién de las mutaciones a resistencia fue anali-
zada a través del algoritmo de la base de datos de la Uni-
versidad de Stanford (http://hiv-4.stanford.edu/cgi-bin/
hivmutlist.pl): 11 de los 14 pacientes con mutaciones se in-
terpretaba como con algun grado de resistencia a los far-
macos antirretrovirales (tabla 1).

Discusién

El16,7% de los pacientes del estudio presentaron infeccio-
nes por variantes del VIH-1 con algin grado de resistencia a
uno o varios farmacos antirretrovirales a pesar de no haber
recibido tratamiento previo. Esto ocurre en una poblacién
como la espariola, con amplio acceso a los farmacos antirre-
trovirales. Este estudio, por otro lado, sugiere que la preva-
lencia de resistencias primarias al VIH esté en aumento ya
que se increment6 entre los dos periodos de estudio.
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TABLA 1. Interpretacion de la resistencia genotipica segiin el algoritmo de la base de datos de la Universidad de Stanford

Pac 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Mutaciones RT L74V | L70R | TeoD | K7or | MairL | AB2V | 262V | FTTL | yiigr | maiL | viosr

NNRTI
Abacavir BR S S S BR S S S S S S
Azatioprina S BR S BR BR S S S S BR S
Didanosina RI S BR S S BR BR S S S S
Estavudina S S S S BR RI RI S S S S
Lamivudina S S S S S S S S S S S
Tenofovir S S S S S S S S S S S
Zalcitabina RI S RI S S BR BR S S S S

NNRTI
Delavirdina S S S S S S S S S S S
Efavirenz S S S S S S S S S S S
Neviparina S S S S S S S S S S S

Pac 1 2 3

Mutaciones primarias P M461 M46L M46L

Mutaciones secundarias P L241

Amprenavir BR BR BR

Indinavir S BR S

Lopinavir S S S

Nelfinavir BR BR BR

Ritonavir S S S

Saquinavir S S S

RT: retrotranscriptasa; NNRTI: inhibidores de la transcriptasa inversa no andlogos; S: sensible; BR: baja resistencia; RI: resistencia intermedia.

Aunque este grupo de estudio para las resistencias pri-
marias en Espafia incluy6 14 comunidades auténomas es-
paiolas, algunas regiones no estaban representadas, el
ndmero de pacientes fue reducido y la distribucién entre
centros participantes no homogénea. A pesar de estas li-
mitaciones, el trabajo puede servir, por un lado, como aler-
ta epidemiolégica del aumento de las tasas de resistencia
a los farmacos antirretrovirales en pacientes no tratados
y, por otro lado, como apoyo a la recomendacién de no rea-
lizar estudios rutinarios de resistencia en virus de pacien-
tes no tratados.

No se encontraron diferencias significativas en cuanto
a resistencia entre las diferentes regiones consideradas,
en gran medida debido a las bajas tasas encontradas. El
incremento de resistencia a lo largo de los anos estudiados
tampoco se asoci6 significativamente a ninguna drea geo-
grafica.

Es necesario considerar que el estudio contempla pa-
cientes infectados en un periodo largo de tiempo previo a
la extraccién de la muestra lo que podria distorsionar en
algun caso los datos. El mantenimiento de las tasas de re-
sistencia a niveles bajos en esta poblaciéon apoya las reco-
mendaciones de no efectuar pruebas de resistencia a pa-
cientes no tratados previamente con antirretrovirales. El
aumento significativo de las tasas de resistencia podria
aumentar la probabilidad de fracaso en el tratamiento
antirretroviral empirico, aunque las combinaciones de an-
tirretrovirales utilizadas més frecuentemente en la ac-
tualidad se mostrarian eficaces frente a las cepas con mu-
taciones de resistencia detectadas en este estudio.

La diferencia de tasas de resistencia en los distintos es-
tudios puede estar condicionada tanto por factores epide-
miolégicos (variabilidad geografica en los patrones de uso
de los antirretrovirales, variaciones en los factores de ries-
go en la exposicién al VIH en las poblaciones estudiadas),
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asi como por las metodologias empleadas*”. El estudio in-
cluy6 sujetos pertenecientes a los diversos grupos de ries-
go (el mayor nimero de pacientes adquirieron la infeccién
por intercambio de jeringuillas) de varias comunidades
auténomas espanolas. Se utiliz6 secuenciaciéon automatica
que, dentro de la metodologia de deteccién de resistencias
genotipicas, es la més adecuada. La circulacion de virus
resistentes en una comunidad depende del grado de utili-
zacién de cada uno de los farmacos antirretrovirales en
esa poblacién y del nimero de sujetos tratados que persis-
ten con conductas de riesgo. Se ha detectado la transmi-
sién de variantes del VIH-1 resistentes no sélo a zidovudi-
na sino también a otros inhibidores de la transcriptasa y
de la proteasa®13. Estudios de cohortes en Europa han
identificado variantes resistentes entre el 9 y el 21% de los
pacientes!416,

Hemos detectado tasas de resistencia mas bajas que
otros estudios esparioles como el ERASE-1 y ERASE-2, en
los que, utilizando la prueba de LiPA57, encontraron del
12 al 17% de variantes resistentes. El estudio del grupo
ERASE-3, mediante secuenciacién genética, mostré una
reduccién significativa respecto a los estudios previos con-
siderando los infectados crénicos por VIH no tratados*. En
general las tasas de resistencia en los paises desarrollados
se sitian en cifras entre el 3 y 7% para IP, entre el 0 y el
13% para inhibidores de la transcriptasa inversa no ané-
logos (NNRTI); y del 8 al 23% para inhibidores de la trans-
criptasa inversa analogos (NRTT)1-13:17-20,

Aunque algunas variantes resistentes persisten duran-
te meses tras la infeccién incluso sin la presién farmacol6-
gica, estas variantes resistentes pueden llegar a estar en
proporcién lo suficientemente pequena respecto a las va-
riantes sensibles como para no detectarse durante la evo-
lucién de la enfermedad!’. El porcentaje de variantes del
VIH resistentes encontrado en nuestro estudio no refleja
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la tasa de variantes resistentes en el momento de la trans-
misién ya que se suele producir una reversion de muta-
ciones de resistencia con el paso del tiempo. La presencia
de mutaciones de resistencia condiciona generalmente
una reduccién de la capacidad replicativa fitness del virus
mutante?-23, Todo ello explica que en ausencia de presion
farmacolégica, la resistencia en la poblacién viral tienda
a remitir al ser reemplazada la poblacion mutante por el
sobrecrecimiento de una poblacién viral sensible?425, Asi,
este estudio podria infravalorar las tasas de resistencia
que pueden encontrarse en Espana al comienzo de la in-
feccién por el VIH ya que predominan los pacientes con
infeccién crénica en los que las cepas de los virus resis-
tentes han podido quedar enmascarados tras el sobrecre-
cimiento de variantes sensibles. La baja prevalencia de re-
sistencia podria explicarse por la menor capacidad de
adaptacién de las variantes resistentes. Sin embargo, no
es éste el unico factor determinante de las bajas tasa de
resistencia puesto que las mutaciones encontradas predo-
minan en el grupo de pacientes con infeccién més reciente
en los que puede no haber transcurrido tiempo suficiente
para que las variantes sensibles enmascaren a las resis-
tentes.

En conclusién, la tasa de resistencia primaria en pa-
cientes no tratados con antirretrovirales en Espana es
baja, aunque puede existir una tendencia al incremento en
los dltimos afios. Esta situacién preocupante no es atn
alarmante.
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