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e TITULO

Estudio de la transmision de resistencias primarias y de subtipos no B en la

cohorte de pacientes VIH naive de la Red de Investigacion de SIDA

e RESUMEN

El estudio de la transmisién de resistencias primarias y la distribucién de
los subtipos de VIH presentes en los pacientes nuevos diagnésticos sin
experiencia antirretroviral es de gran importancia tanto a nivel
epidemioldgico como clinico en el campo de la infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH). La cohorte de pacientes naive de la Red
de Investigacion de SIDA (CoRIS) se encarga, desde el afo 2004, de la
inclusion de los pacientes nuevos diagndsticos infectados por el VIH de los
centros colaboradores de la cohorte. La cohorte dispone de un grupo para el
estudio de la prevalencia de resistencias primarias y de subtipos VIH, que

se oferta a aquellos grupos que quieran participar.

En este estudio se incluyé a los pacientes naive de los que se
dispusiera de un estudio de resistencias de la regién de la transcriptasa
reversa (RT) y de la proteasa (PR) con una calidad media y/o alta. Las
secuencias fasta recopiladas desde el centro coordinador de la cohorte,
fueron procesadas y analizadas en el Hospital Universitario San Cecilio de
Granada. Para el estudio de la influencia de las Vvariables
sociodemograficas, se recopilaron los datos de los pacientes incluidos a
partir de la base de datos de CoRIS con el fin de describir la poblacion de
pacientes incluida en el estudio y de cruzarla con los datos virologicos

obtenidos.



Los objetivos del estudio fueron: a) describir la prevalencia global de
mutaciones de resistencias primarias a VIH-1 en la Cohorte de pacientes
naive de la Red de Investigacion de SIDA (CoRIS), b) estudiar la tendencia
de la transmision de resistencias primarias en el periodo de estudio, c)
valorar la relacién existente entre las mutaciones de resistencia descritas y
las variables demogréficas y clinicas de la poblacion de estudio, d) estimar
la prevalencia de resistencias primarias a los antirretrovirales de primera
linea recomendados en Espana vy su influencia sobre los principales
regimenes de inicio de tratamiento antirretroviral, y €) analizar la distribucién
de subtipos no-B, su evolucion en el periodo de estudio y su relacién con la

transmision de resistencias primarias.

Para describir la prevalencia de mutaciones de resistencia transmitidas
(TDR), se analizaron todas las mutaciones propuestas por Bennet et al. en
la lista de vigilancia de mutaciones de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), en las secuencias de los pacientes de CoRIS incluidos en los tres
estudios presentados a lo largo de los afos 2004-2011. La prevalencia
global obtenida en el estudio 1, correspondiente al periodo 2004-2008, fue
del 8.5% (95%CI: 6.6-10.8). Por familias de antirretrovirales (ARV), las
mutaciones de resistencia a los inhibidores de la transcriptasa reversa
analogos de nucledsidos (ITIANs) tuvieron una prevalencia del 4.4%
(95%CI: 3.0-6.1), los inhibidores de la transcriptasa reversa no analogos de
nucledsidos (ITINANs) una prevalencia del 4.0% (95%Cl: 2.7-5.6), y los
inhibidores de la proteasa (IPs) del 2.2% (95%CI: 1.3-3.5). En el estudio 2,
correspondiente a la actualizacion de 2007-2010, la prevalencia global de
TDR se mantuvo en un 8.6% (95% IC: 7.3-9.9), siendo, para los ITIANs, del
3.9% (95%IC: 3.0-4.8), para los ITINANs de 3.9% (95%IC: 3.0-4.7) y para
los IPs del 2.3% (95%IC: 1.6-3.0). En la actualizacién de CoRIS del afio
2012, correspondiente al estudio 3 (2007-2011), la prevalencia de TDR fue
del 7.9% (95%IC: 6.9-9.0), frente a ITIANs fue del 3.6% (95%IC: 2.9-4.3), a
ITINANs del 3.7% (95%IC: 3.0-4.7) y a IPs del 1.7% (95%IC: 1.2-2.2).



Los resultados obtenidos indican que la prevalencia en Espafia de
TDR es baja, y similar a la de otros paises europeos vecinos. Ademas, se
observé una disminucion desde el afio 2007 al 2011 en la prevalencia de
mutaciones presentes en los nuevos diagnoésticos (8.3% 2007 vs 7.2%
2011).

No se observé ninguna influencia significativa entre las variables
sociodemograficas estudiadas y la presencia de TDR, excepto en la
influencia de nivel educativo. Esta relacion puede deberse, principalmente a
que el nivel educativo es un indicador del estatus socioeconémico de los
pacientes. Este es el primer estudio en Espafia en el que se describe este

hallazgo.

Para estudiar la resistencia a antirretrovirales de primera linea
recomendados en Espafia se recodificaron las categorias de interpretacion
de sensibililidad informadas por el algoritmo de interpretacion de
resistencias de Stanford. Se analizé la interpretacion de Stanford de todas
las secuencias incluidas en el estudio a Abacavir (ABC), Tenofovir (TDF)
como ITIANs de primera linea, Efavirenz (EFV) y Nevirapina (NVP) como
ITINANs y a Darunavir (DRV), Atazanavir (ATV) y Lopinavir (LPV) como IPs
de eleccion en inicio de régimen terapéutico en pacientes naive. Ademas,
se categorizo la potencia de los regimenes terapéuticos mediante el calculo
del GSS (Genotypic Sensibility Score) con el objetivo de mostrar el
verdadero impacto de las mutaciones de resistencia presentes sobre las
principales combinaciones de ARV de inicio. La prevalencia global de
resistencia con relevancia clinica en CoRIS fue de 6.8% (95%IC 5.8-7.7),
menor de lo que cabria esperar si nos basamos en la prevalencia de TDRs
en la misma poblacién de estudio, siendo menor que la prevalencia de
TDRs en los ITIANs e IPs y mayor en los ITINANs. Por familia de ARV, la
prevalencia de resistencia clinicamente relevante en los ITIAN fue de 2.3%
(95%IC 1.8-2.9) [ABC: 2.2% (95%IC 1.7-2.8); TDF: 1.6% (95%IC 1.1-2.1);



FTC/3TC: 0.7% (95%IC 0.4-1.0)], a los ITINANs de 4.6%; (95%IC 3.8-5.3)
[NVP: 4.6% (95%IC 3.8-5.3); EFV: 4.0% (95%IC 3.3-4.8)] y a los IPs de
0.8% (95%IC 0.4-1.1) [DRV: 0.1% (95%IC 0.0-0.3); ATZ: 0.7% (95%IC 0.4-
1.0); LPV: 0.3% (95%IC 0.1-0.5)]. La principal causa de presencia de TDR
sin resistencias con relevancia clinica fue debida a la presencia de
mutaciones aisladas en los ITIANs e IPs. Por el contrario, la presencia de
una mayor prevalencia de resistencia con relevancia clinica que de TDR en
los ITINANs, fue debida a la presencia de una o la combinacién de dos
mutaciones no presentes en la lista de mutaciones de la OMS para el

estudio de pacientes naive.

Al analizar el efecto de las resistencias primarias sobre los principales
regimenes terapéuticos, se observé que los mas afectados fueron los que
contenian un ITINAN, variando del 5.6% al 6.2% en funcién de los farmacos
acompanantes del ITINAN. La resistencia en regimenes basados en IPs fue
menos comun, entre el 2.2% y 2.7%. Si tomamos en consideracion el
numero de pacientes con un régimen terapéutico con la combinacién de 2
ARV plenamente activos y 1 con resistencia intermedia (GSS=2.5), la
resistencia con relevancia clinica descendié a 115 pacientes en vez de los

188 pacientes anteriormente citados.

Para el calculo de la distribucion de subtipos en la poblacion de
pacientes de CoRIS incluida en los tres estudios y del analisis filogenético
se analizaron las secuencias fasta de la region de la proteasa con la
herramienta de subtipado de Therapy EdgeT'VI (ABL, Louxembourg). La
prevalencia de subtipos no-B fue de 15.9% (95%IC 14.3-17.6). Sin
embargo, cabe destacar que la proporcion de individuos infectados con
subtipos no-B se incrementé a lo largo del periodo de estudio, de 11.9%
(95%IC 8.9-14.9) en 2007 a 18.1% (95%IC 14.4-21.9) en 2010 (p de
tendencia = 0.018). Los subtipos no-B mas prevalentes fueron CRF02_AG
(4.2%; 95%IC 3.3-5.1), subtipo F1 (1.6%; 95%IC 1.0-2.2), subtipo D (1.5%;



95%IC 0.9-2.0), subtipo G (1.1%; 95%IC 0.6-1.5), y CRF12_BF (1.1%;
95%IC 0.6-1.5). El impacto de los subtipos no B en los nuevos diagnésticos
VIH en Espafia es importante, observandose una tendencia ascendente a lo
largo del periodo de estudio. Comparandolo con la situaciéon de otros paises
vecinos, la prevalencia de subtipos no B en Espafa aun es moderada, y es

debida principalmente a la poblacion inmigrante.
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INTRODUCCION

Capitulo 1. Introduccién

1.1 Antecedentes de la investigacion

La transmision de cepas del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
con resistencia a los antirretrovirales (TDR, Transmitted Drug Resistance)
es un tema que ha adquirido una gran relevancia en los Ultimos afios.
Desde que se publicd, con datos concluyentes, que la determinacion de
resistencias primarias era coste-efectiva en poblaciones en las que la
prevalencia de resistencias era superior al 1% (1), las principales guias de
tratamiento antirretroviral (2, 3, 4, 5) han ido incluyendo la recomendacién
de realizar un ensayo de resistencias a todos los pacientes nuevos

diagnésticos.

Tal es la importancia que ha adquirido esta determinacion que, para
algunas guias de tratamiento desde 2011 (6), no se debe utilizar un primer
régimen que incluya un inhibidor de la transcriptasa reversa no analogo de
nucledsidos (ITINAN) si no se ha excluido previamente la presencia de
resistencias primarias. De igual modo, desde este afo las guias nacionales
del Plan Nacional de Salud-GESIDA (7) contemplan incluso la posibilidad de
volver a repetir el ensayo de resistencias a la hora de iniciar tratamiento, en
aquellos pacientes en los que exista un intervalo amplio de tiempo entre el

diagnéstico y el inicio del tratamiento.

La investigaciébn de resistencias primarias en todos los nuevos
diagnésticos ha permitido disponer de un gran nimero de series en las que
se describen datos muy diversos acerca de prevalencia, incidencia y tasas

de resistencias primarias. Ademas, el hecho de disponer de la secuencia de
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la transcriptasa reversa (RT) y de la proteasa (PR) de estos pacientes ha
permitido conocer la epidemiologia molecular de la infecciéon VIH, ya que
estas regiones del genoma virico son adecuadas para realizar estudios de
analisis filogenético (8) para estimar el subtipo viral. Esto ha condicionado
que, en un muy breve periodo de tiempo se haya podido disponer una gran
cantidad de datos, aunque dificiles de comparar y, en algunas ocasiones,
con escasa utilidad, ya que en la mayoria de los casos se describen
poblaciones concretas, en distintos periodos de tiempo y con caracteristicas
demograficas muy diversas. Este hecho, junto a la diversidad de formas de
andlisis de las secuencias y el uso de diferentes sistemas de interpretacion,
y por tanto de la evaluacion de las resistencias primarias, ha desembocado
en una situacion dificil de manejar y, sobre todo, de comparar. Estas
discrepancias fueron las que llevaron, primero en 2007 (9) y finalmente en
2009 (10), a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) a elaborar una
serie de recomendaciones acerca de como estudiar y describir la
prevalencia de TDR, precisamente con el objetivo de estandarizar la manera
de presentar los resultados y asi poderlos comparar. De forma resumida, los
autores de estas recomendaciones muestran cuales son las mutaciones que
se deben investigar para caracterizar la TDR, como se deben interrogar las
secuencias para establecer el subtipo viral, e incluyen la busqueda de
cadenas (clusters) de transmisidn entre las cepas con TDR para, en caso de
que ésta se agrupe en un brote o cluster, corregir la prevalencia de TDR y
no sobreestimarla. A partir de entonces, se hace mas facil, y sobre todo
precisa, la comparacion de TDR y de los datos de epidemiologia molecular

entre diferentes estudios.

Hasta la fecha, han sido muchos los estudios epidemiolégicos que han
investigado el impacto de la transmision de virus con resistencias a
antirretrovirales (ARV) en relacion a la necesidad de realizar un estudio

basal de resistencias a pacientes que no han iniciado terapia antirretroviral.
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La presencia de resistencias primarias es un factor determinante en la
evolucién del paciente que inicia tratamiento ya que esta relacionada con el
aumento del tiempo en que se tarda en suprimir la carga viral del paciente y

con fracasos terapéuticos mas tempranos.

A la hora de comparar diferentes estudios debemos tener en cuenta

varios factores importantes que afectan a la interpretacion de los resultados:

1. Las mutaciones de resistencia evaluadas.

La mayoria de estudios tienen en cuenta mutaciones de
resistencia publicadas por el Internacional Antiviral Society-USA
(IAS-USA) o por la HIV Stanford database. Sin embargo, estas
guias advierten que no han sido disefiadas para el estudio de
transmision de resistencias primarias con lo que se deben emplear
con cierta precaucion. Desde el afio 2007 existe una guia de
mutaciones de resistencia disefiada para estudios epidemiolégicos
de transmision de resistencias (9). Aunque se actualiza de forma
periddica, el uso como referencia de las mutaciones alli descritas
puede ayudar a homogeneizar resultados entre diferentes estudios.

La ultima actualizacion es de 2009 (10).

2. El periodo de tiempo desde la infeccion.

A medida que avanza el tiempo de infeccién por VIH, se va
produciendo la pérdida de mutaciones de resistencia transmitidas
por reversién y aumento de la poblacién de virus wild-type. Esto
hace que nos encontremos ante diferentes poblaciones de
pacientes dependiendo del estatus de la infeccién. Si trabajamos
con un grupo de pacientes recientemente diagnosticados la pérdida

de mutaciones de resistencia quedara minimizada, teniendo un
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grupo homogéneo donde coexistiran pacientes primoinfectados
(infeccion reciente) y pacientes con infeccidon cronica en los cuales
podremos estar infravalorando la presencia de mutaciones de
resistencia debido a la reversién de la poblacién virica circulante en
plasma a cepas wild-type. La inclusion de ambos tipos de pacientes
en el estudio permitira aumentar la poblaciéon de estudio con el fin
de tener una representatividad mas veraz de distintos grupos de

riesgo y hacer estudios mas limitados geograficamente.
3. Homogeneidad de los grupos de riesgo.

Se ha demostrado que el predominio de ciertos grupos de riesgo en
los estudios de transmision de resistencias primarias conlleva a una
sobreestimacion de éstas. Por ejemplo, el grupo de riesgo de
hombres que practican sexo con otros hombres (HSH) se hacen
controles de VIH con mayor frecuencia que otros grupos de riesgo
con lo que es mas probable que sean diagnosticados cuando el
curso de la infeccion es aun reciente. Existen diversos estudios
recientes que apoyan la relacion entre este grupo de riesgo vy la

transmision de resistencias primarias (11, 12).
4. Areas geograficas.

En pacientes infectados en areas geograficas con acceso limitado a
la terapia antirretroviral la transmision de mutaciones de resistencia

entre ellos es rara.

El aumento de la transmisién de resistencias primarias al virus de la

inmunodeficiencia adquirida (VIH) es un hecho constatado en las areas
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donde esta instaurado el tratamiento antirretroviral combinado, aunque, en
los ultimos anos diferentes estudios han reflejado una tendencia decreciente
de éstas (13). La prevalencia global de resistencias primarias se estima que
esta entre el 5% y el 21% dependiendo de factores como la poblacion de
estudio, la definicién de resistencia, el estatus de la infeccion (reciente o
cronica) y el afio del estudio (14), mientras que en Espania, el porcentaje de
resistencias publicado por diferentes estudios de ambito lo sitian entre el 7
y el 12% (13, 15, 16).

Ademas, se deben tener en cuenta otros factores como el aumento de
los movimientos poblacionales debidos a la inmigracién, viajes
internacionales y contactos sexuales con individuos de otras regiones donde

los subtipos no-B del VIH son endémicos.

Respecto a los subtipos no B, cabe destacar la importancia de su
estudio debido a las implicaciones clinicas que tiene el aumento de otros
subtipos no B en nuestro pais. Ademas también tendria implicaciones de
tipo epidemiolégico, en la cuantificacion del virus, en la deteccion del VIH
por PCR, en la progresion a SIDA, en el disefio de vacunas de propiedades

biolégicas y en la susceptibilidad a antirretrovirales.

Varios estudios han informado de la introduccion de subtipos no-B en
sus respectivos paises a raiz del aumento de la inmigracion (17, 18, 19, 20).
El estudio de la distribucion de subtipos no-B asociado con factores
demogréficos en el curso de la infeccion por VIH en una region determinada
puede ofrecer una valiosa informacidon a la hora de disefiar estrategias

clinicas, epidemioldgicas y de prevencion.

En Espafa, los estudios de transmision de resistencias primarias

realizados hasta la fecha han sido, principalmente, de caracter regional,
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quedando relegados a la descripcion de resultados en areas de influencia

relativamente pequefios.

La cohorte de pacientes naive de la Red de Investigacion de SIDA
(CoRIS) es la plataforma perfecta para analizar el estado actual de la
transmision de resistencias primarias a nivel estatal, ya que ofrece
informacion relevante acerca del perfil epidemiolégico actual de la infeccion
por VIH (17) y es la plataforma ideal para el estudio de las TDR y la

distribucion de subtipos del VIH en Espafia.

1.2 Justificacion de la investigacion

El estudio de la transmision de resistencias primarias a antirretrovirales
y la distribucion de subtipos no-B en pacientes naive es un tema de gran
importancia dentro del ambito de estudio de la infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia adquirida (VIH) que tiene relevancia tedrica, relevancia

practica y relevancia econdmica.

Relevancia tedrica:

Desde que en 2006 y 2007 se incluyd la recomendacion en diferentes
guias terapéuticas de realizar un test de resistencias primarias antes de
inicio terapéutico en pacientes VIH, el estudio de resistencias transmitidas y
su implicacion en la terapia de inicio, asi como la distribucion de subtipos
no-B han sido aspectos de gran interés dentro del campo de la infeccion por

VIH en todo el mundo.
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En Espafa se han publicado varios estudios tanto de ambito nacional

en pacientes recientemente infectados (21) como de ambito regional (15).

Nuestro estudio adquiere una importante relevancia tedrica debido a
alta heterogeneidad de la poblacién estudiada (tipo de infeccion VIH y
amplia distribucién geogréfica del estudio) por lo que se convierte en un

buen reflejo de la situacion actual de la infeccion por VIH a nivel nacional.

Relevancia practica:

El interés clinico de este estudio radica en la necesidad de conocer la
situacién actual de la transmision de resistencias a antirretrovirales en
nuestro entorno, y las implicaciones clinicas que tienen en el disefo de la
terapia antirretroviral de inicio. Se ha demostrado que los pacientes con
resistencias primarias que inician tratamiento tardan mas tiempo en
negativizar la viremia en plasma y fracasan mucho antes a los regimenes de

inicio.

Ademas, el conocer la distribuciéon de los subtipos no-B del VIH que
circulan en nuestro pais tiene una gran importancia epidemioldgica, asi

como el estudio de resistencias primarias en estos subtipos.

Relevancia econdmica:

El coste econdmico del fracaso a la terapia antirretroviral es elevado (1).
Por ello, la gran totalidad de las guias terapéuticas recomiendan un estudio
basal de resistencias. Este estudio nos permite conocer la prevalencia de la
transmision de resistencias a antirretrovirales y su evolucion en el tiempo,
aspectos necesarios para comprender la evolucién de la infeccion del VIH
en Espafia y para actualizar estrategias terapéuticas en los pacientes

infectados que van a iniciar tratamiento antirretroviral.
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Capitulo 2: Revisién de la literatura

2.1 Resistencias primarias: concepto e implicaciones clinicas

La terapia antirretroviral de gran actividad (TARGA) ha cambiado la
historia natural de la infeccion VIH/SIDA, al retrasar la evolucién de la
enfermedad y mejorar la calidad de vida de los individuos infectados. Los
paises desarrollados han implementado este tipo de terapia masivamente
en su poblacién infectada en seguimiento, con resultados muy favorables.
Uno de los principales problemas en la actualidad es el fracaso terapéutico
y, dentro de éste, el aumento de resistencia a drogas antirretrovirales. Este
problema se origina por la asociacion de las caracteristicas propias del virus
(variabilidad genética, latencia y reactivacion, adaptacion a vias de entrada,
infeccion de reservorios), junto a una inadecuada supresion viral
(adherencia, farmacocinética) y uso de monoterapia y biterapia previos (21).
La menor susceptibilidad del virus a las drogas esta asociada a mutaciones
en los genes que codifican, principalmente, para las enzimas transcriptasa
reversa y proteasa viral. Segun el momento de adquisicion de la resistencia

podemos clasificar las resistencias a antirretrovirales en dos tipos (22):

¢ Resistencia Primaria o transmitida: Virus mutantes resistentes a uno
o varios farmacos detectados en pacientes que no han sido
sometidos previamente a tratamiento antirretroviral.

e Resistencia Secundaria o adquirida: Virus mutantes resistentes
detectados en pacientes que han tenido experiencia a tratamiento
antirretroviral.
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La prevalencia de resistencias primarias ha tenido un importante
aumento en todo mundo desde el inicio de la terapia antirretroviral. Las
tasas de resistencia primaria han llegado a ser muy altas en Estados Unidos
y Europa, probablemente debido a que han tenido acceso por mas tiempo a

las drogas antirretrovirales (21, 23).

La transmision de resistencias a farmacos antirretrovirales en pacientes
qgue no han recibido nunca tratamiento es uno de los factores que limitan las
opciones terapéuticas en la terapia de inicio ademas de reducir su eficacia
(24, 25). El conocimiento de la prevalencia de estas resistencias primarias
varia mucho de unos paises a otros observandose, como hemos dicho
anteriormente, las mayores tasas en zonas donde la terapia antirretroviral
esta bien establecida como Europa Occidental y América del norte (14, 26,
27, 28, 29). Pero ademas este porcentaje varia en funcion del disefio del
estudio no existiendo en la actualidad criterios concretos. Entre los factores
de riesgo descritos involucrados en la transmision de virus resistentes en

pacientes naive cabe destacar:

¢ La elevada carga viral

¢ Enfermedades de transmision sexual

o Factores genéticos aunque no se conoce el grado de influencia

Ademas de estos factores, la presencia de mutaciones a mas de una
clase de farmacos antirretrovirales también afecta a la transmisibilidad
estando disminuida en virus con resistencias primarias a dos o tres clases
de farmacos. Es importante ademas conocer las caracteristicas de los
sujetos donde la tasa de resistencias es mas frecuente. Aunque existen
estudios contradictorios, se sugiere que la transmisiébn de virus con

resistencia primaria es mas frecuente en la etnia caucasiana, pacientes

13
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infectados con subtipo B y via de transmisién homosexual (30, 31). El que
estos factores se relacionen con mayor transmision de mutaciones de
resistencia pueden ser justificados si tenemos en cuenta que los paises con
mayor poblacién de raza caucasiana e infectados por subtipos B son los
mas desarrollados y, por tanto, los que tienen mayor acceso a la terapia
antirretroviral y que los pacientes VIH homosexuales suelen ser los mas
concienciados a la hora de realizar la prueba de VIH. También podemos
encontrar otros estudios que muestran resultados discrepantes,
encontrando tendencias significativas en el aumento de TDRs en otros
grupos diferentes a los anteriores (32) o no encontrando diferencias
significativas al estudiar estas variables sociodemograficas (33). La alta tasa
de variabilidad genética del VIH tiene también importantes implicaciones en
patogenicidad, transmisibilidad, diagnéstico y tratamiento; con un impacto
potencial en la epidemiologia, terapia y prevencion de la enfermedad. Por
todas estas implicaciones, resulta esencial la caracterizacion de los subtipos

genéticos del VIH-1 que circulan en cada area geogréfica.

El aumento de la inmigraciéon en los ultimos afios ha dado como
consecuencia un aumento de infecciones mixtas y una desaparicion de los
limites geograficos de los distintos subtipos (34, 35, 36, 37, 38). A la hora de
estudiar las resistencias primarias en Espafia debemos tener en cuenta que
ésta, por su situacién estratégica entre Europa y Africa, recibe gran cantidad
de inmigrantes procedentes de distintos paises africanos ademas de ser
paso obligado para muchos de ellos. Pero ademas es también destino
elegido por muchos inmigrantes procedentes de paises Sudamericanos y de
paises de Europa del Este por lo que el flujo migratorio y la diversidad

poblacional es mayor aqui que en otras zonas geograficas.

Desde el afo 2007, diferentes guias terapéuticas han incluido la

recomendacion de realizar un estudio de resistencias primarias en pacientes

14
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que van a iniciar terapia antirretroviral (2, 3, 4, 5). Ademas, en 2009 la
Organizacion Mundial de la Salud publicé las mutaciones de resistencia a
antirretrovirales que deben ser estudiadas en el test de resistencias (10)

(Figura 1).
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Figura 1. Mutaciones recomendadas por la OMS para el estudio de transmision de resistencias primarias
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2.2 Interpretacion genotipica de las resistencias a los antirretrovirales

Las resistencias a los antirretrovirales se deben a mutaciones o cambios
en el genoma viral que se traducen en una disminucion de la sensibilidad
del VIH a uno o mas farmacos. Dichas mutaciones se producen como
consecuencia de una replicacion viral persistente en presencia de
concentraciones de los farmacos antirretrovirales. La aparicion de
mutaciones de resistencia es debida, principalmente a la dinamica de
replicacion del VIH (1010 particulas/dia) y a que la transcriptasa inversa no
tiene capacidad correctora de errores (actividad 3’-5’ exonucleasa) (39, 40).
Estos dos factores hacen posible que el VIH presente una elevada
variabilidad genética (con una probabilidad de introducir una mutacién
puntual de 10'4). Factores como un mala adherencia terapéutica, una
farmacocinética variable de los farmacos asi como interacciones
farmacocinéticas y farmacodinamicas de los mismos y una baja penetracion
en determinados compartimentos corporales pueden conducir a niveles
subterapéuticos in vivo, y éstos a la seleccidn de resistencias, ya sean
nuevas o reaparicion de otras ya preexistentes. Estas resistencias no sélo
afectan de manera directa al paciente que recibe el tratamiento
antirretroviral, sino que, de forma indirecta, pueden afectar a individuos
recién infectados mediante la transmision de cepas portadoras de
mutaciones de resistencia. Por ello se deben realizar estudios de resistencia
a los pacientes nuevos diagnosticos y a los pacientes en tratamiento con

sospecha de fracaso terapéutico (2, 3, 4, 5).

En cualquier caso, un genotipado no da idea cuantitativa del nivel de
resistencia, sino que proporciona un listado de mutaciones cuyo significado
cualitativo debe ser interpretado. Para ello, lo primero y mas importante es

conocer el significado de cada una de las mutaciones detectadas sin olvidar
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que éstas pueden no tener importancia, o disminuir o incluso aumentar la
sensibilidad del virus a los farmacos (mutaciones antagénicas). Por otra
parte, constantemente se descubren nuevas mutaciones y la literatura
existente al respecto es muy voluminosa y rapidamente variable, lo que

hace la interpretacion aun mas dificil.

En funcidon del ndmero de mutaciones requeridas para reducir la
actividad antirretroviral, podemos clasificar las diferentes familias de
antirretrovirales como de baja barrera genética o de alta barrera genética,
dependiendo de si se produce la pérdida de actividad en presencia de una
unica mutacion o de si es necesaria la apariciéon de multiples mutaciones.
Asi pues, los inhibidores de la transcriptasa reversa analogos de
nucledsidos (ITIAN) y los inhibidores de la proteasa (IP) se consideran, por
norma general, antirretrovirales de elevada barrera genética. Por el
contrario, los inhibidores de la transcriptasa reversa no analogos de

nucledsidos (ITINAN) se consideran de baja barrera genética (41).

Existen diversos algoritmos disponibles para facilitar la interpretacion de
los resultados obtenidos al realizar una prueba genotipica de resistencias.
Por lo general, se basan en la diferente puntuacion dada a cada mutacion y
al establecimiento de puntuaciones de corte para cada nivel de sensibilidad
(42, 43, 44) o al establecimiento de patrones de mutaciones cuya presencia

conjunta se considera definitoria de resistencia (45).

18



REVISION DE LA LITERATURA

2.3 Recomendaciones de inicio de tratamiento antiretroviral en

pacientes naive.

2.3.1 Cuando iniciar el TAR

Los principales motivos para iniciar la terapia antirretroviral son la
reduccién de la morbilidad y mortalidad asociada a la infeccién por VIH, la
recuperacion y preservacion de la funcion inmunolégica, evitar el efecto
nocivo de la replicacion del VIH sobre posibles comorbilidades existentes y
la prevencion de la transmision del VIH. No existe ninguna duda sobre la
necesidad de tratar a todos los pacientes con sintomatologia relacionada
con la infeccién por el VIH puesto que el tratamiento se relaciona con
mejora de la supervivencia. En pacientes asintomaticos, los resultados de
diferentes ensayos clinicos recomiendan iniciar tratamiento con menos de
500 CD4+/uL. Ademas, el incremento de la poblacion tratada se ha
relacionado con una disminucion de las tasas de transmision y por tanto, de
la disminucién de nuevas infecciones (46, 47). Por ultimo, existen
determinadas circunstancias en las que se debe recomendar con
independencia de la situacién inmunoldgica, como es el caso de las mujeres
embarazadas (para disminuir el riesgo de transmisién materno-fetal), la
coinfeccién por hepatitis B subsidiaria de tratamiento antiviral, o las parejas
serodiscordantes que deseen disminuir al maximo el riesgo de transmisién
del VIH.

2.3.2 ; Qué combinacion de antirretrovirales debe utilizarse?

Segun el Documento de consenso de GeSIDA/Plan Nacional sobre el

Sida respecto al tratamiento antirretroviral en adultos infectados por el virus

19



REVISION DE LA LITERATURA

de la inmunodeficiencia humana (Actualizacién enero 2014), el tratamiento
de eleccidn de la infeccion por el VIH-1 en el momento actual consiste en
una combinacion de tres farmacos que incluyan dos ITIAN asociado a un
ITINN, un IP/r o un Inint (Tabla 3). Pueden utilizarse las combinaciones de 2
ITIAN+1 ITINN, 2 ITIAN+1 IP/r o 2 ITIAN+1 Inint como TAR de inicio.

Dentro de la familia de los inhibidores de la transcriptasa inversa
analogos de nucledsidos (ITIANs) se consideran como combinaciones de
ITIAN de eleccion las formadas por TDF/FTC y por ABC/3TC (A-1). La mayor
toxicidad relacionada con el uso de AZT, ddl y d4T no permite recomendar

SuU uso en ninguna pauta de inicio.

Dentro de las combinaciones con ITINANs, EFV/TDF/FTC se considera
una opcion preferente de tratamiento (A-l). La combinacion de EFV +
ABC/3TC debe evitarse en pacientes con CVP mayor de 100.000 copias/mL
(B-1). EFV esta contraindicado durante el primer trimestre de la gestacion.
Se recomienda considerar otras opciones en mujeres que no utilicen
métodos anticonceptivos eficaces. Asimismo, se debe evitar en pacientes
que realicen tareas peligrosas si presentan sintomas de somnolencia,
mareos y/o trastornos de la concentracion (A-lll). Esta contraindicado el uso
de NVP en mujeres con cifras de linfocitos CD4+ superiores a 250
células/uL y en varones con cifras superiores a 400 células/uL (A-Il). El uso
de Rilpivirina (RPV) no se aconseja en pacientes con carga viral inferior a
100.000 copias/ml. En los casos con carga viral superior su uso combinado
con TDF + FTC se considera una opcion preferente de tratamiento.

Como regimenes basados en IP preferentes se recomiendan ATV/r
QD+TDF/FTC, y DRV/r QD+TDF/FTC (A-l). La combinacion de
ATV/r+ABC/3TC también se considera preferente, aunque debe usarse con
precaucion en pacientes con CVP superior a 100.000 copias/mL (A-1). Se
consideran regimenes alternativos LPV/r, BID o QD, +TDF/FTC o ABC/3TC
(B-1). Ademas, es posible utilizar también la combinacién DRV/r+ABC/3TC,
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aunque no ha sido formalmente investigada en ningun ensayo clinico (B-lll).
Por ultimo, LPV/r+3TC y LPV/r+RAL pueden ser una alternativa a la triple
terapia convencional cuando no se pueda utilizar TDF ni ABC (B-I).

En las recomendaciones de terapia de inicio basadas en inhibidores de
la integrasa (INIs), Raltegravir (RAL) puede emplearse como tratamiento de
inicio combinado con TDF/FTC (A-l) o ABC/3TC (A-l). Las combinaciones
EVG/COBI/TDF/FTC y DTG con ABC/3TC (A-I) o TDF/FTC (A-l) pueden

utilizarse como regimenes de TAR de inicio.

Tabla 1.

Combinaciones de TARGA de inicio recomendadas

3* Farmaco Pauta Ensayos clinicos aleatorizados
TDF/FTC/EFY STARTMARK, ACTG 5202, GILEAD 934
ITINAN TDF/FTC/IRPYV ECHO, THRIVE, STAR

TODF/FTC + ATVIr CASTLE, ACTG 5202, ARTEN, GS-US-236-0103

@ IPIr ABC/3TC + ATVIr ACTG 5202

=

& TOF/FTC + DRVIr ARTEMIS, FLAMINGO

i

w

& ABC/3TC + DTG SINGLE, FLAMINGO, SPRING-2

Q.
TDF/FTC + DTG FLAMINGO, SPRING-2

Inint TDF/FTC/EVGICOBI GS-US-236-0102, GS-US-236-0103

TDF/FTC + RAL STARTMARK, QDMRK, SPRING-2
ABC/3TC + RAL SPRING-2
ABC/3TC + EFV ACTG 5202, CNA30024

- ITINAN

< TDF/FTC + NVP ARTEN, VERXVE

=

3

& ABC/3TC + DRVIr FLAMINGO

w

E IPIr TODF/FTC + LPVIT ARTEMIS, ABT-730, CASTLE, GEMINI, HEAT, PROGRESS
ABC/3TC + LPVIr KLEAN, HEAT
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2.4 Métodos de laboratorio para la deteccion de resistencias a
antirretrovirales

Los métodos disponibles en la actualidad para la detecciéon de
resistencias son de dos tipos: genotipicos y fenotipicos. Ambos se realizan
generalmente a partir de muestras de plasma o suero, puesto que en él se
encuentran las poblaciones de virus que contienen los cambios mas
recientes relacionados con el tratamiento antirretroviral. Sin embargo,
algunos ensayos genotipicos también admiten también otras muestras,
como liquido cefalorraquideo, tejido linfoide o células mononucleares de
sangre periférica. Se ha demostrado que existe una buena correlacion entre
ambos métodos, sobre todo con la familia de los ITINAN y menos con los
ITIAN. La correlacion es bastante mas deficiente en pacientes multitratados

y faltan datos para los farmacos mas recientes (TDF, APV, ATV).

2.4.1 Métodos genotipicos.

Los métodos genotipicos detectan mutaciones en el gen de la
transcriptasa reversa y de la proteasa asociados con la aparicién de
resistencia. Sin embargo, el desarrollo de nuevas clases de farmacos
antirretrovirales hace necesario también el andlisis de otras regiones del
genoma del VIH, como el gen env (para detectar resistencia a los
inhibidores de la fusion) y la regidon de pol que codifica la integrasa. La
determinacién de resistencias por técnicas genotipicas ayuda a comprender
los motivos del fracaso terapéutico, y en el caso de una determinada
combinacion terapéutica predice mejor el fracaso que el éxito de la misma.
La mayoria de las técnicas actuales incluyen durante su realizacion la
extraccion del ARN viral y su posterior retrotranscripcion en ADN. De este

ADN se amplifica la region gendmica que se desea investigar mediante
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reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La secuenciacion del ADN es
el método genotipico de referencia para la determinaciéon de la resistencia
del VIH a los farmacos antirretrovirales. Se obtiene informacién completa de
la secuencia de la region del genoma viral amplificada previamente por
PCR, empleando primers o dideoxinucleétidos marcados de forma diferente
para poder distinguirlos entre si. Los productos de las reacciones de
secuenciacion se someten a electroforesis en gel y las bandas que se
obtienen (cada una representando uno de los cuatro nucleétidos A, T, G o
C) son leidas por el secuenciador. El resultado es una secuencia de
nucledtidos que, una vez editada, se traduce en una secuencia de
aminoacidos. Esta secuencia de aminoacidos se compara entonces con la
de una cepa de referencia del VIH (cepa consenso) con el fin de determinar
si existen mutaciones que confieran resistencia al tratamiento. Los dos
ensayos de deteccion de mutaciones de resistencia aprobados por la FDA 'y
con marcado CE mas utilizados en la practica clinica son: TRUGENE HIV-1
Genotyping Assay (Siemens NAD) and ViroSeq® HIV-1 Genotyping System
(Celera-Abbott diagnostics) (48).

2.4.2 Métodos fenotipicos.

Los métodos fenotipicos determinan la sensibilidad del virus a diferentes
farmacos. La resistencia fenotipica se expresa en términos de
concentracion de farmaco necesaria para reducir la poblacién viral en un
50% (IC50) o 90% (IC90). Este valor se compara con la concentracion
requerida para inhibir una cepa de referencia de laboratorio (o cepas
aisladas en el mismo paciente antes del tratamiento antirretroviral) y se
expresa como diferencia de veces entre ambas (fold change o folds). La
interpretacion de estos valores es diferente dependiendo del farmaco

implicado.
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Las técnicas fenotipicas mas utilizadas en la actualidad para el estudio
de resistencia a farmacos antirretrovirales son las técnicas de virus

recombinantes y el fenotipo virtual.

2.5 Diversidad genética del VIH

La alta tasa de variabilidad e inestabilidad genética son la causa de la
elevada diversidad del VIH. El virus emplea los mecanismos de mutacién y
recombinacién para provocar un alto grado de heterogeneidad entre

subtipos.

2.5.1 Tipos.

Se han identificado dos tipos de VIH: VIH-1 y VIH-2. El VIH-1 es el mas
extendido y el responsable de la mayor parte de casos de infeccion por VIH
en el mundo. ElI VIH-2, identificado en 1986, tuvo inicialmente una
distribucién limitada geograficamente al Africa Occidental, pero actualmente
en Europa se han comunicado ya mas de un millar de casos de infeccion
por el VIH-2. Ambos tipos de virus difieren en su epidemiologia y en su
historia natural. El VIH-2 es mas cercano filogenéticamente al virus de la
inmunodeficiencia del simio (SIV) que al VIH-1, y parece ser menos
patogénico y menos transmisible que el VIH- 1. El tiempo de supervivencia
tras el diagndstico de SIDA también es més prolongado en pacientes

infectados por VIH-2 que en aquellos portadores del VIH-1.
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2.5.2 Grupos y subtipos.

Como resultado de los analisis filogenéticos basados en sus secuencias
génicas (principalmente en los genes gag y env), el VIH-1 se clasificaron en
tres grandes grupos: grupo M (main o principal), grupo O (outlier o lejano) y
grupo N (no M, no O) (49). Cada uno de estos grupos tiene sus propias
relaciones filogenéticas, lo que sugiere introducciones independientes del
VIH-1 en la poblacion humana. La mayoria de las cepas de VIH-1
pertenecen al grupo M, mientras que las de los grupos O y N provienen
principalmente de Africa Central (50). El grupo M es el unico del VIH-1 que
ha sido subdividido en varios subtipos: A-D, F-H, J y K (los subtipos E e |
sb6lo se han detectado en segmentos de cepas recombinantes). Algunos
subtipos se clasifican a su vez en sub-subtipos, por ejemplo, el subtipo F
esta subdividido en dos subclases, F1y F2. Los subtipos B y D deberian ser
considerados como subclases de un unico subtipo, pero por razones
histéricas es dificil cambiar estas designaciones (51). También dentro del

subtipo A, se han descrito las cepas de la subclase A2.

El VIH-2 se clasifica en 8 subtipos, del A al H, siendo el subtipo C
seguido en menor medida por los subtipos A, B, CRF02_AG, CRF01_AE,
subtype G and D representando el 12, 11, 8, 5, 5 and 2% de las infecciones
globales a nivel mundial por VIH (52). Hasta que una cepa reune los
criterios para ser definida como un nuevo subtipo nos referimos a ella como

U (unclassified, no clasificada).

25



REVISION DE LA LITERATURA

Tabla 2. Clasificaciéon del VIH

9 subtipos: A-D, F-H, J, K

Grupo M (main)
65 CRFs

VIH-1
Grupo O (outlier)

Grupo N (new)

8 subtipos (A-H)

2.5.3 Formas circulantes recombinantes (CRFs).

La secuenciacion de genomas completos del VIH ha demostrado la
existencia de recombinantes intersubtipo, llamados formas circulantes
recombinantes (CRFs), taxondmicamente situadas al mismo nivel que los
subtipos del grupo M. La recombinacion constituye una fuente adicional de
variacion del VIH y desempeia un papel esencial en su evolucién y en la
expansion geografica de los subtipos. Ocurre durante el paso de
retrotranscripcion y antes de la integracién, cuando dos cepas diferentes del
virus infectan a la misma célula (53), por lo que es mas frecuente en areas
geograficas donde estan presentes diferentes subtipos. Para que se
produzca la recombinacion, los dos provirus parentales distintos han de

integrarse en el mismo nucleo. La expresion simultanea y el
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empaquetamiento correcto del ARN viral generan una primera poblacion
heterozigota de particulas virales. La recombinacion ocurre solo tras la
reinfeccion de esa primera generacion de virus heterocigotos en nuevas
células. Las dos hebras de ARN sirven de forma alternativa de molde para
la sintesis del genoma proviral por la transcriptasa reversa generandose un
virus recombinante (figura 2). La recombinacion puede ocurrir entre
diferentes genes o en diferentes regiones de un mismo gen, por lo que para

su deteccidn es necesario analizar distintas regiones gendmicas del VIH.

Figura 2. Recombinaci6n del VIH
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Mas de la mitad de los aislados de VIH-1 secuenciados hasta el
momento son recombinantes. La recombinacién permite mayores saltos
evolutivos que las mutaciones puntuales y puede dar lugar a virus mas
resistentes a la presion selectiva del sistema inmune o de los
antirretrovirales. Hasta el momento se han descrito 65 CRFs (tabla 3). Se
designan con un numero de identificacion, indicativo del orden cronolégico
de su descubrimiento, seguido de unas letras colocadas en orden alfabético,
indicativas de los subtipos que lo forman. Si el genoma contiene secuencias
originarias de mas de dos subtipos, las letras se reemplazan por “cpx’

(complex).

También se han descrito recombinantes entre variantes del mismo
subtipo (54, 55, 56), entre los grupos M y O y entre distintos CRFs; sin
embargo, aunque se han descrito infecciones duales por VIH-1 y VIH-2, no
se han detectado virus recombinantes entre ambos (57). Los genomas
mosaico que no relnen los requisitos necesarios para constituir un nuevo

CRF se denominan URFs (formas recombinantes Unicas o no clasificables).
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Tabla 3. Formas circulantes recombinantes (CRFs) del VIH-1 grupo My subtipos que las

componen
NOMBRE SUBTIPOS NOMBRE SUBTIPOS
CRFO1_AE AE CRF34_01B CRFOL, B
CRF02_AG A G CRF35_AD A,D
CRF03_AB A, B CRF36_cpx CRFO1, CRF02, A, G
CRF04_cpx A G H KU CRF37_cpx CRFOL, CRFO2, A, G, U
CRFO5_DF D, F CRF38_BF B, F1
CRF06_cpx A, G,J,K CRF39_BF B, F1
CRFO7_BC B, C CRF40_BF B, F1
CRF08_BC B, C CRF41_CD C,D
CRF09_cpx A, G,U CRF42_BF B, F1
CRF10_CD C,D CRF43_02G CRF02, G
CRF11_cpx AEG,J,U CRF44_BF B, F1
CRF12_BF B, F1 CRF45_cpx A KU
CRF13_cpx CRFOL, A, G, J, U CRF46_BF B, F1
CRF14_BG B,G CRF47_BF B, F1
CRF15_018 CRFOL, B CRF48_018B CRFOL, B
CRF16_A2D A2,D CRF49_cpx AL G, J, K, U
CRF17_BF B, F1 CRF50_A1D AL, D
CRF18_cpx ALF,G,H,K U CRF51_01B CRFO1, B
CRF19_cpx AL D,G CRF52_018 CRFOL, B
CRF20_BG B,G CRF53_018B CRFOL, B
CRF21_A2D A2,D CRF54_01B CRFOL, B
CRF22_01A1 CRFO1, Al CRF55_01B CRFOL, B
CRF23_BG B,G CRF56_cpx CRF02, B, G
CRF24_BG B,G CRF57_BC B, C
CRF25_cpx A, G,U CRF58_018B CRFOL, B
CRF26_AU AU CRF59_01B CRFOL, B
CRF27_cpx AE G HJ KU CRF60_BC B,C
CRF28_BF B, F1 CRF61_BC B, C
CRF29_BF B, F1 CRF62_BC B,C
CRF30_0206 CRF02, CRF06 CRF63_02A1 CRFO2_AG, A
CRF31_BC B,C CRF64_BC b, c
CRF32_06A1 CRF06, Al CRF65_cpx B, C, CRFO1_AE
CRF33_01B CRFOL, B

29



REVISION DE LA LITERATURA

2.5.4 Distribucion geografica de los subtipos del VIH.

Al comienzo de la epidemia, el VIH-1 y VIH-2 tenian la misma
prevalencia pero estaban geograficamente separados: el VIH-1
predominaba en el este y centro de Africa, mientras que el VIH-2 se situaba
principalmente en Africa Occidental (58). Posteriormente, las infecciones por
VIH-1 del grupo M (con sus multiples variantes) se expandieron
mundialmente (59). El grupo O se refiere al grupo “externo” [“outlier’] y
parece estar restringido al Africa Central y Occidental mientras que las
infecciones por el grupo N se han identificado en Africa Central- Occidental,
mas concretamente en Camerun (60). A nivel mundial, las formas mas
prevalentes del VIH-1 grupo M son los subtipos A y C, junto con los
recombinantes CRF02_AG y CRFO01_AE. En la tabla 4 se muestra la
distribucidn geografica de los diferentes subtipos del VIH-1 y CRFs. Aunque
inicialmente cada subtipo ocupaba un area geografica definida, en la
actualidad los limites geograficos entre subtipos van desapareciendo debido
a la gran movilidad de la poblacion por la emigracién y el turismo. Entre
otras consecuencias, esto favorece el aumento de las infecciones mixtas en

regiones donde coexisten varios tipos de virus (61).

En Africa existe la mayor diversidad genética, coexistiendo
practicamente todos los subtipos aunque con grandes diferencias en su
distribucion entre las diferentes regiones. Los subtipos A 'y C y el
recombinante CRF_02 son los mas prevalentes (62). En Europa Occidental,
Norteamérica y Australia predomina el subtipo B, aunque paulatinamente se
estan introduciendo los subtipos no-B y distintos CRFs, especialmente en
los paises con gran afluencia de inmigracion subsahariana. En Europa
Oriental y Asia Central el subtipo A es el mas prevalente, seguido del
subtipo B, el CRF03_AB y los subtipos C y F. En Tailandia las infecciones
heterosexuales se deben principalmente a CRF01_AE, mientras que la

epidemia inicial entre UDVP fue debida a una variante del subtipo B. En la
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India las cepas del subtipo C son responsables de la gran mayoria de las

infecciones (63). En América Central y del Sur y el Caribe circula

preferentemente el subtipo B; sin embargo, en Brasil también es frecuente

el subtipo F, a excepcién de los estados del sur del pais donde son

predominantes los subtipos C y CRF31_BC (64) y se ha descrito una

variante de B (Bb) entre los UDVP. En Argentina y Uruguay la forma

recombinante CRF12_BF posee la mayor prevalencia, especialmente en

relacién con UDVP (65).

Tabla 4. Distribucién mundial de los principales grupos y subtipos del VIH

GRUPO Subclasificacion Region
A (A1-Ad) Africa, Europa
B Europa, América, Tailandia, India, Australia
c Africa, India, Malasia
D Africa
M F Africa Central Occidental
G Africa Central Occidental
H Africa Central Occidental
J Africa Central Occidental
K Africa Central Occidental
CRFO1_AE Sudeste de Asia
CRF02_AG Africa Occidental
CRFO3_AB Rusia
CRF04_cpx Africa, Chipre, Grecia
CRFO05_DF Africa Central
CRF06_cpx Africa Occidental
CRFO07_BC China
e CRF08_BC ghina
CRF09_cpx Africa Occidental
CRF10_CD Tanzania
CRF11_cpx Africa Central Occidental
CRF12_BF Argentina
CRF13_cpx Africa Central Occidental
CRF14_BG Espafia, Portugal
CRF15_01E Tailandia
CRF16_A2D Kenia
AC, AD, CD, ACD cpx é:l:ri]ae,rs:anda\ Tailandia, Uganda, Nigeria,
Wl BF Brasil, Argentina
CRFO1_AE/B Tailandia, Myanmar (antigua Birmania)
(o] Camerun, Senegal
N Camerun
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2.5.5 Implicaciones clinicas y epidemiolégicas de los subtipos del VIH.

La mayoria de los primeros genomas analizados a nivel molecular y
fenotipico del VIH-1 fueron variantes del subtipo B, que eran las formas mas
prevalentes en los paises desarrollados. Por este motivo, gran parte de las
investigaciones sobre biologia y patogénesis del VIH-1 se realizaron con
cepas de este subtipo. Sin embargo, las consecuencias sobre
transmisibilidad, patogenicidad, diagndstico, tratamiento y disefio de
vacunas que resultan de la alta tasa de variabilidad genética del VIH hacen
esencial la caracterizacion de los subtipos del VIH-1 que circulan en cada
area geografica. Basandose en las diferencias de transmisibilidad entre VIH-
1 y VIH-2, se ha sugerido que ciertos subtipos pueden presentar un
mecanismo predominante de transmisién (homosexual, heterosexual,
vertical o parenteral), pero esto no ha sido aun demostrado. Algunos
trabajos han encontrado diferencias entre los subtipos y el grado de
progresion a SIDA (66), al contrario que otros (67). Las diferencias entre los
resultados de estos estudios podrian deberse también a factores ajenos al
virus (huésped, condiciones ambientales, disefio de los estudios, tamafo de
muestra, duracién del estudio). Los procedimientos diagndsticos,
optimizados inicialmente para el diagnéstico del subtipo B, pueden dar
resultados falsamente negativos o dudosos cuando se aplican a ofros
subtipos. De ahi la importancia de incorporar subtipos no-B en técnicas de

diagndstico de VIH, tanto serolégico como molecular.

Sin embargo, la optimizacién de estas técnicas para subtipos y CRFs
poco frecuentes puede ser dificil, dado el escaso niumero de secuencias
completas de las que disponemos, lo que complica su validacion.
Igualmente, algunas de las técnicas de cuantificacion de la carga viral se
basan en el uso de primers disefiados frente a secuencias del subtipo B del

VIH-1, que podrian no hibridar o hibridar defectuosamente con el genoma
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de los aislados de subtipos no-B (68), lo que daria lugar a valores falsos de

carga viral, indetectables o inferiores a los reales.

Con respecto a las técnicas de deteccion de mutaciones de resistencia
a antirretrovirales, actualmente adn existen problemas de deteccion de
resistencia en subtipos no-B tanto para los ensayos genotipicos como
fenotipicos (69). La variabilidad genética también influye en la respuesta al
tratamiento antirretroviral de los diferentes aislados. Se ha demostrado que
los distintos subtipos del VIH-1 presentan diferencias de sensibilidad a los
antirretrovirales. Asi, por ejemplo, los ITINANs, activos frente al VIH-1,
mostrando muy poca actividad frente al VIH-2 o VIH-1 grupo O. Igualmente,
enfuvirtida presenta una accién especifica frente al VIH-1 (70). Sin embargo,
la eficacia de los diferentes antirretrovirales contra los virus no-B no es bien

conocida.
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Capitulo 3. Objetivos

El estudio ha sido realizado a partir de los datos recopilados en la cohorte
de pacientes naive de la Red de Investigacion de SIDA (CoRIS) en tres
periodos de corte que abarcan los afios 2004 y 2011. Los objetivos del

presente estudio son:

1. Describir la prevalencia global de mutaciones de resistencias
primarias a VIH-1 en la Cohorte de pacientes naive de la Red de
Investigacion de SIDA (CoRIS).

2. Estudiar la tendencia de la transmisidn de resistencias primarias en

el periodo de estudio.

3. Valorar la relacion existente entre las mutaciones de resistencia
descritas y las variables demograficas y clinicas de la poblacién de
estudio.

4. Estimar la prevalencia de resistencias primarias a los
antirretrovirales recomendados en Espafia de primera linea
terapéutica y su influencia sobre los principales regimenes

terapéuticos de inicio de tratamiento antirretroviral

5. Analizar la distribucién de subtipos no-B detectados en el estudio,
su evolucién en el periodo de estudio y su relacion con la

transmision de resistencias primarias.
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Capitulo 4: Metodologia

4.1. Material
411 Areay poblacion de estudio

Para el siguiente estudio hemos contado con 2781 secuencias de
pacientes VIH diagnosticados en sus respectivos centros sanitarios
pertenecientes a una cohorte multicéntrica de caracter prospectivo, CoRIS,
la cohorte de adultos de la Red de Investigacion en SIDA, compuesta por un
total de 7973 pacientes. La cohorte se inicié en el afno 2004, tiene caracter
abierto con lo que son incluidos nuevos pacientes en las actualizaciones

anuales.

La inclusion de pacientes se realizé siguiendo los criterios de CoRIS:
paciente nuevo en el centro, con confirmacion de diagnostico de VIH, edad
superior a 13 afios y que no haya recibido tratamiento antirretroviral
(paciente naive).

El estudio 1 incluyé 683 secuencias de pacientes naive incluidos en
CoRIS desde Enero de 2004 a Noviembre de 2008 a partir de 18 centros de
7 Comunidades Auténomas de Espafa. En el estudio 2 fueron incluidas
1864 secuencias de pacientes naive que fueron incluidos en sucesivas
actualizaciones de CoRIS en el periodo de tiempo desde Enero de 2007 a
Noviembre de 2010. En este segundo estudio se consiguieron reclutar
secuencias de 31 centros hospitalarios pertenecientes a 13 Comunidades
Auténomas. En el estudio 3 fueron incluidos 2781 pacientes pertenecientes
a CoRIS desde Enero del 2007 a Octubre de 2011. Para el estudio 3 se
analizaron un total de 2781 secuencias FASTA de pacientes naive de la

cohorte CoRIS entre Enero de 2007 y Octubre de 2011. Las secuencias
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fueron recolectadas de 23 centros hospitalarios de 10 Comunidades

Auténomas diferentes.

4.1.2 Datos demograficos y clinicos

Los datos demograficos y clinicos fueron recogidos y almacenados en la
base de datos de CoRIS a partir de los formularios de inclusién de cada

paciente en el momento de cada actualizacién de la cohorte.

Las variables evaluadas fueron: Recuento de CD4 y de la carga viral
(CV) basal (#2 meses); duracion de la infeccion en el momento de la
muestra, tomando como infeccién reciente los primeros 12 meses de
infeccién e infeccion crénica tiempos superiores; estadio CDC; historia de
retraso diagnéstico, definido como recuentos de CD4 inferiores a 350
células/mm3; y variables sociodemograficas como sexo, edad, categoria de

transmision, nivel educativo y pais de origen.

4.2 Métodos analiticos

421 Determinacion de la carga viral

Los datos de la viremia basal de los pacientes fueron recopilados a
partir del formulario de inclusién en CoRIS enviado por cada centro. La
carga viral de los pacientes pertenecientes al area de Andalucia Oriental fue
obtenida en el area de microbiologia molecular del Hospital Universitario
San Cecilio de Granada mediante la técnica automatizada de COBAS®

TagMan® Analyzer (Roche Diagnostics), que permite realizar
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simultaneamente la amplificacion y cuantificacion de dicho material

genético.

4.2.2 Deteccion e interpretacion de mutaciones de resistencia

La recopilacion de las secuencias del gen de la proteasa y de la
transcriptasa reversa necesarias para el estudio genotipico de resistencias a
antirretrovirales se realizé en cada fecha de corte de estudio mediante el
envio en formato fasta de ambas secuencias por parte de los centros
colaboradores.

Las secuencias de los pacientes incluidos pertenecientes a la zona de
Andalucia Oriental fueron obtenidas en el area de microbiologia molecular
del Hospital Universitario San Cecilio de Granada. El método de deteccion
de resistencias empleado fue, en todos los casos, la técnica de
secuenciacion de acidos nucleicos de TruGene™ HIV-1, Visible Genetics

(Siemens). Esta técnica consta de 5 etapas:

e Extraccion del acido nucleico

e Amplificacion mediante RT-PCR

e Reaccién de secuenciacién bidireccional

o Electroforesis en gel de poliacrilamida de los secuenciados

¢ Alineamiento de las secuencias e interpretacion de los resultados
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4.2.3 Determinacion del subtipo VIH

La determinacién del subtipo viral se realizé a partir del gen de la
proteasa y de analisis filogenéticos con la herramienta de subtipado de

Therapy Edge™ (ABL, Louxembourg).

4.2.4 Procesamiento de datos y analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realizd utilizando el programa
Stata software (V.11.1, Stata Corporation, College Station, Texas, USA).

Se llevd a cabo la descripcion de resistencias a antirretrovirales y de
subtipos no-B calculando los intervalos de confianza para los datos de
prevalencia utilizando el calculo de la varianza. También se analizé la

asociacion con las variables clinicas y sociodemograficas.

En el analisis univariante se incluyeron todas las variables
seleccionadas en el estudio: recuento de CD4 y de la carga viral (CV) basal;
duracion de la infeccion en el momento de la muestra; estadio CDC;
historia de retraso diagndstico y las variables sociodemograficas como sexo,

edad, categoria de transmisién, nivel educativo y pais de origen.

El analisis bivariable fue realizado usando Chi-cuadrado o exacto de
Fisher para las variables categéricas y Kruskall-Wallis para las variables
continuas. Se aplic6 el modelo de regresion logistica multiple para
cuantificar el efecto de las variables sobre las TDR y los subtipos no-B. Por
ultimo, se calculd la tendencia lineal de ambos resultados en el periodo de

tiempo del estudio mediante la prueba de tendencia de Chi-cuadrado.
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Capitulo 5: Estudio de analisis de datos y resultados

5.1 Introduccion

Una vez descrita la metodologia y los procedimientos empleados en el
estudio, es este capitulo se analizaran los datos obtenidos para cada
pregunta de investigacion. Como se ha descrito en el apartado de
“Procesamiento de datos”, el analisis estadistico de las variables
demograficas y clinicas se expresara en niveles de probabilidad “p” < 0.05.
Asi mismo, la prevalencia de resistencias primarias y distribucion de
subtipos no-B estan descritas como medias con sus respectivos intervalos

de confianza al 95%.
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5.2 Andlisis y resultados en cada pregunta de investigacién

Estudio 1. Transmission of HIV drug resistance and non-B subtype
distribution in the Spanish cohort of antiretroviral treatment naive HIV-
infected individuals (CoRIS).

5.21 Poblacion de estudio

Se incluyeron un total de 683 pacientes con infeccion por VIH
pertenecientes aa CoRIS desde Enero de 2004 a Noviembre de 2008. La
mayor parte de la poblacion de estudio fueron varones (85.9%), con una
media de edad de 34 (29-41) afios, de origen espafiol (70.1%) e infectados
por via sexual, predominando hombres que tienen contacto sexual con otros
hombres (61.2%). Respecto a las caracteristicas virolégicas de los
pacientes incluidos, la media de la carga viral basal fue de 4.5 (4-5) log/ml y
el nivel medio de CD4 fue de 395 (239-616) cel/mm>. Por ultimo, cabe
destacar que el 15.2% de los pacientes estaban infectados con un subtipos
no B. La tabla 5 muestra con detalle las caracteristicas basales globales y

anuales de la poblacién de estudio.
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Tabla 5. Caracteristicas demograficas de la poblacién de estudio por afio de inclusién en CoRIS

2004 2005 2006 2007 2008 Total
No. 38 55 111 304 175 683
n % n % n % n % n % n %
Género
Hombre 30 789 41 74.5 91 81.2 279 91.7 145 828 586 85.9
Categoriade riesgo
ubve 3 79 6 10.9 9 8.1 26 8.6 21 12 65 9.5
MSM 18 473 30 54.5 61 54.9 207 68.1 102 58.2 418 61.2
Heterosex 16 42.1 17 31 40 36.1 57 18.7 50 28.6 180 26.4
Otras 1 2.7 2 3.6 1 0.9 14 4.6 2 12 20 29
Mediana Edad (afios) 33(2637.5) 35(28-43) 36.5(30-41) 33(29-41) 36(29-42.5) 34(29-41)
Pais de origen
Espafia 32 843 43 78.2 95 85.6 183 60.2 126 n 479 70.1
Europaoccidental 0 0 2 36 2 1.8 12 3.9 0 0 17 2.5
Europadel este 1 2.6 1 18 1 0.9 4 13 5 2.8 12 18
Africa Subsahariana 0 0 2 36 1 0.9 9 3 5 2.8 17 2.5
Norte de Africa 1 26 1 18 0 0 6 2 8 4.7 16 23
Latinoamérica 3 79 5 9.2 12 10.8 86 283 26 149 132 19.3
Otros 1 2.6 1 18 0 0 4 13 5 28 10 15
Medi iral
ediana cargavira 47(65.1) 44(39-49) 44065.1) 4545) 45(3.95) 4545)
(Log copias/mL)
Medianarecuento CD4
502 (361.5-729.9) 405 (271.5568.5) 355 (209-602) 399 (245-618) 361(210-571) 395 (239-616)
(cel/mm3)
Subtipo No-B 2 53 10 18.2 13 11.7 42 13.8 37 211 104 15.2
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5.2.2 Estudio de la prevalencia de mutaciones de resistencia primarias en el
periodo 2004-2008.

La prevalencia de transmision de mutaciones asociadas a resistencias
a antirretrovirales (TDR) durante el periodo de estudio (2004-2008) fue de
8.5% (95%IC: 6.6-10.8). Cuando lo analizamos por familias de
antirretrovirales, la mayor prevalencia encontrada fue para los ITIANs, 4.4%
(95%IC: 3.0-6.1), seguida de los ITINANs con un 4.0% (95%IC: 2.7-5.6) y
los IPs con un 2.2% (95%IC: 1.3-3.5). Las principales mutaciones de
resistencia primaria encontradas en el estudio fueron las revertientes T215
(3.8%; 95%IC: 2.6-3.5) y la K103N (3.2%; 95%IC: 2.1-4.8) (Tabla 2). La
tabla 6 muestra los resultados de prevalencia de TDR globales y por
familias de antirretrovirales en el periodo de estudio 2004-2008 mientras
que la tabla 7 muestra la prevalencia de cada una de las mutaciones
propuestas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). 10 pacientes
(1.5%; 95%IC: 0.8-2.6) presentaron mutaciones de resistencia a dos
familias de antirretrovirales y solo dos pacientes (0.3%; 95%IC: 0.0-1.0) a

las tres familias.
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Tabla 6. Prevalencia de transmisién de resistencias a antirretrovirales durante el periodo

de estudio
- 2004 2005 2006 2007 2008 Total
Re;'zt;?/c'a n=38 n=55 n=111 n=304 n=175 n=683 ten‘;gﬁci .
n % n % n % n % n % n %

Cuslauer | ¢ 158 4 73 8 72 28 93 12 68 58 85| 009

ITIAN 5 132 3 55 4 36 11 3.6 7 4 30 44 0.04
ITINAN 3 7.9 2 3.6 4 36 14 46 4 23 27 4 ns
IP 1 2.6 1 1.8 4 3.6 6 2 3 1.7 15 22 ns
a 2 clases 10 1.5
a 3 clases 2 0.3

*ns: no significancia estadistica.

Tabla 7. Prevalencia de mutaciones de resistencia propuestas por la Organizacion

Mundial de la Salud (OMS) para el estudio de transmisién de resistencias

IPs ITIANs ITINANs
Mutacién (%) Mutacién (%) Mutacion (%)
154 VILIM/A/SIT 0.7 T215 C/D/EINNIVIS 3,8 K103 N/S 3.2
M46 | 0.7 D67 N/G 1,3 V106 | 2.8
L90 M 0.7 K219 Q/E/R 1 G190 A/S/E/Q 0.7
V32 | 0.4 M41 L 1.0 K101 E 0.3
V82 A/F/T/SIM 0.4 L210 W 0.7 L100 | 0.1
G73 CISITIA 0.3 M184 VI 0,4 V106 A/M 0.1
47 AV 0.3 T215 YIF 0.3 Y181 Cll 0.1
F53 L 0.3 T69 D 0.1 Total 75
150 VIL 0.1 K70 R 0.1
184 VI/IA/C 0.1 L74 VvV 0.1
N88 D/S 0.1 V75 AMIT/S 0.1
Total 6,4 Q151 M 0.1
P157 S 0.1
Total 9.5
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5.2.3 Estudio de tendencia de la evolucién de TDRs en el periodo de estudio
2004-2008.

Se observo una tendencia decreciente en la presencia de TDRs durante
el periodo 2004-2008, de 15.8% (95%IC: 6.7-30.0) en 2004 a un 6.8%
(95%IC: 3.8-11.4) en 2008 (p de tendencia = 0,09). Este hecho es debido
principalmente al descenso de la presencia de mutaciones a ITIANs, de
13.2% (95%IC: 5.0-26.8) en 2004 a 4% (95%IC: 1.1-6.2) en 2008,

respectivamente (p de tendencia=0.04) (Tabla 6).

No se observd ninguna asociacién entre TDR y las variables
estudiadas, tales como género [OR para TDR 0.5 (0.3-1.0), p= 0.06€],
categoria de riesgo de infeccion VIH [UDVP, 0.6 (0,2-1.9); HSH, 0.82 (0.4-
1.5), p=0.74 vs heterosexuales-HTX], pais de origen [Europa occidental, 0.6
(0.08-5.1); Europa del este, 0.9 (0.1-7.1); Africa Subsahariana, 0.6 (0.08-
4.8); Norte de Africa, 1.4 (0.3-6.4); Latinoamérica, 0.7 (0.3-1.5); p=0.88 vs

Espafia], edad, carga viral, recuento de CD4 basal o subtipo VIH.

5.2.4 Distribucién de subtipos no-B en el periodo 2004-2008

La distribucion de subtipos no-B y su asociacion con factores
demograficos es importante a la hora de recoger informacién a la hora de
establecer de estrategias clinicas, epidemiolégicas y de prevencion en el
campo de la infeccion por VIH en una regidon concreta. En este estudio, el
84.8% (95%IC: 81.9-87.3) de los pacientes fueron infectados por el subtipo

B del VIH, mientras que 104 pacientes presentaban subtipos no-B (15.2%;
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95%IC: 12.7-18.1). El subtipo no-B mas prevalente fue el CRF02_AG (4.4%,
95%IC: 3.0-6.1), seguido del subtipo D (1.9%; 95%IC: 1.1-3.2), CRF03_AB
(1.5%; 95%IC: 0.7-2.6), CRFO7_BC y el subtipo F1 (1%; 95%IC: 0.4-2.0); el
resto de subtipos no-B encontrados presentaron una prevalencia < 1% [F2
(0.9%; 95%IC: 0.4-1.8), CRF05_DF y CRF14_BG (0.7; 95%IC: 0.3-1.6),
CRFO1_AE (0.6%; 95%IC: 0.2-1.4), CRF12_BF, subtipo C, y subtipo G (0.4;
95%IC: 0.1-1.2), CRF18_cpx (0.3; 95%IC: 0.1-1.0), CRFO06_cpx,
CRF11_cpx, CRF19_cpx,A1 subtipo A1, y subtipo J (0.1%; IC95: 0.0-0.7)]
(Figura 3). Al igual que otros autores han informado (de Mendoza et al.,
2005), Los subtipos no-B del VIH estan claramente representados entre los
pacientes con nuevo diagnostico en Espafa, siendo alrededor del 15% del

total durante el periodo estudiado y el 21% en 2008.

Figura 3. Distribucién de subtipos no-B en CoRIS (2004-2008)
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Al estudiar el pais de origen de los subtipos no-B, se observé que la mayor
prevalencia de estos procedia de individuos procedentes del Africa
Subsahariana (15/17, 88.2%), Europa del Este (7/12, 58.3%) y Norte de
Africa (8/16, 50%), mientras que la prevalencia en los pacientes originarios
de Espafia fue mucho menor (53/479, 11%, p<0.01). Ademas, 2/3 de los
subtipos no-B correspondieron a formas recombinantes circulantes (CRFs)
(66.3%; 95%IC: 56.9-75.0) y 1/10 (10.1%; 95%IC: 8.0-10.5) del total de
nuevos diagndsticos. La distribucion de subtipos no-B segun pais de origen

se refleja en la figura 4.
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Figura 4. Prevalencia de subtipos no-B por origen geografico en CoRIS (2004-2008)
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Estudio 2. Analysis of transmitted drug resistance in Spain in the years
2007-2010 documents a decline in mutations to the non-nucleoside

drug class.

5.2.5 Poblacion de estudio

En conjunto, se estudiaron 1864 pacientes incluidos dentro de la
cohorte de pacientes naive de la Red de Investigacion de SIDA durante el
periodo de tiempo 2007-2010. La tabla 8 muestra las caracteristicas basales
de la poblacién incluida en el estudio. Las variables estudiadas fueron: sexo,
edad, modo de transmisién, pais de origen, carga viral, niveles de CD4,
duracién de la infeccion, estadio CDC, y la historia de retraso diagnostico.
La poblacién de estudio se compuso principalmente de varones (87.3%) con
una edad media de 33.9 (28.3-40.6) afios de origen espafiol en el 69.6% de
los casos. El modo de transmisién VIH mas prevalente fue el de contacto de
hombres que practican sexo con otros hombres (68.8%), seguido por el
contacto heterosexual (22.8%). Respecto a las caracteristicas virologicas de
la poblacién de estudio, cabe destacar que la mayoria de pacientes estaban
en un estadio A en el momento de su inclusion en la cohorte, con una carga
viral de 4.6 (4.0-5.1) log copias/ml y niveles de CD4 de 383 (235-567)
cel/mm?®.

Si evaluamos los resultados interanuales, se observa que a lo largo
del periodo de estudio hubo un aumento en la proporcion de hombres que
practican sexo con hombres (HSH) y de poblacién con un alto nivel
educativo (p < 0.01) ademas de una tendencia en la realizacion del test de
resistencias en estadios CDC tempranos (p= 0.01) y una mayor proporcion

de personas sin una historia de retraso en el diagnéstico (p=0.05). Otras
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variables que podrian asociarse con un cambio en la indicacion de las

pruebas de resistencias como la carga viral (CV) o el recuento de CD4 no

mostraron diferencias significativas a lo largo de los afios estudiados.

Tabla 8. Caracteristicas basales clinicas y socio-demogréficas de la poblacién estudiada
durante el periodo 2007-2010

2007 2008 2009 2010 Global
452 506 498 408 N=1864 p
n %) | n | (%) | n | (%) | n| (%) n (%)

Sexo
Varén 407 | (90.0) | 414 | (81.8) | 442 | (88.8) | 365 | (89.5) | 1628 | (87.34)
Mujer 45 | (100) | 92 | (18.2) | 56 | (11.2) | 43 | (10.5) | 236 (12.7) s
Edad media (IQ)*

34.1 34.3 33.0 34.0 339 047

(28.2-41.9) (28.6-41.1) | (27.9-39.7) | (28.3-40.2) (28.3-40.6)

Modo de transmision
UDVP 32 (71) | 43 | (85) | 22 | (4.4) | 21 | (5.2) | 118 (6.3)
HSH 303 | (67.0) | 301 | (59.5) | 371 | (74.5) | 307 | (75.2) | 1282 (68.8)
Heterosexual 110 | (24.3) | 152 | (30.0) | 96 | (19.3) | 67 | (16.4) | 425 (22.8) had
Otros/NA 7 (16) | 10| 20) | 9 | 1.8) | 13| (3.2) | 39 (2.1)
Pais de origen
Espafia 307 | (67.9) | 356 | (70.4) | 366 | (73.5) | 269 | (65.9) | 1298 (69.6)
Europa (otro) 20 (44) | 28 | (55) | 21 | 42) | 24 | (5.9) | 93 (5.0)
Africa 21 (47) | 20 | (40) | 21 | (42) | 12 | (29) | 74 (4.0) 0.29
América Latina 100 | (22.1) | 96 | (19.0) | 86 | (17.3) | 101 | (24.8) | 383 (20.5)
Otros/Desconocido 4 (0.9) 6 (1.2) 4 (0.8) 2 (0.5) 16 (0.9)
Nivel educativo
Educacién (28.0)
universitaria 107 | (23.7) | 131 | (25.9) | 153 | (30.7) | 131 | (32.1) | 522 <0.01
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Educacioén
, 165 | (36.5) | 167 | (33.0) | 169 | (33.9) | 140 | (24.3) | 641 (34.4)
secundaria
Educacion primaria | 107 | (23.7) | 141 | (27.9) | 97 | (19.5) | 94 | (23.0) | 439 (23.6)
Sin estudios 13 (29) | 13 | (26) | 17 | (34) | 2 | (0.5) 45 (2.4)
Dato desconocido 60 | (13.3) | 54 | (10.7) | 62 | (12.5) | 41 | (10.1) | 217 (11.6)
N 288 352 353 300 1293
Carga viral*
(log Medi 0.38
copiasiml) | 2 46(4.1-5.1) | 4.5(4.0-5.0) | 4.6 (4.1-5.1) | 4.6 (4.1-5.1) 4.6 (4.0-5.1)
(1Q)
N 357 411 397 350 1515
Recuento
* Medi
CD4 375 363 394 398.5 383 (235.567) 0.08
a -
(cel/mms3) @ (223-567) (226-545) | (251-591) | (245-580)
Duracion de la infeccion®
Infeccion reciente 42 | (9.3) | 44 | (8.7) | 50 | (10.0) | 37 | (9.1) | 173 (9.3)
Infeccion cronica 110 | (24.3) | 105 | (20.8) | 111 | (22.3) | 102 | (25.0) | 428 (23.0) 0.72
No evaluable 300 | (66.4) | 357 | (70.6) | 337 | (67.7) | 269 | (65.9) | 1263 (67.8)
Estadio CDC*
A 377 | (83.4) | 432 | (85.4) | 450 | (90.4) | 365 | (89.5) | 1624 (87.1)
B 40 | 89) | 31 | 61) | 22 | (44) | 22 | (54) | 115 (6.2) 0.01
c 35 | (7.7) | 43 | (85) | 26 | (5.2) | 21 | (5.2) | 125 (6.7)
Historia de retraso diagndstico
Si 135 | (29.9) | 178 | (35.2) | 134 | (26.9) | 112 | (27.5) | 559 (30.0)
No 229 | (50.7) | 240 | (47.4) | 271 | (54.4) | 230 | (56.4) | 970 (52.0) 0.05
No evaluable 88 | (19.5) | 88 | (17.4) | 93 | (18.7) | 66 | (16.2) | 335 (18.0)

*En el momento del test de resistencias.
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5.2.6 Estudio de la prevalencia de mutaciones resistencia primarias en el
periodo 2007-2010.

Un total de 160 pacientes tuvieron al menos una mutaciéon que conferia
resistencia a antirretrovirales. La prevalencia global de presencia de TDR en
la poblacion de estudio fue del 8.6 (95% IC: 7.3-9.9). Al analizar la
prevalencia de TDR en cada familia de antirretrovirales, encontramos que la
de la familia de ITIANs fue de 3.9% (95%IC: 3.0-4.8), los ITINANs de 3.9%
(95%IC: 3.0-4.7) y la de los IPs de 2.3% (95%IC: 1.6-3.0). La tabla 9

muestra la prevalencia de TDR global y por familias de antirretrovirales.

El 1.2% de los pacientes estudiados (95%IC: 0.7-1.7) presenté TDR a 2
familias de antirretrovirales, mientras que la presencia de TDR a las 3
familias fue de 0,1% (95%Cl: -0.02-0.3)
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la lista de mutaciones de

Mutaciones ITIAN

Mutacion
M41L
K65R

D67EGN
T69D

K70ER
L741V
F77L

Y115F

M1841V

L210W

T215
C/D/EIN/IIVIS

T215YF
K219EQNR

TAMS

1 mut.

2 mut.

23 mut.
Prevalencia

(95%IC)

25

22

69

42

25

73

(%)
(1.1)
(0.05)
(0.9)
(0.2)
(0.3)
(0.2)
(0.05)
0.1)
(0.5)
(0.1)
(1.3)
(0.1)
(1.2)

(3.7)

22
1.3
0.3
3.9

(3.0-4.8)

Mutaciones ITINAN

Mutacion
L100I
K103N/S
V106AM
Y181CIV
Y188CHL
G190AES

P225H

1 mut.

2 mut.

23 mut.
Prevalencia

(95%IC)

61

72

(%)
(0.2)
3.1)
(0.0)
(0.4)
(0.2)
(0.4)

(0.05)

3.3
0.6
0.0
3.9

(3.0-4.7)

Mutaciones IP

Mutacion
L241
D30N
V32l
M461L
147AV
150LV
F53LY
I54ALMSTV
G73ACST

L76V

V82ACFLMST

N83D
184ACV
185V
N88DS
L90OM
1 mut.

2 mut.
23 mut.
Prevalencia

(95%IC)

n (%)
1 (0.05)
1 (0.05)
3 (0.2)
12 (0.6)
3 (0.2)
1 (0.05)
4 (0.2)
6 (0.3)
1 (0.05)
1 (0.05)
6 (0.3)
1 (0.05)
0 (0.0)
2 (0.1)
4 (0.2)
13 0.7)
36 1.9
2 0.1
5 03
43 23
(1.6-3.0)
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5.2.7 Tendencia de la evolucion de resistencias primarias en el periodo de
estudio 2007-2010.

El estudio de la evolucion de resistencias a lo largo del periodo de
estudio mostré un tendencia decreciente significativa en los ITINANs, de
5.5% (95%IC: 3.4-7.6) en 2007 a 2.4% (95%IC: 0.9-4.00) en 2010 (p de
tendencia = 0.044), la cual explica el ligero descenso no significativo en la
presencia de TDR globales por afio (p de tendencia = 0.095). No se
observaron cambios significativos ni relevantes al estudiar la tendencia en
los ITIANs e IPs. La presencia de TDR a mas de una familia de
antirretrovirales fue inusual y no mostré tendencia alguna durante el periodo
de estudio. En la figura 5 se muestra la evolucién de resistencias primarias

interanuales globales y por familia de antirretrovirales.

Figura 5. Prevalencia de TDR por familias de antirretrovirales entre 2007 vy
2010
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5.2.8 Estudio de la influencia de las variables clinicas y socio-demograficas

sobre la presencia de mutaciones de resistencia primarias.

Solo el subtipo viral se asocié a presencia de TDR a la familia de los
analogos de nucledsidos (ITIANs). Aquellos pacientes infectados con
subtipos no-B tuvieron un 73% de menor riesgo de tener resistencias a
antirretrovirales en relacion a los infectados por un subtipo B (OR: 0.3;
95%IC 0.09-0.80). El hecho de carecer de estudios incremento el riesgo de
resistencia a los no analogos de nucledsidos (ITINANs) (OR: 7.3; 95%IC
2.6-20.2), comparandolos con aquellos individuos con un nivel educativo
alto, ademas de observarse una tendencia no significativa de aumento en la
presencia de resistencias a ITIANs. Los pacientes a los que se les realizo el
test de resistencia en estadios recientes de la infeccién no mostraron mayor
riesgo de presentar resistencias a ITIANs o ITINANs. Ninguna de las
variables estudiadas se asocio con TDR a la familia de los inhibidores de la
proteasa (IPs), aunque, en pacientes con carga viral entre 10.000 y 100.000
copias/ml se observd una ligera disminucion en el riesgo de tener
resistencias a IPs. En la figura 6 se muestra la influencia de las variables

estudiadas en forma de Odds Ratio (IC95) sobre la presencia de TDRs.
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Figura 6. Influencia de las variables sociodemogréficas estudiadas sobre la presencia de TDR

100

TDR a ITIAN TDR a ITINAN TDR a IP Total TDR
Sexo (*Hombres)
Mujeres —— T —_— T T
Edad (*<30)
30-40 —— —1— — T
40-50 - —_—r —]— ——
>50 —_— —_— —_— —
Transmision  (*UDVP)
MSM — —_—— B S— —_——
HTX — B —— T—— —_— [ T
Otros R a— o B Se— R . a— — T
Origin (*Espana)
Europa (otros) a . —_—— i
Africa —_———— —_—— —_———
LAC —— —t— —_— —
Otros B S ——— + —_— [ N —
Educacioén (Universitaria)
Primaria/Secondaria —— —_— —— ——
No estudios —— —_— —_—— ———
Desconocido —_— —T— —1—— —1—
Carga Viral (*<10.000)
10.000-100.000 — —_— —_— —
>100.000 — —f— —_—— ——
Desconocido ——} — —_—— —_—
CD4 (*<200)
200-350 — —_—T— —_—— — —
350-500 —_—— — —_— ——
>500 e —_— —_— ——
Desconocido —_— —_—— —_— —
Fase de la infeccion (*Crénica)
Recent —S—— —_—— —_————— 4
No evaluable T—— -1 b el T
Estadio CDC (*A)
B —_—r —_— —_— —
(o} —T— —_—— —_——————— —_————
Retraso diagndstico (*No)
Si —_— —_— —_— —
No evaluable — —_—t— —_—— —_——
Subtipo VIH (*B)
No-B — —_—— —— —
0.01 0.1 1 10 100 0.1 1 10 100 0.01 0.1 1 10 100 0.1 1 10
Odds Ratios Odds Ratios Odds Ratios Odds Ratios
e IC95% e IC 95% e IC95% e 1C95%



ESTUDIO DE ANALISIS DE DATOS Y RESULTADOS

5.2.9 Analisis de la distribucién de los subtipos no-B 2007-2010.

En nuestro estudio, la mayoria de pacientes se infectaron con subtipo B,
siendo 297 los subtipos no-B aislados. La prevalencia de subtipos no-B fue
de 15.9% (95%IC 14.3-17.6). Sin embargo, cabe destacar que la proporcion
de individuos infectados con subtipos no-B se incrementé a lo largo del
periodo de estudio, de 11.9% (95%IC 8.9-14.9) en 2007 a 18.1% (95%IC
14.4-21.9) en 2010 (p de tendencia = 0.018).

Las formas recombinantes circulantes (CRF) supusieron el 61.9%
(n=184) de los subtipos no-B, y el 9.87% del total de infecciones VIH. La
figura 7 muestra la prevalencia de los subtipos no-B encontrados en el
estudio. Los subtipos no-B mas prevalentes fueron CRF02_AG (4.2%;
95%IC 3.3-5.1), subtipo F1 (1.6%; 95%IC 1.0-2.2), subtipo D (1.5%; 95%IC
0.9-2.0), subtipo G (1.1%; 95%IC 0.6-1.5), y CRF12_BF (1.0%; 95%IC 0.6-
1.5). El resto de subtipos no-B y CRFs encontrados se hallaron en
porcentajes inferiores al 1%. (Figura 19). Ademas, La tendencia en la
evolucion de la presencia de subtipos no-B durante el periodo 2007-2010 se

refleja en la figura 8.
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Figura 7. Prevalencia de los subtipos no-B del HIV en el periodo 2007-2010
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Finalmente se estudid la asociacion entre la presencia de subtipos no-B
y las variables sociodemograficas incluidas en el estudio (Figura 9). Se
observé que los pacientes de otros paises que no fueran Espafia tenian un
riesgo mas elevado de ser infectados por un subtipo no-B, siendo la mayor
prevalencia para individuos del Africa Subsahariana (81.8%; 95%IC 69.7-
91.8), seguido de originarios del Norte de Africa (36.4%; 95%IC 14.5-58.2),
personas de Europa Central u oeste (28.0%; 95%IC 18.7-37.2) y de origen
latinoamericano (17.2%; 95%IC 13.4-21.0). La prevalencia de subtipos no-B
encontrada en pacientes de origen espafol fue mucho menor (11.8%;
95%IC 10.0-13.5). La presencia de CRFs fue también mayor en individuos

de otros paises.

Ademas, se observé que los pacientes cuya via de infeccion VIH fue la
heterosexual tenian una mayor probabilidad de infectarse con un subtipo
no-B (OR 1.8; 95%IC 1.0-3.4), teniendo esta relacion una significacion
estadistica limite (p=0.053).
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Figura 9. Efecto de las variables sociodemograficas en la probabilidad de infeccién por

un subtipo no-B de VIH o de formas recombinantes circulantes (CRFs)
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Estudio 3. Clinically relevant transmitted drug resistance to first line

antiretroviral drugs and implications for recommendation

5.2.10 Poblacién de estudio y métodos.

Se analizaron un total de 2781 secuencias FASTA de pacientes
naive de la cohorte CoRIS entre Enero de 2007 y Octubre de 2011. Las
secuencias fueron recolectadas de 23 centros hospitalarios de 10
Comunidades Autonomas diferentes, aceptandose para el analisis final
unicamente los fastas de secuencias naive con una calidad media o alta,
asociandose a sus respectivos datos clinicos y socio-demograficos
recopilados en la base de datos de CoRIS. Se analizé la presencia de
mutaciones de resistencia primaria en la poblacion de estudio, basandose
en la lista de mutaciones de transmision de resistencias de la
Organizacion Mundial de la Salud publicada por Bennett et al en 2009,
asi como la sensibilidad a los farmacos antirretrovirales recomendados
como de uso en primera linea en Espana. Para ello, se recodificaron las
categorias del algoritmo de interpretacion de Stanford “Susceptible” y
“Potential low level resistance” como “sensible” y “Low level resistance”,
“Intermediate resistance” y “Resistance” como “Resistente”. Para el
posterior estudio del score de sensibilidad genotipica (GSS, Genotypic
Sensibility Score), “Susceptible” y “Potential low level resistance” fueron
puntuadas como 1, “Low level resistance”, “Intermediate resistance” como

0,5, y “Resistance” como 0.

En este estudio, la poblacion se compone, principalmente, de
hombres, infectados por transmision de contacto sexual con otros
hombres, con un alto nivel educacional, originarios de Espafia y

Latinoamérica y reclutados en estadios tempranos de la enfermedad VIH.
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Cabe destacar el incremento en el tiempo de la proporcion de hombres
infectados por contacto sexual con otros hombres, y de pacientes con un
estadio CDC temprano y de niveles altos de CD4 en nuestra poblacién de
estudio. Una descripcion detallada de la poblacion de estudio se muestra

en la Tabla 9.
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Tabla 9. Caracteristicas basales de la poblacién de estudio

2007 2008 2009 2010 201 Total
(N=484) {N=582) {N= 538) (N=T56) [N=353) [N=2,781) p
n ] n (% n (9 n (%) n (%) n (%)
Sem
: <001
Varin 436 (30.1) 481  (328) 529 (BEB) GB3  (903) 326 (B9E) 2455 (B33
Edad
Mediana (\OR) 338 (283-410) M3(82-415)  332(280-397)  345(285-416) 338273423 339(282410) 037
Modo of trangmigion
umve 35 & 8.1) 1| 45 3 (50) 4 33 1| {5.8)
HSH 321 (663) 47 (585) 428 [20) 550 (728) 7R (TRE) 1925 (R4 <001
Heterosenual 119 (248 173 (308) 128 (211) 140 (18.5) 63 (174) 626 (225)
OrosMA & (19 10 (1L7) 14 24 2 a1 B (22 & (235
Paiz de origen
Espaia 331 (8B4) 408 (704) 435 [73D) 513 (67.9) 262 22} 1549 701}
Mia 1 @5 1’ @0 7 @5 23 {30) 719 102 37) 007
Latnoamerica 106 (219) 108  (18§) 106 (ITB) 174 {23.0) 67 (185 51 (202)
Oosidesconocide 25 (52) 43 (74) 28 @47 46 1) 7 F4) 189 (.1)
Nivel educaivo
Bsjo 127 (262) 175 (304) 148 (48 191 (253 8B (41 TH (262} s
Mtv 299 (818) 341 (588) 380D (537) 503 (GRS) 244 (5T} 1767 (63S)
Desconocide 58 (120) 66 (113) 63 (114 &2 182) 3 [B5) 285 103
Carga Viral N 3 419 440 622 281 213 011
(log copiasiml)
Mediana (IQR) 4.5(4.0-5.1) 46(40-50) 46 4051) 45(4151) 47(4252) 45(4.151)
Recuento CD4 N 418 5 503 £99 130 2449 <005
(eelsimm3)
Mediana (I0R) 392 (237-604) 371 (223-559) 396 (251-593) 413 (278-580) 432(260-608) 399 (251-588)
Duracion de la infeccidn
Infeccion reciente 43 (39) 47 (81) 5 (88) 70 93) ¥ 34 M5 (B8) .
mfecciéneronica 112 (234) 121 (208) 138 (231) 189 (223) 209 66 f))
Noevaluable 329 (680) 414  (71.4) 407  (6B3) 517 (68.4) 253 (89T) 192 (69.0)
Estadio CDC
PIL 407 (B3) 492 (48) 53 (02) 6S8 (3T2) 326 (B9E) 2415 (BTA) s
B 40 (3 38 (6.5) 29 49) 53 70 2 (63 183 (6.6)
C 3 @) S0 (B8 29 49 4 (58) 14 (33 17 83)
Historia de retraso diagnosfico
SioM9 0 (308) 205 (352) 169 (2B4) M3 (283) 14 (314) 855 (300
No 248 (512) 277 (478) 325 (545 439 (584) 192 (530) 1481 (533 AL
Noewaluable 87  (180) 100  (172) 102 (171) 8% [134) 5T (157 445 (160)
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5.2.11 Estudio de la prevalencia de transmision de resistencias primarias

en la poblacién de estudio en el periodo 2007-2011.

De las 2781 secuencias estudiadas, 221 tuvieron al menos una
mutacion recogida en la lista OMS de mutaciones asociadas a transmision
de resistencias (TDR), resultando una prevalencia de 7.9% (95%IC: 6.9-
9.0). Por familias de ARV, se encontré una similar prevalencia en los
inhibidores de la transcriptasa reversa analogos de nucleésidos (ITIANs) y
no analogos de nucledsidos (ITINANs), siendo de 3.6% (95%IC: 2.9-4.3) y
de 3.7% (95%IC: 3.0-4.7) respectivamente. Para los inhibidores de la
protease (IPs), la prevalencia fue menor, de 1.7% (95%IC: 1.2-2.2).

La TDR a mas de una familia de ARV fue anecddtica. Tan solo el 1,0%
de los pacientes de la cohorte CoRIS (95%IC: 0.6-1.3) mostré6 TDR a al
menos 2 clases de ARV y el 0,1% (95%IC: 0.0-0.2) a las 3 familias. TDR a 2
clases de ARV decreci6 de 1.5% en 2007 a 0.3% en 2011 (p de
tendencia=0.06)

La Tabla 10 muestra las mutaciones mas prevalentes recogidas en la
lista de vigilancia de la OMS. La principal mutacién asociada a TDR en la
familia de los ITINANs fue la K103N/S, con una prevalencia de 2.8% (95%IC
2.2-3.4). En la familia de los ITIANs, tres fueron las mutaciones de
Resistencia primaria principales: Las revertientes de la T215 (C/D/E/N/I/V/S)
(1.3%; 95%IC 0.9-1.8), M41L (1.2%; 95%IC 0.8-1.5) y la K219EQNR (1.0%;
95%IC 0.7-1.4). Para los IPs, la principal mutacion responsable de TDR fue
la M46IL (0.9%; 95%IC 0.6-1.3). Cabe destacar que la presencia de TDR
con una sola mutacion se dio en el 55,5% de los casos a ITIANs, 85.3% en
los ITINANs y en el 93.8% en los IPs.
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Tabla 10. Prevalencia de mutaciones primarias de resistencia en CoRIS durante el
periodo de estudio 2007-2011

ITIAN ITINAN P

Mutacién N (Pv, %) Mutacion n (Pv, %) Mutacién n (Pv, %)
M41L 32 (1.15) L100I (0.07) L241 2 (0.07)
K65R ! (0.04) K101EP 8 (0.29) D30N ! (0.04)
D67EGN = (0.83) K103N/S " @17) V32| 2 (0.07)
T69D ° (0-18) Y181CIV (0-32) M46IL % (0.93)
K70ER S (0.18) Y188CHL (0.18) 147AV 2 (0.07)
L741V 3 (0-11) G190AES " (040) F53LY 2 (0.07)
F77L 2 (0.07) P225H 3 (0.11) I54ALMSTV 2 (0.07)
Y115F 2 (0.07) M230L ! (0.04) V82ACFLMST ° (018)
M1841V 13 (047) N83D ! (0.04)
L210wW 12 (043) 185V ! (0.04)
T215REV* 37 (1.33) N88DS 2 (0.07)

2 (0.07) 10 (0.36)
T215YF

L90M
K219EQNR 29 (1.04)
1 mut. 56 (2.01) 1 mut. 87 (3.13) 1 mut. 45 (1.62)
ot 32 (1.15) o 13 (0.47) St 2 (0.07)
23 mut. 13 0-47) 23 mut. 2 (0.07) 23 mut. ! (0.04)
Prevalencia o Prevalencia Prevalencia
(95%IC) 3.6 (43)- (95%IC) 3.7 (3.0-4.4) (95%IC) 1.7 (1.2-2.2)

*=C/D/E/N/IIVIS.
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5.2.12 Estudio de la tendencia de la transmision de resistencias primarias
en el periodo 2007-2011

No se encontraron variaciones significativas en la tendencia interanual

de la prevalencia global de TDRs ni por clases de ARV. En la Figura 10 se

muestra la evolucion de la prevalencia de TDRs entre los afios 2007 y 2011.

Figura 10.

Prevalencia TDR (%)

Prevalencia de TDR por clases de antirretrovirales entre 2007 y 2011

1 83% ] 8.4%
J 7.9% 7.8%
7.2%
i 0*=0.62
5.2%
1 4.6%
1 T T TS 39% :
336 77 T 3% 3T m e 3% 38 s
1 2%  —=aTEETSI 8%
T T —— 2% T opreodl
1 " \\\
P2 1T ~-L1% 0*=0.44
L T T T T t
2007 2008 2009 2010 2011
Afo
Total === TIAN s ITINAN ——~ [P

*valor p para la prueba de tendencia Chi-cuadrado.
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5.2.13 Resistencias primarias a los antirretrovirales de primera linea en la
Cohorte de pacientes naive de la Red de Investigacién de SIDA
(CoRIS)

Al investigar las prevalencia de transmision de Resistencia con
relevancia clinica recomendados para regimenes iniciales de tratamiento, el
nuamero de pacientes que mostraron alguna resistencia fue de 188,
obteniéndose una prevalencia total de 6.8% (95%IC 5.8-7.7). La prevalencia
de la transmision de Resistencia con relevancia clinica a los ARV de
primera linea fue inferior que la prevalencia de TDR para los ITIANs [2.3%
(95%IC 1.8-2.9)] y los IPs [0.8% (95%IC 0.4-1.1)], mientras que aumento
para los ARV ITINANSs [4.6%; (95%IC 3.8-5.3)]. De hecho, solo el 70,1% de
pacientes que presentaban TDRs mostraron transmision de Resistencias
con relevancia clinica. Para los ITIANs, las mutaciones responsables de
presencia de TDR pero sin transmision de Resistencia con relevancia clinica
a los farmacos de primera linea fueron principalmente mutaciones unicas:
mutaciones asociadas a Timidina (TAMs) aislada (M41L, n=8; T69D, n=1,
K70R, n=1; L210W, n=4; K219N/Q, n=7), revertientes T215 aislada (D/N/S
n=7), una F77L aislada (n=2), o la combinacion de D67N+K219Q (n=4), o
D67N+T69D (n=1). Para los IPs, las mutaciones responsables de estas
discordancias se detectaron siempre de forma aislada (L24l, n=1; D30N,
n=1; M46l/L, n=24; F53Y, n=1, V82L, n=2 and N88D, n=2). De otro modo, el
incremento de resistencia con relevancia clinica con respecto a la
prevalencia de TDR en los ITINANs fue debida, principalmente, a la
combinacion de dos o mas mutaciones no presentes en la lista OMS
(VO0I+V108I+H221Y, n=1; A98G+V179E, n=1; V108I+E138A, n=3;
V108I+V179E, n=2; E138A+V179D, n=2; E138A+V179D+Y188H, n=1;
V179D+ V1061, n=1), y en siete casos por la presencia de una mutacion
A98G aislada. La Figura 2 muestra la prevalencia de PDR a los ARV

recomendados como de primera linea. Se observo un significativo descenso
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desde el 2007 (8.1%) al 2011 (4.7%) que se explica por el descenso casi
estadisticamente significativo en los ITIANs y los ITINANs. Los IPs no
mostraron ninguna tendencia decreciente. La PDR a dos o tres familias de
ARV fue baja, de 0.8% (IC95% 0.5-1.2) y de 0.04% (IC95% 0.0-0.1),

respectivamente.

Si analizamos individualmente la prevalencia de transmision de
Resistencia con relevancia clinica de los ITIANs de primera linea, para
Abacavir (ABC) fue de 2.2% (95%IC 1.7-2.8), para Emtricitabina (FTC) y
Lamivudina (3TC) de 0.7% (95%IC 0.4-1.0) y de 1.6% (95%IC 1.1-2.1) para
Tenofovir (TDF). Para los ITINANSs, la resistencia observada para Efavirenz
(EFV) y Nevirapina (NVP) fue de 4.0% (95%IC 3.3-4.8) y 4.6% (95%IC 3.8-
5.3). Finalmente, en la familia de los IPs, Atazanavir (ATV) tuvo una
prevalencia de PDR de 0.7% (95%IC 0.4-1.0), 0.1% (95%IC 0.0-0.3) para
Darunavir (DRV), y 0.3% (95%IC 0.1-0.5) para Lopinavir (LPV).

La tabla 11 muestra las resistencias a estos ARV observadas al combinarlos
en los regimenes terapéuticos recomendados de primera linea. Los
principales regimenes afectados son que contienen un ITINAN, variando del
5.6% al 6.2% en funcién de los farmacos acompafantes del ITINAN. La
resistencia en regimenes basados en IPs fue menos comun, entre el 2.2% y
2.7%. Al considerar aquellos regimenes con dos ARV plenamente efectivos
(Sensibles) y uno parcialmente efectivo (Sensibilidad intermedia) (GSS=2.5
para un régimen de tres farmacos), se puede observar como el nimero de
pacientes infectados con cepas VIH con mutaciones de resistencia con
impacto en la actividad de los regimenes terapéuticos de primera linea
desciende de los 188 iniciales a 115. En este caso, las mutaciones de
resistencia afectan a las combinaciones basadas en ITINAN entre un 3.4%

y 3.9% de los casos, y a los basados en IPs entre un 0.7% y 0.9%.
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Tabla 11. Barrera terapéutica de los regimenes ARV de primera linea utilizando el

algoritmo de interpretacion de Stanford

Umbral de Umbral de
Régimen resistencia* <2.5 resistencia * <3
ARY
n (%) n (%)
FTC a4 (3.4} 155 (5.6}
TDF
3TC a4 (3.4} 155 (5.6}
EFV
FTC a5 (3.4} 157 (5.7
ABC
3TC a5 (3.4} 157 (5.7
FTC 109 (3.9} 169 (6.1}
TDF
3TC 109 (3.9} 169 (6.1}
NVP
FTC 109 (3.9} 171 (6.2}
ABC
3TC 109 (3.9} 171 (6.2}
FTC 20 (0.7} B (2.3}
TDF
3TC 20 (0.7} B (2.3}
LPV
FTC 20 (0.7} 638 (2.5}
ABC
3TC 20 (0.7} 638 (2.5}
FTC 25 (0.9} T2 (2.6)
TDF
3TC 25 (0.9} T2 (2.6)
ATZ
FTC 26 (0.9} Fils) (2.7}
ABC
3TC 26 (0.9} Fils) (2.7}
FTC 19 (0.7} &1 (2.2}
TDF
3TC 19 (0.7} &1 (2.2}
DRY
FTC 19 (0.7} B5 (2.3}
ABC
3TC 19 (0.7} B5 (2.3}
> Regimenes afectados 115 4.1 188 (6.8)

*Umbral de la puntuaciéon de sensibilidad genotipica para determinar la cepa
como resistente a una combinacion dada de ARV.
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Capitulo 6. Discusién y conclusiones

6.1 Discusién

La prevalencia de TDRs a lo largo de los tres periodos de estudio que
abarcaron del afio 2004 al 2011 fue de entorno al 8% (8,5% en el periodo
2004-2008 y 2007-2010: 7,9% en el periodo 2007-2011).

Estos datos son similares a los reportados por los dos grandes estudios
publicados a nivel europeo: el estudio SPREAD (71) y el Eurocord—CHAIN
joint project (72), y a otros estudios europeos realizados a nivel nacional
como los presentados en Alemania, Dinamarca e Irlanda (73, 74, 75), y a
otros ya presentados con anterioridad en Reino Unido (76) y Francia (77)
los cuales situan la prevalencia de TDR en Europa en torno al 9%. Cabe
destacar el descenso en la presencia de TDR desde el 2007 al 2011 y la
escasa presencia de resistencias a mas de una familia de ARV. Estos dos
hechos pueden tener importantes implicaciones en la confecciéon de guias
de recomendacion de tratamiento ARV en el futuro. La presencia de una
mayor prevalencia de TDRs en los afios iniciales del estudio podria
explicarse por la inclusion de pacientes de grupos de alto riesgo en los afios
iniciales del estudio ya que la recomendacion de realizar un test de
resistencias en pacientes naive no fue realizada hasta inicios del 2007 (5).
Como también reflejan estos estudios, las principales mutaciones
detectadas fueron las revertientes T215 y la mutacion K103N, de especial
implicacion clinica en regimenes de inicio ya que suelen contener Efavirenz
(78).

El estudio de la distribucién de subtipos no B y su asociacién con

factores demograficos es de una gran utilidad informativa en los ambitos

77



DISCUSION Y CONCLUSIONES

clinicos, epidemioldgicos y de estrategias de prevencion de la epidemia de
la infeccidon en una regién determinada. Como otros estudios indican (79,
80), su presencia en los nuevos diagnoésticos en Espafa es importante,
siendo superior al 15% de casos e incrementandose en nuestro estudio
durante el periodo de estudio. Las formas recombinantes supusieron 2/3 de
los subtipos no B encontrados y una décima parte de todas las infecciones,
siendo las formas CRF02_AG la mas prevalente, como reflejan otros
estudios europeos (81, 82, 83). En Espafia, la introduccion de subtipos no B
se debe principalmente a la inmigracion, la mayor parte originaria de Africa
(zona norte y subsahariana), Este de Europa y Latinoamérica. Sin embargo,
en comparacion con paises vecino como ltalia, Portugal y Francia (82, 83,
84) la prevalencia de subtipos no B en nuestro pais es todavia relativamente
baja. En nuestra poblacion de estudio se observé que los pacientes
infectados con subtipos no B tuvieron menos riesgo de presentar
resistencias a ITIANs pero, a diferencia de otros estudios (71, 73) no
encontramos diferencias al analizar por subtipo B/noB las mutaciones de
resistencia a ITINANs y a IPs. Esto podria deberse a que el panel de
transmision de resistencias propuesto por Bennet en 2009 no presenta
polimorfismos especificos de subtipo, especialmente en la proteasa, que

otros estudios si podrian tomarlos como mutaciones de resistencia (85).

Al analizar la influencia de otras variables sobre la presencia de TDRs,
no se encontraron asociaciones estadisticamente significativas en el sexo,
edad, mecanismo de transmisién, pais de origen, carga viral, niveles de
CD4, duracién de la infeccion, estadio CDC ni en el historial de retraso
diagndstico en ninguno de los tres estudios. Por el contrario, se observé que
los pacientes con un nivel educacional bajo mostraron una mayor
prevalencia de resistencia a ITINANs (OR, 7.26; 95% IC, 2.60-20.22) y a
ITIANs (no estadisticamente significativo). El nivel educacional es usado

como un indicador del estatus socioeconomico y de la clase social, y
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estudios anteriores han mostrado la relacién entre el bajo nivel educacional
y el incremento de riesgo de SIDA y muerte, ademas de una menor
respuesta virolégica e inmunolégica al tratamiento (75, 86). Esta relacion ha
sido atribuida a una pobre adherencia al tratamiento de este tipo de
pacientes unido a otros factores psicosociales, que pueden permitir un
aumento del riesgo de desarrollar mutaciones secundarias. Ademas, en la
epidemia de VIH en Espafa, los sujetos infectados en la era pre-TARGA,
que recibieron monoterapia eran, principalmente, usuarios de drogas por via
parenteral con un bajo nivel educacional. Esto podria explicar una mayor
circulacion de cepas portadoras de mutaciones de resistencia en estratos
socioeconomicos bajos. Esta hipdtesis necesita ser confirmada en otros
estudios posteriores, pero apunta la necesidad de incluir el nivel

socioeconémico como variable en este tipo de estudios.

Nuestro estudio muestra como la prevalencia de resistencia con
relevancia clinica en Espafa durante el periodo 2007-2011 a los ARV de
primera linea terapéutica es menor de lo que cabria esperar al observar la
prevalencia de TDRs definidas en la lista de mutaciones de la OMS.
Ademas se observa una tendencia significativa decreciente en la presencia
de resistencia con relevancia clinica, debida principalmente a los ITINAN de
primera linea Efavirenz y Nevirapina, y también a los ITIAN, Abacavir,
Emtricitabina, Lamivudina y Tenofovir. Las resistencias a los IPs, Darunavir,
Atazanavir y Lopinavir, se mantienen estables con una baja prevalencia
durante el periodo de estudio. En contraposicion a los resultados obtenidos
al estudiar su tendencia, no se encontrd ninguna variacién en la prevalencia
de las TDRs de la lista de mutaciones definida por la OMS. La resistencia a
mas de una clase de ARV en los nuevos pacientes incluidos en CoRIS en

2011 fue muy rara.
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En nuestro estudio, la TDR fue de 7,9%, mayor que la resistencia a los
ARV de primera linea. Esto implica que la resistencia efectiva a los ARV en
Espafia esta por debajo de lo que cabria esperar si nos basamos en la lista
de mutaciones de la OMS. De hecho, hasta el 30% de pacientes con
mutaciones no presentaban resistencia, siendo este porcentaje mayor al
analizar los IPs (65%) y los ITIANs (34%).

La resistencia primaria a los IPs de primera linea se mantiene por
debajo del 1%, excepto en 2007. De acuerdo con lo previamente sugerido
por un estudio irlandés (75), nuestro estudio apoya la hipoétesis de que no es
necesario desde el punto de vista clinico, realizar el estudio de resistencias
en pacientes naive a los IPs. Al igual que otro estudio publicado (85),
nuestro estudio revela que, centrandonos unicamente en las TDR se puede
sobreestimar el impacto de las resistencias circulantes sobre la eficacia
clinica de los regimenes de primera linea que contienen IPs. De hecho, el
93.8% de los pacientes con TDR a IPs tan sélo poseen una mutacion de
resistencia en la proteasa. Para las familias de ARV con farmacos con una
elevada barrera genética como los IPs, la presencia de una mutacion de
resistencia no deberia poner en duda su uso futuro como farmaco de
primera linea. Futuros estudios se hacen necesarios para evaluar el efecto
clinico de estas mutaciones sobre la actividad de combinaciones de IPs en

tratamientos de inicio.

Del mismo modo, también se observa este efecto en los ITIANs, con
una prevalencia de TDR de 3.6% y una prevalencia de resistencia con
relevancia clinica a los ARV de primera linea de 2.3%, se observa que la
presencia de mutaciones aisladas (el 55% de los pacientes con TDR a
ITIANs presentaron tan sélo una unica mutacion de resistencia). La mayoria
de casos con resistencia con relevancia clinica se dieron en Zidovudina y

Estavudina, dos ITIANs que ya no se incluyen como farmacos de primera
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linea en la mayoria de recomendaciones internacionales para el tratamiento
de primera linea. Por el contrario, Abacavir y Tenofovir son dos de los
farmacos dentro de la familia de los ITIANs con un mejor porcentaje de
resistencias, siendo los menos afectados por la presencia de una unica

mutacion.

Al analizar los ITINANs, representados por los farmacos de primera
linea Efavirenz y Nevirapina, dos farmacos con baja barrera genética, se
observa un mayor porcentaje de resistencia que de TDR. Esta diferencia se
debe, principalmente, por la categorizacion como resistencia intermedia de
Efavirenz y/o Nevirapina con la combinacion de dos o mas mutaciones no
incluidas en la lista de mutaciones de la OMS, o por la presencia aislada de
A98G.

La evaluacién de resistencias a farmacos especificos también permite
valorar la barrera terapéutica global de un régimen, midiendo la robustez
global a resistencias de una determinada combinacién de ARV. Esto puede
ser de gran importancia para evaluar la resistencia clinica a los regimenes
de primera linea, para determinar recomendaciones de como se debe
realizar los test de resistencias a los pacientes nuevos diagnésticos, y para
la actualizacion de guias de tratamiento. En nuestro estudio, los regimenes
que contenian ITINANs fueron los que mostraron la barrera genética mas
baja, de 5.6% a 6.2% de los pacientes nuevos diagndsticos de CoRIS,
mostraron algun grado de resistencia a, al menos, algun farmaco del
régimen. En contraste a estos resultados, la barrera terapéutica a los IPs de
primera linea resulté ser mucho mayor, entre el 2.2% y el 2.7% mostraron

algun grado de resistencia.
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6.2 Limitaciones

Existen algunas limitaciones obvias en la realizacién en el estudio 1. En
primer lugar, el niumero de pacientes incluidos por afio, que podrian explicar
la ausencia de diferencias significativas a lo largo del tiempo de estudio. En
segundo lugar, cabe resaltar que el estudio incluye pacientes de 23 centros
de 7 regiones de Espafia con lo que no se pueden extrapolar los resultados
obtenidos al total de poblacién infectada naive en Espafa. Debido a esto, la

representatividad del estudio queda limitada.

Una posible limitacion del estudio 2 y 3 es que tan sélo incluye un parte
de toda la poblacion de pacientes incluida en CORIS, ya que se dispuso
unicamente del 32.4% de las secuencias de RT y PR de la cohorte en el
estudio 1 y el 37.8% en el estudio 2. De todos modos, solo fueron
consideradas para el estudio los pacientes con secuencias de la RT y la PR
a partir del 2007, ano en el que fueron implementadas las recomendaciones
de la realizacion de test de resistencias en Espafa. Ademas, las
caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio son representativas

de la cohorte global de pacientes.

En segundo lugar, cabe resefar que los datos explotados a partir de la
secuencia fasta, fueron obtenidos mediante la técnica de secuenciacion de
poblaciones, no habiéndose investigado poblaciones minoritarias. Teniendo
en cuenta que el impacto de las mutaciones de resistencia minoritarias
afecta principalmente a los ITINANs en pacientes naive, cabe pensar que si
se hubiera utilizado esta tecnologia no habriamos encontrado diferencias
considerables con los resultados obtenidos, sobretodo en la familia de los
IPs.

Por dltimo, desafortunadamente, no hemos podido disponer de

informacion sobre la fecha de infeccion de la mayoria de los pacientes,
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aunque el recuento alto de CD4, el bajo porcentaje de pacientes en estadio
CDC C y el alto porcentaje de infecciones recientes en los ultimos afos del
periodo de estudio podrian indicar una poblacién de estudio con diagnéstico
VIH temprano. El hecho de no haber encontrado una tendencia decreciente
en TDRs indica que el porcentaje de poblacién con una inclusién en CoRIS

tardia seria pequena.

Respecto al estudio de subtipos, la escasa presencia de otros subtipos
no B diferentes al grupo de formas recombinantes imposibilitaron el analisis

de TDR en otros subtipos no B.
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6.3 Conclusiones

Nuestro estudio representa el mas amplio estudio de epidemiologia
molecular de VIH en Espafia con el fin de caracterizar la prevalencia de
resistencias primarias y de subtipos no B en pacientes naive durante el
periodo 2004-2011. En el describimos la prevalencia de mutaciones
primarias de resistencia (TDR) en la cohorte de pacientes naive de la Red
Espafiola de Investigacion de SIDA (CoRIS), que engloba a un gran numero
de centros hospitalarios participantes que abarcan una mayoria de regiones
del pais y que, por tanto, supone una herramienta de gran representatividad

de la situacién de los nuevos diagnésticos de VIH en Espanfia.

1. La prevalencia de mutaciones de resistencia primaria en Espafa es
baja, manteniéndose en torno al 8% y adecuandose a los

resultados reportados en otros estudios a nivel europeo.

2. Hemos constatado una progresiva disminucién en la prevalencia
interanual de la transmision de mutaciones de resistencia, desde el
afio 2007 hasta el 2011, principalmente causada por la disminucion
de la presencia de mutaciones asociadas a los inhibidores de la

transcriptasa inversa no analogos de nucleésidos.

3. La prevalencia de resistencias clinicamente relevantes a los
antiretrovirales de primera linea recomendados en Espafa es
menor de lo inicialmente esperado en base a la transmision de

mutaciones de resistencia, haciendo necesaria la reconsideracion
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de coste-efectiva la realizacion de pruebas de resistencia a los IPs

e incluso a los ITIANSs.

4. La condicidon de bajo nivel educativo se asocié significativamente
con una mayor probabilidad de presentar mutaciones de resistencia
primaria. Esta variable se considera un indicador de estatus
socioecondémico y cultural. Estos resultados ponen de manifiesto la
necesidad de intensificar los programas sociales de prevencion en
este grupo de poblacidon como factor importante para el control de

la transmision de resistencias primarias.

5. La presencia de subtipos no B entre los nuevos diagndsticos en
Espafa es importante aunque aun baja respecto a otros paises del
entorno, llegando al 15% de la poblacién estudiada y presentando
una tendencia interanual al alza en el periodo de estudio. La
principal causa de este fenédmeno la encontramos en la poblacion
inmigrante. Ademas, la aportacion de CRFs es importante, ya que
suponen 2/3 partes de los subtipos no B aislados y uno de cada

diez nuevos diagndsticos en Espafia son formas recombinantes.
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CoRIS is an open multicentre cohort of HIV seroprevalent ARV-naive subjects who began treatment at 32
Spanish healthcare centres from January 2004. Up to November 2008, a total of 683 FASTA format
sequences, encoding the HIV protease and reverse transcriptase (RT) derived from plasma samples at
entry into the cohort, had been obtained for examination of transmitted drug resistance (TDR) and HIV
clade. TDR was found in 8.5% of the patients (4.4% NRTIs, 4% NNRTIs, 2.2% PIs). The most prevalent resis-
tance mutations were: T215 revertants (3.8%), D67NG (1.3%), K219QENR (1.2%) and M41L (1%), for NRTIs;
K103N (3.2%), for NNRTIs; I54VLMSAT, M461 and L90M (0.7%), for Pls. Non-B subtypes were recognized in
Transmitted drug resistance 104 patients (15.2%) and were rpore common in Sub-Saharan Africaps (15/17, 88.2%), Eastern Europeans
Non-B subtypes (7/12, 58.3%) and Northern Africans (8/16, 50%) than among Spaniards (53/479, 11%) (p < 0.001). The
CoRIS most prevalent non-B subtype was CRF02_AG (4.4%), followed by subtype D (1.9%), CRFO3_AB (1.5%),
CRF07_BC and subtype F1 (1%). A trend was observed for the transmission of non-B subtypes to increase

Keywords:
HIV

and for TDR to decrease.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

Sequence data from resistance testing offer unique opportuni-
ties to characterize the structure of HIV infection epidemics, in
two ways: via the transmission of HIV drug resistance mutations
(Truong et al.,, 2006) and via the distribution of non-B subtypes
(Gifford et al., 2006). In the USA and Europe, the overall prevalence
of primary drug resistance in recent years is around 10-15%,
with some differences among regions and time periods (Bannister
et al., 2008; Weinstock et al., 2004; Yerly et al., 2007). Two large
studies, the SPREAD study (Vercauteren et al., 2009), and the
Eurocord-CHAIN joint project (Wittkop et al., 2011), have consis-
tently shown an overall prevalence of transmitted drug resistance
(TDR) of around 9% across European countries. Several studies have
reported the recent introduction of HIV-1 non-B subtypes into
Western Europe following immigration from other regions (Fox

* Corresponding author. Address: Servicio de Microbiologia, Hospital Universi-
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et al,, 2010; Galimand et al., 2010; Lai et al., 2010), with a preva-
lence of 13-30%, depending on the country, the period and the
population studied.

Genotypic testing for treatment naive individuals was first
introduced in Spain following international recommendations in
2005 (Sax et al., 2005) and nowadays is almost universal. The pres-
ent study characterises the molecular epidemiology of HIV infec-
tion in Spain and the transmission of drug resistance mutations
and non-B subtypes, within one of the largest HIV cohorts of sero-
prevalent individuals analysed in this country, that of naive HIV in-
fected individuals (CoRIS) (Caro-Murillo et al., 2007), and describes
the trends observed over time.

CoRIS is an open, prospective, multi-centre cohort of HIV-posi-
tive subjects, aged over 13 years, who initiated care for the first
time after 1 January, 2004 while naive for antiretroviral therapy
at entry. CoRIS is a joint activity administered by the Research
Network of Excellence (AIDS research network, RIS). A total of 32
centres in 12 different regions in Spain participate in CoRIS. By
November 2008, 3351 HIV-positive HAART-naive patients were
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included in CoRIS. For the purposes of this study (CoRIS Primary
Resistance Analyses), contributing centres were asked to retrieve
FASTA format sequences from routine clinical care diagnosis for
the HIV drug resistance test (population sequencing), encoding
the HIV protease and RT derived from plasma samples at the mo-
ment of inclusion in the cohort (baseline). A total of 18 centres in
7 regions agreed to participate and 683 FASTA sequences (38 ob-
tained in 2004, 55 in 2005, 111 in 2006, 304 in 2007 and 175 in
2008) were sent to the coordinating centre. Transmitted Drug
Resistance (TDR) associated mutations were evaluated following
the surveillance drug resistance mutation list updated in 2009
(Bennett et al., 2009). The HIV subtype was ascribed using the pro-
tease gene, and phylogenetic analyses were carried out using the
Therapy Edge™ (ABL, Luxembourg) subtyping tool. Molecular evo-
lutionary analyses were conducted using the MEGA v4 program
(Tamura et al., 2007), and clusters were defined considering boot-
strap values >90. TDR and subtype were merged with the clinical,
epidemiologic, virologic and immunologic information available
from these patients in the CoRIS database for analysis. Descriptive
analyses are presented using absolute numbers and percentages
for categoric variables. Otherwise, the median and interquartilic
range is shown. All tests were two sided and a significance level
of 5% was used. Chi-square tests were used to assess differences
in proportions, and to reveal trends. Maentel-Haenszel crude odds
ratios (OR) of association with TDR according to the HIV-subtype
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were obtained. Statistical analyses were performed using Stata10®
software (Texas, USA).

Table 1 describes the baseline characteristics of the study pop-
ulation. The prevalence of TDR during the whole study period
(2004-2008) was 8.5% (95% CI: 6.6-10.8). By drug classes, the
highest prevalence was found for nucleoside/tide reverse trans-
criptase inhibitors (NRTIs) with a prevalence of 4.4% (95% ClI:
3.0-6.1), followed by non-nucleoside reverse transcriptase inhib-
itors (NNRTIs) with 4% (95% Cl: 2.7-5.6) and protease inhibitors
with 2.2% (95% CI: 1.3-3.5). We also recorded a calendar-year
declining trend in TDR prevalence from 2004 to 2008, from
15.8% (95% Cl: 6.7-30.0) in 2004 to 6.8% (95% ClI: 3.8-11.4) in
2008 (p for trend = 0.09), mainly due to a decrease in the trans-
mission rate of NRTI mutations between 2004 and 2008, from
13.2% (95% CI: 5.0-26.8) to 4% (95% CI: 1.1-6.2), respectively (p
for trend = 0.04) (Table 2). As resistance testing in naive patients
was not recommended in Spanish guidelines until early 2007 (Ex-
pert Committee of GESIDA, 2007), this finding may reflect the
selection of patients from higher risk groups in earlier calendar
years. Ten patients (1.5%; 95% Cl: 0.8-2.6) presented resistance
mutations associated with resistance to two drug classes, and
only two patients (0.3%; 95% CI: 0.0-1.0) presented resistance
to all three drug classes evaluated. These data demonstrate that
the risk of transmission of multidrug-resistant genotypes remains
low in Spain.

Table 1

Demographic and baseline characteristics of the study population, by year of inclusion in CoRIS.
>No. 2004 2005 2006 2007 2008 Total

38 55 111 304 175 683
n % n % n % n % n % n %
Gender
Male 30 789 41 74.5 91 81.2 279 91.7 145 82.8 586 85.9
Risk category
IDU 3 79 6 109 9 8.1 26 8.6 21 12 65 9.5
MSM 18 473 30 54.5 61 549 207 68.1 102 582 418 61.2
Heterosexual 16 421 17 31 40 36.1 57 18.7 50 28.6 180 26.4
Other 1 27 2 3.6 1 09 14 4.6 2 1.2 20 2.9
Median age (years) 33 (26-37.5) 35(28-43) 36.5 (30-41) 33 (29-41) 36 (29-42.5) 34 (29-41)
Country of origin
Spain 32 843 43 78.2 95 85.6 183 60.2 126 72 479 70.1
Western Europe 0 0 2 3.6 2 1.8 12 39 0 0 17 25
Eastern Europe 1 2.6 1 1.8 1 09 4 13 5 28 12 1.8
Sub-Saharan Africa 0 0 2 36 1 0.9 9 3 5 2.8 17 2.5
North Africa 1 26 1 1.8 0 0 6 2 8 4.7 16 23
Latin America 3 79 5 9.2 12 108 86 283 26 149 132 19.3
Others 1 2.6 1 1.8 0 0 4 13 5 28 10 1.5
Median viral load at 47 (4-5.1) 44 (3.9-49) 44 (4-5.1) 45 (4-5) 45 (3.9-5) 45 (4-5)
entry (Log copies/mL)
Median CD4 counts 502 405 355 399 361 395
(cells/mm?) (361.5-729.9) (271.5-568.5) (209-602) (245-618) (210-571) (239-616)

Non-B subtypes 2 53 10 18.2 13 11.7 42 138 37 211 104 15.2

Table 2

Prevalence of transmitted drug resistance during the study period.
Drug resistance 2004 2005 2006 2007 2008 Total p (trend)

n=38 n=>55 n=111 n=304 n=175 n=683
n % n % n % n % n % n %

Any class 6 158 4 73 8 7.2 28 9.3 12 6.8 58 85 0.09
NRTI 5 13.2 3 55 4 3.6 11 3.6 7 4 30 4.4 0.04
NNRTI 3 79 2 3.6 4 3.6 14 4.6 4 2.3 27 4 0.21
PI 1 2.6 1 1.8 4 3.6 6 2 3 1.7 15 22 0.77
Two classes 10 1.5
Three classes 2 03
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Table 3
Prevalence of mutations proposed by the World Health Organization for surveillance
of transmitted drug resistance.

NRTI mutations NNRTI mutations PI mutations

Mutation N (%) Mutation N (%) Mutation N

M41L 7 (1.02) L1001 1 (0.15) V321 3 (0.44)
D67NG 9 (1.32) KI101EP 4 (0.58) M46IL 7 (1.02)
T69D 1 (0.15) K103N 22 (3.24) 14wV 2 (0.30)
K70ER 2 (030) V106M 1 (0.15) I50L 1 (0.15)
L74V 1 (0.15) Y181C 1 (0.15) F53L 2 (0.30)
V75M 1 (0.15) G190A 5 (0.74) I54LVT 5 (0.74)
Q151M 1 (0.15) G73AS 2 (0.30)
M1841V 3 (0.44) L76V 1 (0.15)
L210W 5 (0.74) V82A 3 (0.44)
T215Rev” 26 (3.80) N83D 1 (0.15)
T215F 2 (0.30) 184V 1 (0.15)
K219QENR 8 (1.18) N88S 1 (0.15)

NRTI, nucleotide reverse transcriptase inhibitors; NNRTI, non nucleotide reverse
transcriptase inhibitors; PI, protease inhibitors. Amino acid abbreviations: A, ala-
nine; C, cysteine; D, aspartate; E, glutamate; F, phenylalanine, G, glycine; H, histi-
dine; I, isoleucine; K, lysine; L, leucine; M, methionine; N, asparagine; P, proline; Q,
glutamine; R, arginine; S, serine; T, threonine; V, valine; W, tryptophan; Y, tyrosine.
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Non B subtypes were detected in 104 patients (15.2%)

Fig. 1. Non-B subtype distribution in CoRIs.

No association was observed between TDR and gender [OR for
TDR 0.53 (0.27-1.03), p = 0.06]; risk category for HIV infection
[Intravenous Drug Users, 0.6 (0.2-1.87); Men who have sex with
men, 0.82 (0.45-1.49), p = 0.74 vs heterosexuals-HTX]; country of
origin [Western Europe, 0.66 (0.08-5.12); Eastern Europe, 0.9

100%
90%
80%
70%

(0.11-7.14); Sub-Saharan Africa, 0.62 (0.08-4.78); North Africa,
1.41 (0.31-6.43); Latin America, 0.72 (0.34-1.52); p=0.88 vs
Spanish]; age, viral load or median CD4 count at entry. As in other
European studies (Vercauteren et al., 2009; Wittkop et al., 2011),
T215 Revertants (3.8%; 95% Cl: 2.6-3.5) and K103 N (3.2%; 95%Cl:
2.1-4.8) were the most prevalent mutations responsible for NRTI
and NNRTI resistance, respectively. In Spain, where efavirenz is
one of the drugs most widely used as first-line therapy, the pres-
ence of K103N represents a problem for first-line antiretroviral
therapy. Therefore, in accordance with current treatment guide-
lines (doi:10.1016/j.eimc.2010.12.0004), primary resistance testing
is mandatory before initiating first-line therapy. Other prevalent
mutations (Table 3) found in our study were the thymidine-associ-
ated mutations (TAMs) D67NG, (1.3%; 95% CI: 0.6-2.4); K219QENR
(1.18%; 95% CI: 0.5-2.2) and M41L, (1.02%; 95% CI: 0.4-2.0). For PIs,
no individual mutation associated with TDR was detected at a level
exceeding 1%.

The distribution of non-B subtypes and their association with
demographic factors, over the course of the HIV epidemic in a re-
gion, provide useful information in terms of clinical, epidemiologic
and prevention strategies. In our study, subtype B accounted for
84.8% (95% CI: 81.9-87.3) of HIV-1 infections in CoRIS, and 104 pa-
tients (15.2%; 95% CI: 12.7-18.1) harboured non-B strains.
CRF02_AG was the most prevalent non-B (4.4%, 95% CI: 3.0-6.1),
followed by subtype D (1.9%; 95% CI: 1.1-3.2), CRFO3_AB (1.5%;
95% CI: 0.7-2.6), CRFO7_BC and subtype F1 (1%; 95% CI: 0.4-2.0);
other subtypes included subtype F2 (0.9%; 95% CI: 0.4-1.8),
CRFO5_DF & CRF14_BG (0.7; 95% Cl: 0.3-1.6), CRFO1_AE (0.6%;
95% CI: 0.2-1.4), CRF12_BF, subtype C, and subtype G (0.4; 95%
Cl: 0.1-1.2), CRF18_cpx (0.3; 95% CI: 0.1-1.0), CRFO6_cpx,
CRF11_cpx, CRF19_cpx,A1 subtype A1, and subtype ] (0.1%; CI95:
0.0-0.7) (Fig. 1). As other authors have reported (de Mendoza
et al., 2005) non-B subtypes are noticeably present in newly-diag-
nosed patients in Spain, constituting over 15% during the study
period and 21% in 2008.

In Western Europe the increase in non-B subtypes is related
mainly to immigration (Yerly et al., 2007). Thus, in our study the
patients from Sub-Saharan Africa (15/17, 88.2%), Eastern Europe
(7/12, 58.3%) and North Africa (8/16, 50%) showed a higher preva-
lence of non-B subtypes than did Spaniards (53/479, 11%, p < 0.01),
(Fig. 2). Circulating recombinant forms (CRFs) accounted for 2/3 of
non-B subtypes (66.3%; 95% CI: 56.9-75.0) and for 1/10 (10.1%;
95% CI: 8.0-10.5) of all the patients studied. As for all non-B sub-
types, CRFs were more prevalent in Sub-Saharan Africans (64.7%;
95% CI: 40.5-84.3), North Africans (37.5%; 95% CI: 16.8-62.4) and
Eastern Europeans (33.3%; 95% CI: 11.6-62.3) than among
Spaniards (6.9%; 95% CI: 4.9-9.4) or Latin Americans (7.5%; 95%
CI: 4.2-12.5). An increase in the prevalence of non-B subtypes

88,24%

60% 58,33%

50%
40%
30%
20%
10% A 15,28% A 11.08%
0%

Total (104/683) Spain (53/479)

50,00%

15,15%
}

East Europe (7/12) SubSaharan Africa (15/17) North Africa (8/16)  LatinAmerica (20/132)

p<0.001 (Chi square) Sub-Saharan Africans, Eastern Europeans and North Africans vs

Spaniards and p=0.086 vs Latin Americans. Vertical bars represent 95%CI.

Fig. 2. Prevalence of non-B subtypes by geographical origin in CoRIS.
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was observed during the study period, from 5.4% (95% CI: 0.9-16.3)
in 2004 to 21% (95% Cl: 15.6-27.7) in 2008 (p for trend <0.05).
However, compared with our neighbouring countries, France (Gali-
mand et al., 2010), Italy (Lai et al., 2010) and Portugal (Palma et al.,
2007), where non-B subtypes in newly diagnosed patients may ac-
count for 30%, the proportion of non-B subtypes in Spain seems to
be low.

TDR was no higher for non-B subtype than for B subtype
infected patients in CoRIS. Resistance mutations were detected in
8.6% (CI 95: 4.3-15.3) of the non-Bs [OR for TDR 1.18
(0.57-2.41), p = 0.65]. This was also true for CRF02_AG and subtype
D, the most prevalent non-B subtypes in our cohort. These data are
in contrast to those of Vercauteren et al., 2009, who found that
infection with a B subtype was the strongest predictor for TDR. Dif-
ferent study periods and different populations may account for the
differences, and thus there is a need for further studies to evaluate
TDR and subtypes.

Among recent HIV infections, clusters ranging from 2 to 25 or
more members are frequently identified (Ragonnet-Cronin et al.,
2010; Recordon-Pinson et al., 2009). The segregation into clusters
suggests the existence of forward transmission events and has
implications for the presence of drug resistance mutations and
non-B subtypes in the newly-infected population. However, in
our study only two clusters, involving 5 patients with TDR, were
found.

There are some obvious limitations to our study. First, the num-
ber of patients included per year, which may explain why we found
no significant differences over time. Second, as we studied 683 pa-
tients from 18 healthcare centres in 7 Spanish regions, the popula-
tion studied was not always representative of the whole Spanish
HIV-infected population. Nevertheless, this is the largest survey
of TDR and HIV subtypes conducted so far in Spain.

In conclusion, this paper describes the largest Spanish survey to
date to address HIV molecular epidemiology in antiretroviral naive
patients during 2004-2008, and we present the first Spanish report
in this respect following international guidelines. The prevalence of
non-B subtypes, with a high representation of recombinants, was
relatively high in 2008, mainly due to the impact of the immigrant
population. These observations may have important implications
from the epidemiological point of view and for the clinical man-
agement of HIV-infected patients in Spain.
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Abstract

We have studied transmitted drug resistance (TDR) in 1.864
antiretroviral-naive patients entering CoRIS (Spain) during
2007-2010. An overall 8.58% TDR was observed (3.92%,
nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs); 3.86%,
non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTIs);
2.31%, protease inhibitors), with a significant decreasing
trend over time for NNRTIs (5.53%, 2007; 2.45%, 2010; p
for trend = 0.044). Non-B subtype prevalence was 15.93%,
with a significant increase (I1.95%, 2007; 18.14%, 2010; p for
trend = 0.018), mainly related to immigration. Having no for-
mal education increased the risk of TDR to NNRTIs (OR,
7.26), and carrying a non-B subtype reduced the risk of TDR
to NRTIs (OR, 0.27). These findings may have important
implications for treatment guidelines and laboratory testing

recommendations.
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Introduction

CoRIS is an open, multicentre, prospective cohort of HIV-
positive, antiretroviral-naive subjects over |3 years old that
offers relevant information about the current epidemiological
profile of HIV infection in Spain [I]. A previous analysis of
viral sequences in CoRIS was carried out in 2008 and has
been published elsewhere [2]. However, since a national rec-
ommendation to perform HIV resistance testing to every
patient upon HIV diagnosis [3] was issued in 2007, we
expected this period to be more representative of both
transmitted drug resistance (TDR) and non-B subtypes. In
this report we describe TDR and non-B subtypes in CoRIS
from 2007 to 2010, and we evaluate their association with
clinical and sociodemographical variables.

Resistance-associated mutations were evaluated following
the 2009 WHO surveillance list [4]. HIV subtype was ascribed
using the protease gene with the Therapy Edge™ (ABL, Loux-
embourg) subtyping tool. Prevalence of TDR and non-B viral
subtypes and its trend over time was assessed (chi-square
test). Multiple logistic regression was used to analyze their
association with variables at sampling dates +2 months (CD4
count and viral load; duration of infection; CDC stage; history
of delayed diagnosis (CD4 < 350 cells/mm?); sex; age; trans-
mission category; educational level; and country of origin).

From 2007 to 2010 a FASTA sequence was obtained for
1.864 patients, with a median time from cohort entry to
resistance study of 0 days (IQR, —21-15). A description of
the study population by year is shown in Table |. A total of
160 patients (8.58% (95% Cl, 7.31-9.86)) had at least one
mutation that conferred resistance to antiretroviral drugs
(ARV). A similar prevalence was found for nucleoside reverse
transcriptase inhibitors (NRTIs) and non-nucleoside reverse
transcriptase inhibitors (NNRTIs) (3.92% (95% ClI, 3.03—4.80)
and 3.86% (95% Cl, 2.99-4.74), respectively). Resistance to
protease inhibitors (Pls) was less prevalent, of 2.31% (95% ClI,
1.62-2.99). TDRs to two and three classes of ARV were
uncommon (1.18% (95% CI, 0.69-1.67) and 0.16% (95% ClI,
—0.02-0.34), respectively), and did not change over time. As
in previous studies [5-7], T2I5 revertants and KI0O3N were
the most prevalent mutations (Table 2).

A significant decreasing trend was found for resistance to
NNRTIs, from 5.53% (95% Cl, 3.42-7.65) in 2007 to 2.45%

©2012 The Authors
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TABLE |. Baseline characteristics of the study population
2007 2008 2009 2010 Full period
452 506 498 408 1864
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) P
Sex
Male 407 (90.0) 414 (81.8) 442 (888) 365 (89.5) 1628 (87.34) <001
Female 45 (10.0) 92 (182) 56 (112) 43 (10.5) 236 (12.7)
Median age (IQR)* 34.1 (282-41.9) 343 (28.6-41.1) 33.0 (27.9-39.7) 34,0 (28.3-40.2) 33.9 (28.3-40.6) 017
Mode of transmission
DU 32 (7.1) 43 (8.5) 22 (44) 21 (5.2) 118 (6.3) <001
MSM 303 (67.0) 301 (59.5) 371 (745) 307 (75.2) 1282 (68.8)
Heterosexual 110 (24.3) 152 (30.0) 96 (19.3) 67 (16.4) 425 (22.8)
Other/NA 7(1.6) 10 (2.0) 9(1.8) 13 (32) 39 (2.1)
Country of origin
Spain 307 (67.9) 356 (70.4) 366 (73.5) 269 (65.9) 1298 (69.6) 0.29
Europe (other) 20 (4.4) 28 (5.5) 21 (42) 24 (5.9) 93 (5.0)
Africa 21 (4.7) 20 (4.0) 21 (42) 12 29) 74 (4.0)
Latin America 100 (22.1) 96 (19.0) 86 (173) 101 (24.8) 383 (20.5)
Other/unknown 4(0.9) 6(1.2) 4(08) 2 (0.5) 16 (0.9)
Educational level
Higher education 107 (23.7) 131 (25.9) 153 (307) 131 (32.1) 522 (28.0) <001
Secondary school 165 (36.5) 167 (33.0) 169 (33.9) 140 (24.3) 641 (34.4)
Primary school 107 (23.7) 141 (27.9) 97 (19.5) 94 (23.0) 439 (23.6)
No studies 13 2.9 13 (2.6) 17 (34) 2 (0.5) 45 (2.4)
Unknown 60 (13.3) 54 (10.7) 62 (12.5) 41 (10.1) 217 (11.6)
Viral load (log copies/mL)*
n 288 352 353 300 1293 038
Median (IQR) 4.6 (4.1-5.1) 45 (4.0-5.0) 4.6 (4.1-5.1) 46 (4.1-5.1) 4.6 (4.0-5.1)
CD4 count (cells/mm?)*
n 411 1515 0.08
Median (IQR) 375 (223-567) 363 (226-545) 394 (251-591) 3985 (245-580) 383 (235-567)
Duration of the infection®
Recent infection 42 (9.3) 44 (8.7) 50 (10.0) 37 (9.1) 173 (9.3) 0.72
Chronic infection 110 (24.3) 105 (20.8) 111 (223) 102 (25.0) 428 (23.0)
Not evaluable 300 (66.4) 357 (70.6) 337 (67.7) 269 (65.9) 1263 (67.8)
CDC stage®
A 377 (83.4) 432 (85.4) 450 (90.4) 365 (89.5) 1624 (87.1) 0.01
B 40 (8.9) 31 (6.1) 22 (44) 22 (5.4) 115 (6.2)
€ 35 (7.7) 43 (8.5) 26 (52) 21 (5.2) 125 (6.7)
History of delayed diagnosis
Yes 135 (29.9) 178 (35.2) 134 (26.9) 112 (27.5) 559 (30.0) 0.05
No 229 (50.7) 240 (47.4) 271 (544) 230 (56.4) 970 (52.0)
Not evaluable 88 (19.5) 88 (17.4) 93 (18.7) 66 (16.2) 335 (18.0)

NA, not available; IQR, interquartile range.

At the time of the resistance testing; IDU, injecting drug users; MSM, men who have sex with men.

(95% Cl, 0.94-3.96) in 2010 (p for trend = 0.044). This
explained a slight non-significant decreasing trend for global
TDR (p for trend = 0.095), while no trend was found for
NRTIs or Pls (Fig. I). The decrease shown in overall TDR,
together with the very low detection of TDR to more than
one ARV class may have important implications for treatment
guideline recommendations in the future [8]. As a recent
study in Ireland discusses [9], our study may support the
hypothesis that there may be no need to screen for PI resis-
tance, and that a NNRTI-only approach could be more cost-
effective, though these data need to be confirmed in the light
of the low prevalence to NNRTIs found in Spain in 2010.
Regarding associated variables, there was a non-statistically
significant higher risk of TDR to NRTIs and NNRTIs during

©2012 The Authors

the recent

infection phase. Having no formal education

increased the risk of resistance to NNRTIs (OR, 7.26; 95% ClI,
2.60-20.22) and to NRTIs (non-stastically significant), com-
pared with having achieved higher education. We hypothesize
two factors that could explain a higher circulation of strains
carrying mutations within low socioeconomic stratums. Edu-
cational level has been previously associated with a poorer
virological and immunological response to treatment [l0],
possibly explained by worse adherence to treatment and
increased risk of secondary mutations. Also, subjects from the
pre-HAART era in Spain, who may have been exposed to
mono-therapy, were predominantly injecting drug users of
low educational level. These results point out the importance
of including socioeconomic variables in TDR studies.
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TABLE 2. Prevalence of mutations from the WHO transmitted drug resistance surveillance list

NRTI mutations NNRTI mutations

Pl mutations

Mutation n (%) Mutation n (%) Mutation n (%)
M41L 21 (1.13) Liool 3 (0.16) L241 1 (0.05)
K65R 1 (0.05) KI03N/S 59 3.17) D30N 1 (0.05)
D67EGN 17 (0.91) VI06AM 0 (0.00) V321 3 (0.16)
T69D 3 (0.16) YigIClV 7 (0.38) M46IL 12 (0.64)
K70ER 5(0.27) Y188CHL 3 (0.16) 147AV 3 (0.16)
L74IV 4 (0.21) GI90AES 8 (0.43) 150LV 1 (0.05)
F77L 1 (0.05) P225H 1 (0.05) FS3LY 4(0.21)
YI15F 20.11) I54ALMSTV 6 (0.32)
MIi84lv 9 (048) G73ACST 1 (0.05)
L21ow 20.11) L76V 1 (0.05)
T2I5REV* 25 (1.34) V82ACFLMST 6 (0.32)
T215YF 2 (0.10) N83D 1 (0.05)
K2I19EQNR 22 (1.18) IB4ACY 0 (0.00)
TAMS 69 (3.70) 185V 2 0.11)
N88DS 4(0.21)
L90M 13 (0.70)
| mut. 42 (225) | mut. 6l (3.27) | mut. 36 (1.93)
2 mut. 25 (1.32) 2 mut. 11 (0.59) 2 mut. 2(0.11)
>3 mut. 6 (0.32) >3 mut. 0 (0.00) >3 mut. 5 (0.26)

Prevalence [95%CI] 73 (3.92) [3.03—4.80] Prevalence [95%Cl]

72 (3.86) [2.99-4.74] Prevalence [95%Cl] 43 (2.31) [1.62-2.99]

NRTI, nucleoside reverse transcriptase inhibitors; NNRTI, non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors; Pl, protease inhibitors; TAMs, thymidine associated mutations.
Amino acid abbreviations: A, alanine; C, cysteine; D, aspartate; E, glutamate; F, phenylalanine; G, glycine; H, histidine; |, isoleucine; K, lysine; L, leucine; M methionine; N,
asparagine; P, proline; Q, glutamine; R, arginine; S, serine; T, threonine; V, valine; W, tryptophan; Y, tyrosine.

*C/IDIE/NNIVIS.
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FIG. I. Prevalence of TDR by antiretroviral family and non-B subtypes between 2007 and 2010. NRTI, nucleoside reverse transcriptase inhibi-

tors; NNRTI, non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors; Pl, protease inhibitors. CRFs, circulating recombinant forms. A significant decreas-

ing trend was found for resistance to NNRTIs (p for trend = 0.044).

Non-B subtypes are clearly represented in newly diag-
nosed patients in Spain; 297 subjects had a non-B subtype,
giving a prevalence of 15.93% (95% Cl, 14.27-17.60). Inter-
estingly, the proportion of non-B infections increased along
the study period, from 11.95% (95% ClI, 8.95-14.95) in 2007
to 18.14% (95% CI, 14.38-21.89) in 2010 (p for trend =
0.018). Circulating recombinant forms (CRFs) accounted for
two-thirds of non-Bs (61.95% (n = 184)), and constituted
9.87% of all HIV infections. The most prevalent subtypes
were CRF02_AG (4.24%; 95% CI, 3.32-5.15), subtype FI
(1.61%; 95% ClI, 1.04-2.18), subtype D (1.50%; 95% ClI, 0.95—
2.05), subtype G (1.07%; 95% ClI, 0.60—1.54) and CRFI2_BF
(1.07%; 95% Cl, 0.60—1.54).

As in Western Europe [6,9,11-15], in Spain the increase
in non-Bs is related mainly to immigration, as non-B subtypes
were more common in people of non-Spanish origin. Nearly
12% of HIV-infected native Spaniards carried a non-B variant
(11.79%; 95%Cl: 10.03—13.54), and prevalence was higher for
people originating from Africa (sub-Saharan (81.77%; 95% ClI,
69.69-91.85) and northern (36.36%; 95% Cl, 14.53-58.19)),
Eastern Europe (27.96%; 95% Cl, 18.66-37.25) and Latin-
America (17.23%; 95% CI, 13.43-21.03). Subjects infected
through heterosexual sex also showed an increased risk of
non-B subtypes (OR, 1.84; 95% CI, 0.99-3.43; p = 0.053).
Patients infected by a non-B subtype were at a 73% lower
risk (OR, 0.27; 95% CI, 0.09-0.80) of having resistance to

©2012 The Authors
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the NRTI class than those with a B subtype. In contrast to
other studies [15-17], we did not find any differences in
TDR to NNRTIs or Pls; of note, the panel of resistance
mutations associated with TDR proposed by Bennett et al.
[4] does not include clade-specific polymorphisms, especially
in the protease, that other studies may consider as resis-
tance mutations [18].

In summary, we have described the trends in TDR and
subtype introduction in Spain in the years 2007-2010. A
decline in TDR has been documented, reaching a statistically
significant decrease for TDR to the NNRTI class, a finding
that may influence treatment and laboratory testing recom-
mendations. Our study has also identified the association
between having TDR and low educational level, a proxy for
socio-economic status. The risk of transmission of multidrug-
resistant genotypes remains low in Spain. Finally, this study
confirms a significant increase in non-B subtype infections
from 2007 to 2010 and its association with a foreign origin.
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CoRIS Resistance Group

Steering Committee: Juan Berenguer, Julia del Amo,
Federico Garcia, Félix Gutiérrez, Pablo Labarga, Santiago Mo-
reno y Maria Angeles Mufoz.

Data analysis: Paz Sobrino Vegas, Victoria Hernando Se-
bastian, Belén Alejos Ferreras, Débora Alvarez, Susana
Monge, Inma Jarrin, Santiago Pérez Cachafeiro.

BioBank: M Angeles Mufioz-Fernindez, lsabel Garcia-
Merino, Coral Gomez Rico, Jorge Gallego de la Fuente y Al-
mudena Garcia Torre.

Participants

Hospital Universitario de Canarias (Santa Cruz de Tenerife):
Juan Luis Gémez Sirvent, Patricia Rodriguez Fortinez, Maria
Remedios Aleman Valls, Maria del Mar Alonso Socas, Maria
Inmaculada Herniandez Herndndez, Felicitas Diaz-Flores, Dacil
Garcia Rosado y Ricardo Pelazas Gonzalez.

Hospital Carlos Ill (Madrid): Vicente Soriano, Pablo
Labarga, Pablo Barreiro, Francisco Blanco, Luz Martin Car-
bonero, Eugenia Vispo, Carmen Solera, Carmen de Mendoza,
Ana Trevifio, Eva Poveda, Gustavo Manuzza, Lourdes Anta.

Hospital Clinic — IDIBAPS, Universidad de Barcelona (Bar-
celona): José M. Mird, Christian Manzardo, Laura Zamora,
Inaki Pérez, M* Teresa Garcia, Carmen Ligero, José Luis
Blanco, Felipe Garcia-Alcaide, Esteban Martinez, Josep Mall-
olas, José M. Gatell.

Hospital Doce de Octubre (Madrid): Rafael Rubio, Fede-
rico Pulido, Silvana Fiorante, Jara Llenas, Violeta Rodriguez,
Mariano Matarranz.

Hospital Donostia (San Sebastian): José Antonio Iribarren,
Julio Arrizabalaga, Maria José Aramburu, Xabier Camino,
Francisco Rodriguez-Arrondo, Miguel Angel von Wichmann,
Lidia Pascual Tomé, Miguel Angel Goenaga, M? Jesls Bustin-
duy, Harkaitz Azkune Galparsoro.

Hospital General Universitario de Elche (Elche): Félix Gut-
iérrez, Mar Masid, Sergio Padilla, Cristina Lépez, Juan Carlso
Rodriguez, Andrés Navarro, Fernando Montolio, Catalina
Robledano Garcia, Rafael Pascual.

Hospital Germans Trias i Pujol (Badalona): Bonaventura
Clotet, Cristina Tural, Lidia Ruiz, Cristina Miranda, Roberto
Muga, Jordi Tor, Arantza Sanvisens.

Hospital Gregorio Marafién (Madrid): Juan Berenguer, Juan
Carlos Lopez Bernaldo de Quirds, Pilar Miralles, Jaime Cosin

Clinical Microbiology and Infection ©2012 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, CMI, 18, E485-E490



CMI

Research Note E489

Ochaita, Matilde Sinchez Conde, Isabel Gutiérrez Cuellar,
Margarita Ramirez Schacke, Belén Padilla Ortega, Paloma Gi-
jon Vidaurreta.

Hospital Universitario La Paz (Madrid): Juan Gonzilez Gar-
cia, Ignacio Bernardino de la Serna, José Ramén Arribas
Lopez, Maria Luisa Montes Ramirez, Jose M* Pefia, Blanca Ar-
ribas, Juan Miguel Castro, Francisco Javier Zamora Vargas, Ig-
nacio Pérez Valero, Miriam Estébanez, Silvia Garcia
Bujalance, Natalia Stella y Jesis Mingorance.

Hospital de la Princesa (Madrid): Ignacio de los Santos,
JesUs Sanz Sanz, Ana Salas Aparicio, Cristina Sarria Cepeda.

Hospital San Pedro-CIBIR (Logrofio): José Antonio Oteo,
José Ramén Blanco, Valvanera lbarra, Luis Metola, Mercedes
Sanz, Laura Pérez-Martinez.

Hospital Universitario Mutua de Terrassa (Terrassa):
David Dalmau, Angels Jaén Manzanera, Mireia Cairé Llobell,
Daniel Irigoyen Puig, Laura Ibafiez, Queralt Jordano Mont-
afiez, Mariona Xercavins Valls, Javier Martinez-Lacasa, Pablo
Velli, Roser Font.

Hospital de Navarra (Pamplona): Maria Rivero, ltziar Casa-
do, Jorge Diaz, Javier Uriz, Jesis Reparaz, Carmen Irigoyen,
Maria Jesus Arraiza.

Hospital Parc Tauli (Sabadell): Ferran Segura, Maria José
Amengual, Eva Penelo, Gemma Navarro, Montserrat Sala,
Manuel Cervantes, Valentin Pineda.

Hospital Ramén y Cajal (Madrid): Santiago Moreno, José
Luis Casado, Fernando Dronda, Ana Moreno, Maria JesUs
Pérez Elias, Dolores Lopez, Carolina Gutiérrez, Beatriz Her-
nandez, Maria Pumares, Paloma Marti.

Hospital San Cecilio (Granada): Federico Garcia Garcia,
José Hernandez Quero, Alejandro Pefia Monje, Leopoldo
Mufioz Medina, Jorge Parra Ruiz, Vicente Guillot, Marta Alv-
arez y Natalia Chueca.

Centro Sanitario Sandoval (Madrid): Jorge Del Romero
Guerrero, Carmen Rodriguez Martin, Teresa Puerta Lépez,
Juan Carlos Carrié Montiel, Paloma Raposo, Mar Vera Garcia
y Juan Ballesteros Martin.

Hospital Son Espases (Palma de Mallorca): Melchor Riera,
Javier Murillas, Maria Pefaranda, Maria Leyes, M* Angels Ri-
bas, Antoni Campins, Concepcion Villalonga, Carmen Vidal.

Hospital Universitario de Valme (Sevilla): Juan Antonio
Pineda, Eva Recio Sanchez, Fernando Lozano de Ledn, Juan
Macias, José Carlos Palomares, Manuel Parra, Jesus Gomez-
Mateos.

Hospital Virgen de la Victoria (Malaga): Jests Santos Gon-
zalez, Manuel Méarquez Solero, Isabel Viciana Ramos, Rosario
Palacios Mufoz.

Hospital Universitario Virgen del Rocio (Sevilla): Pompeyo
Viciana, Manuel Leal, Luis Fernando Lépez-Cortés, Ménica
Trastoy, Pilar Pérez Romero.

Centro Colaborador: Centro Nacional de Microbiologia
(Majadahonda): Lucia Pérez Alvarez, Miguel Thomson Oka-
tsu, Elena Delgado Blanco, Yolanda Vega Rocha.
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Abstract

Background:The aim was to analyse trends in clinically relevant resistance to first-line antiretroviral drugs in Spain, applying
the Stanford algorithm, and to compare these results with reported Transmitted Drug Resistance (TDR) defined by the 2009
update of the WHO SDRM list.

Methods: We analysed 2781 sequences from ARV naive patients of the CoRIS cohort (Spain) between 2007-2011. Using the
Stanford algorithm “Low-level resistance”, “Intermediate resistance” and “High-level resistance” categories were considered
as “Resistant”.

Results: 70% of the TDR found using the WHO list were relevant for first-line treatment according to the Stanford algorithm.
A total of 188 patients showed clinically relevant resistance to first-line ARVs [6.8% (95%Confidence Interval: 5.8-7.7)], and
221 harbored TDR using the WHO list [7.9% (6.9-9.0)]. Differences were due to a lower prevalence in clinically relevant
resistance for NRTIs [2.3% (1.8-2.9) vs. 3.6% (2.9-4.3) by the WHO list] and Pls [0.8% (0.4-1.1) vs. 1.7% (1.2-2.2)], while it was
higher for NNRTIs [4.6% (3.8-5.3) vs. 3.7% (3.0-4.7)]. While TDR remained stable throughout the study period, clinically
relevant resistance to first line drugs showed a significant trend to a decline (p=0.02).

Conclusions: Prevalence of clinically relevant resistance to first line ARVs in Spain is decreasing, and lower than the one
expected looking at TDR using the WHO list. Resistance to first-line Pls falls below 1%, so the recommendation of screening
for TDR in the protease gene should be questioned in our setting. Cost-effectiveness studies need to be carried out to
inform evidence-based recommendations.
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profile of HIV infection [8,9], and is an excellent scenario to

characterise the prevalence of TDR over time in Spain. Two
p

previous analyses of viral sequences in CoRIS were carried out for

the periods 2004-2008 and 2007-2010, and have been published

Introduction

HIV drug resistance due to transmitted mutations in the reverse
transcriptase (RT) and protease (Pro) regions has been associated

with a higher risk of virological failure to first line antiretroviral
therapy (ART) [1], having a greater impact for initial regimens
containing a non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor
(NNRTTI) [2]. Testing for transmitted drug resistance (TDR) in
newly diagnosed patients with HIV is strongly recommended by
treatment guidelines [3-6], as it has shown to be cost-effective, in
terms of gain in quality-adjusted life year (QALYs) when drug
resistance prevalence is over 1-5% [7].

The Spanish cohort of naive HIV infected individuals (CoRIS)
offers relevant information about the current epidemiological

PLOS ONE | www.plosone.org

elsewhere [10,11]. For these two previous studies, we used the
2009 update World Health Organization (WHO) comprehensive
list of mutations [12], which has been also widely used for TDR
evaluation [13-16]

WHO mutations list has overcome the major limitation of TDR
studies across the world, thus providing high levels of standard-
ization into these studies. However, it defines TDR to the different
classes of antiretroviral drugs based on the presence of at least one
mutation related to drug resistance, while first line treatment drugs
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that are currently approved by many of the latest updates of
clinical guidelines, often include compounds, for which more than
one mutation is necessary in order to reduce in vivo drug activity
(e.g, abacavir, and boosted Protease Inhibitors). Further approach-
es, such as the Stanford HIV Drug Resistance Database algorithm,
calculate the effective resistance given the combination of
mutations present in a particular strain, allowing analyzing
clinically relevant resistance to specific antiretroviral drugs (ARVs)
and regimens, providing a complementary and invaluable input
for informing clinical recommendations.

The objective of this study was to analyse clinically relevant
resistance to drugs included in recommended first-line regimens in
Spain (CoRIS) from 2007 to 2011, using the Stanford algorithm,
and compare it to TDR, defined by the WHO list of mutations.

Patients and Methods

CoRIS is an open, multicentre, prospective cohort of HIV-
positive, antiretroviral-naive subjects over 13 years of age,
including both seroprevalent and seroconverter patients. Subjects
are recruited and followed up in 31 HIV units from 13 of the 17
Autonomous Communities of Spain. Ethics approval was obtained
from participating sites and a written informed consent was
obtained from every patient included in the study. Detailed
descriptions of the cohort have been previously published [8,9]. As
part of the cohort data collection process, which began in 2004,
sites are asked every year to provide a FASTA viral sequence,
encoding the HIV protease and RT obtained at the time of
inclusion, available from routine resistance testing. As of October
2011, 23 sites from 10 Autonomous Communities were collabo-
rating in the collection of FASTA sequences. In the cohort-
coordinating centre, these sequences are linked to clinical and
epidemiological data of the patient. Further, the cohort coordi-
nating centre double checks that dates of FASTA sample
collection are previous to initiation of ART. Study period for this
analysis was from January 2007 to October 2011 and only naive
patients with availability of a FASTA sequence of medium or high
quality were included. Sequence data may be available to qualified
researchers upon request.

Clinically relevant drug resistance to the first line antiretrovirals
(ARVs) included in recommended first-line regimens in Spain as of
current guidelines [6] [abacavir, emtricitabine, lamivudine and
tenofovir, (Nucleoside Analogue Reverse Transcriptase Inhibitors,
NRTIs), efavirenz and nevirapine (Non-Nucleoside Analogue
Reverse Transcriptase Inhibitors, NNRTTs), atazanavir, darunavir
and lopinavir (Protease Inhibitors, Pls)] was evaluated using the
Stanford Database algorithm [17]. For analysis, Stanford HIVdb
“Low-level resistance”, “Intermediate resistance” and “High-level
resistance” categories were considered as ‘“Resistant”, while
“Susceptible”” and “Potential Low Level Resistance” were pooled
into Susceptible. For subsequent genotypic sensitivity score (GSS)
analysis, “Susceptible” and “Potential Low Level Resistance”
were scored as 1, “Low Level Resistance” and “Intermediate
Resistance” were pooled into Intermediate and scored as 0.5, and
“High Level Resistance” was scored as 0. GSS was calculated
adding individual resistance scores for each first-line drug in the
regimen.

Alternatively, transmitted drug resistance (TDR) associated
mutations were evaluated following the WHO surveillance drug
resistance mutation list updated in 2009 by Bennett and colleagues
[12].

The sample was described using proportion or median
(interquartile range) for categorical and continuous variables,
respectively; and bivariate analysis was performed using Chi

PLOS ONE | www.plosone.org
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Square or Kruskall-Wallis test as appropriate. Resistance muta-
tions were described using prevalence, and the corresponding
confidence intervals were calculated with an analytically derived
variance estimator. Their linear trend over the study period was
analysed using chi-square test for trend. Significance level was 5%.
All the analyses were conducted using Stata software (V.11.1,
Stata Corporation, College Station, Texas, USA).

Results

A total of 23 out of the 28 centres in CoRIS contributed FASTA
sequences from 2007 to 2011. These centres provided 7,351
patients, 92.2% of the CoRIS cohort, and a complete naive
sequence was submitted for 2,781 (37.8%). Compared to the total
cohort, those with an available FASTA sequence were younger
(median age 33.9 vs. 34.9), more frequently males (88.3% vs.
83.9%), infected through sex between men (69.2% vs. 58.9%),
with a higher educational level (63.5% vs. 56.2%), originating
from Spain compared to other regions (70.1% vs. 68.0%), and
recruited in earlier stages of HIV disease progression (CD4 count
at recruitment 424 vs. 323 cells/mm ). All differences were
statistically significant at p<<0.01.

A description of the study population by year in which sample
for sequencing was obtained is shown in Table 1. An increase in
the proportion of men who have sex with men (MSM), of subjects
with a higher education, and of patients at earlier CDC stages and
higher CD4 counts was observed over time. Median time from
cohort entry to resistance study was -1 day (IQR: -21 to 13).

Transmitted Drug Resistance (TDR) according to the
WHO list

A total of 221 patients had at least one mutation among those
contained in the WHO surveillance list, giving a prevalence of
TDR of 7.9% (95%Confidence Interval: 6.9-9.0). Regarding
mutations affecting specific ARV classes, similar prevalence of
TDR was found for nucleoside reverse transcriptase inhibitors
(NRTIs) and non-NRTIs (NNRTIs), being 3.6% (2.9-4.3) for
NRTIs and 3.7% (3.0-4.7) for NNRTIs. TDR to protease
inhibitors (PIs) was less prevalent, of 1.7% (1.2-2.2). Figure 1
shows prevalence of TDR for each ARV class throughout the
study period. TDR to NNRTIs decreased from 5.2% in 2007 to
2.8% in 2011, although the trend was not statistically significant.
TDR to more than one class of ARV was uncommon; 1.0% (0.6
1.3) and 0.1% (0.0-0.2) of the subjects showed TDR to a
minimum of two or three ARV classes, respectively. TDR to two
ARV classes decreased from 1.5% in 2007 to 0.3% in 2011, but
again was not statistically significant.

Table 2 shows prevalence of specific mutations in the WHO
surveillance list. The main mutation related to TDR to NNRTI
was K103N/S, which had a prevalence of 2.8% (2.2-3.4). Three
mutations were identified as being mainly responsible for TDR to
NRTIs: T215 revertants (C/D/E/N/I/V/S) (1.3%; 0.9-1.8),
M41L (1.2%; 0.8-1.5) and K219EQNR (1.0%; 0.7-1.4). For PIs,
the mutation mainly responsible for TDR was M46IL (0.9%; 0.6
1.3). Of interest, a single mutation (singleton) was responsible for
TDR to NRTIs, NNRTIs or PlIs in 55.5%, 85.3% and 93.8% of
the cases.

Clinically relevant resistance to first-line drugs according
to the Stanford Algorithm

When investigating clinically relevant resistance to ARV drugs
that make part of recommended initial regimens, the number of
patients that showed any resistance was 188, for a total prevalence
of 6.8% (5.8-7.7). Prevalence of clinically relevant resistance to
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Table 1. Baseline characteristics of the study population.

Clinically Relevant Resistance to First Line Antiretroviral Regimens

2007 2008 2009 2010 2011 Total
(N=484) (N=582) (N =596) (N=756) (N=363) (N=2,781) p
n (%) n % n % n % n % n %
Sex (Male) 436 90.1 481 82.6 529 88.8 683 90.3 326 89.8 2,455 883 <0.01
Age*, Median (IQR) 33.8(28.3-41.0) 34.3(28.2-41.5)  33.2(28.0-39.7) 34.5(28.5-41.6)  33.8(27.3-42.3) 33.9 (28.2-41.0) 0.37
Mode ?fA IDU 35 7.2 47 8.1 27 4.5 38 50 14 39 161 58
transmission
MSM 321 66.3 347 59.6 429 720 550 728 278 76.6 1,925 69.2 <0.01
Heterosexual 119 246 178 306 126 211 140 185 63 17.4 626 225
Other/NA 9 1.9 10 1.7 14 24 28 37 8 22 69 25
Country of origin  Spain 331 684 408 70.1 435 73.0 513 67.9 262 722 1,949 70.1
Africa 22 45 23 4.0 27 45 23 30 7 19 102 37 0.07
Latin America 106 219 108 186 106 17.8 174 23.0 67 185 561 20.2
Other/unknown 25 52 43 74 28 4.7 46 6.1 27 7.4 169 6.1
Educational level ~Lower 127 26.2 175 30.1 148 248 191 253 88 24.2 729 26.2
Higher 299 61.8 341 586 380 63.7 503 66.5 244 67.2 1,767 63.5 <0.05
Unknown 58 12.0 66 1.3 68 1.4 62 82 31 85 285 10.3
Viral Load* (log ¢/ N 349 429 440 622 291 2,131 0.11
ml)
Median (IQR) 4.5 (4.0-5.1) 4.6 (4.0-5.0) 4.6 (4.0-5.1) 4.6 (4.1-5.1) 4.7 (4.2-5.2) 4.6 (4.1-5.1)
CD4 count * (cells/ N 416 501 503 699 330 2,449 <0.05
mm3)
Median (IQR) 392 (237-604) 371 (223- 559) 396 (251- 593 413 (276-580)  432(260-606) 399 (251-588)
Duration of the Recent infection 43 8.9 47 8.1 51 8.6 70 93 34 9.4 245 88
infection®
Chronic infecion 112 231 121 208 138 23.1 169 223 76 20.9 616 222 0.96
Not evaluable 329 68.0 414 711 407 68.3 517 68.4 253 69.7 1,920 69.0
CDC stage* P/A 402 83.6 492 84.8 537 90.2 658 87.2 326 89.8 2,415 87.1
B 40 83 38 6.6 29 4.9 53 70 23 6.3 183 6.6 <0.05
C 39 8.1 50 8.6 29 4.9 44 58 14 39 176 6.3
History of delayed Yes 149 30.8 205 352 169 284 218 288 114 314 855 30.7
diagnosis
No 248 51.2 277 476 325 54.5 439 58.1 192 53.0 1,481 533 <0.05
Not evaluable 87 18.0 100 172 102 171 29 131 57 15.7 445 16.0

interquartile range.
doi:10.1371/journal.pone.0090710.t001

any first line ARV was lower than TDR for NRTIs [2.3% (1.8

2.9)] and PIs [0.8% (0.4-1.1)], while it increased in the case of
NNRTIs to reach 4.6% (3.8-5.3). In fact, only 70.1% of patients
harboring TDR actually showed any clinically relevant resistance
to first-line drugs. Percentages for NRTTs and PIs were 65.3% and
35.4%, respectively. For NRTIs, the mutations responsible for
having TDR, but without clinically relevant resistance to first line
drugs, were present mainly as singletons: a Thymidine Associated
Mutation (TAM) alone (M41L, n=8; T69D, n=1; K70R, n=1;
L210W, n=4; K219N/Q, n=7), a T215 revertant alone (D/N/S
n=7), a F77L alone (n=2), or a combination of D67N+K219Q
(n=4), or D67N+T69D (n = 1). For PIs, mutations responsible for
these discordances were always detected as singletons (L241, n=1;
D30N, n=1; M46I/L, n=24; F53Y, n=1, V82L, n=2 and
N88D, n=2). On the other hand, the increase in clinically
relevant resistance for NNRTIs was driven mainly by the
combination of two or more mutations that are not present in
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*At the time of the resistance testing; IDU: injecting drug users; MSM: men who have sex with men; P/A: Primoinfection or CDC stage A; NA: Not available; IQR:

the WHO list (VI0I+V108I+H221Y, n=1; A98G+VI179E, n=1;
VI08I+E138A, n=3; VI08I+VI179E, n=2; E138A+V179D,
n=2; EI38A+V179D+Y188H, n=1; V179D+ V1061, n=1),
and in 7 cases by the presence of a A98G singleton.

Figure 2 shows the prevalence of clinically relevant resistance to
first line ARV drugs by ARV class. A significant decrease
(p=10.02) was found from 2007 (8.1%) to 2011 (4.7%), explained
by a borderline statistical significance decrease in both NRTTs and
NNRTI. No trend was found in case of Pls. Primary drug
resistance to two or three ARV classes was low, of 0.8% (0.5-1.2)
and of 0.04% (0.0-0.1), respectively.

For individual first line NRTIs, clinically relevant resistance was
2.2% (1.7-2.8) for abacavir, 0.7% (0.4-1.0) for emtricitabine and
lamivudine, and 1.6% (1.1-2.1) for tenofovir; for first line
NNRTIs, resistance was observed in 4.0% (3.3-4.8) for efavirenz
and 4.6% (3.8-5.3) for nevirapine; finally, for PIs, resistance was
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Figure 1. Prevalence of TDR (WHO SDRM estimates) by antiretroviral class between 2007 and 2011. NRTI: nucleoside reverse
transcriptase inhibitors; NNRTI: non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors; Pl: protease inhibitors. * p value for Chi-square test for trend.

doi:10.1371/journal.pone.0090710.g001

observed in 0.7% (0.4-1.0) for atazanavir, 0.1% (0.0-0.3) for
darunavir, and 0.3% (0.1-0.5) for lopinavir.

Therapeutic barrier to resistance of first-line drug
regimens

Table 3 shows resistance when combining these drugs into first
line recommended regimens. Overall, 188 patients (6.8%) showed

resistance to at least one regimen (GSS =3). Most affected
regimens were those containing NNRTIs with patients showing
resistance between 5.6% and 6.2%, depending on the specific
combination of drugs. Resistance to PI based regimens was less
common, between 2.2% and 2.7%. Of note, only 0.7% to 0.9% of
the PI containing regimens showed two or less fully active drugs.

Pl mutations

(Pv, %) Mutation n (Pv, %)
(0.07) L241 2 (0.07)
(0.29) D30N 1 (0.04)
2.77) V321 2 (0.07)
0.32) M46IL 26 (0.93)
(0.18) 147AV 2 (0.07)
(0.40) F53LY 2 (0.07)
0.11) I54ALMSTV 2 (0.07)
(0.04) V82ACFLMST 5 (0.18)
N83D 1 (0.04)
185V 1 (0.04)
N88DS 2 (0.07)
L90OM 10 (0.36)
(3.13) 1 mut. 45 (1.62)
(0.47) 2 mut. 2 (0.07)
(0.07) =3 mut. 1 (0.04)
(3.0-4.4) Prevalence (95%Cl) 17 (1.2-2.2)
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NRTI: nucleoside reverse transcriptase inhibitors; NNRTI: non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors; Pl: protease inhibitors; Pv: prevalence; mut..mutation. Amino
acide abbreviations: A, alanine; C, cysteine; D, aspartate; E, glutamate; F, phenylalanine; G, glycine; H, histidine; |, isoleucine; K, lysine; L, leucine; M methionine; N,

Table 2. Prevalence of mutations from the WHO transmitted drug resistance surveillance list.
NRTI mutations NNRTI mutations
Mutation N (Pv, %) Mutation n
M41L 32 (1.15) L1001 2
K65R 1 (0.04) K101EP 8
D67EGN 23 (0.83) K103N/S 77
T69D 5 (0.18) Y181CIV 9
K70ER 5 (0.18) Y188CHL 5
L74IV 3 (0.11) G190AES 1
F77L 2 (0.07) P225H 3
Y115F 2 (0.07) M230L 1
M184IV 13 (0.47)

L210W 12 (0.43)

T215REV* 37 (1.33)

T215YF 2 (0.07)

K219EQNR 29 (1.04)

1 mut. 56 (2.01) 1 mut. 87
2 mut. 32 (1.15) 2 mut. 13
=3 mut. 13 (0.47) =3 mut. 2
Prevalence (95%Cl) 3.6 (29-4.3) Prevalence (95%Cl) 37
asparagine; P, proline; Q, glutamine; R, arginine; S, serine; T, threonine; V, valine; W, tryptophan; Y, tyrosine. *=C/D/E/N/IN/S.
doi:10.1371/journal.pone.0090710.t002
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Figure 2. Prevalence of clinically relevant resistance to first line drugs (Stanford HIVdb) by antiretroviral class between 2007 and
2011. NRTI: nucleoside reverse transcriptase inhibitors (abacavir, emtricitabine, lamivudine and tenofovir); NNRTI: non-nucleoside reverse
transcriptase inhibitors (efavirenz and nevirapine); PI: protease inhibitors (atazanavir, darunavir and lopinavir). * p value for Chi-square test for trend.

doi:10.1371/journal.pone.0090710.9g002

Discussion

Our study shows that, in Spain for the period 2007-2011, the
prevalence of clinically relevant resistance to approved first line
ARV drugs analyzed using the Stanford HIV interpretation
system is lower than the one we would expect when looking at the
Transmitted Drug Resistance (TDR) defined in the WHO
mutations list. Moreover, a significant trend to a reduction in
resistance was found, driven by a decrease in resistance to the first
line NNRTTs efavirenz and nevirapine, as well as to the NRTIs
abacavir, emtricitabine, lamivudine, and tenofovir, while resis-
tance to the Pls atazanavir, darunavir and lopinavir, remained

Table 3. Therapeutic barrier of first line ARV regimens using
Stanford Algorithm.

Genotypic Sensitivity Score

ARV regimen
<3 =2
n (%) n (%)
EFV TDF FTC/3TC 155 (5.6) 94 (3.4)
ABC FTC/3TC 157 (5.7) 95 (34)
NVP TDF FTC/3TC 169 6.1) 109 (3.9
ABC FTC/3TC 171 6.2) 109 (3.9)
LPV TDF FTC/3TC 64 (23) 20 0.7)
ABC FTC/3TC 68 (2.5) 20 07)
ATZ TDF FTC/3TC 72 (2.6) 25 0.9)
ABC FTC/3TC 75 2.7) 26 0.9)
DRV TDF FTC/3TC 61 (22) 19 0.7)

ABC FTC/3TC 65 (2.3) 19 07)

* Threshold of the genotypic sensitivity score (GSS) used to consider the strain
as resistant to a given ARV combination. TDF: tenofovir; ABC: abacavir; 3TC:
lamivudine; FTC: emtricitabine; EFV: efavirenz; NVP: nevirapine; LPV: lopinavir;
DRV: darunavir; ATZ: atazanavir.

doi:10.1371/journal.pone.0090710.t003
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stable and very low throughout the whole period. In contrast, no
significant trend in the TDR defined by WHO list has been
observed. Resistance to more than one antiretroviral class was very
uncommon by year 2011.

Many studies have evaluated trends in TDR transmission across
Europe and the US [10,11,13-16,18-21]. The use of the 2009
update of the WHO surveillance recommendations for the
estimation of TDR has brought uniformity to all TDR surveys,
and has had the great benefit of making all these studies
comparable. It also has proved extremely useful for characterizing
the epidemiology of TDR and carrying out population-based
surveillance. However, its correlation with resistance to the
different ARVs is not always straightforward, and further analysis
of these mutations such as the one proposed by the Stanford HIV
Resistance Database, can provide a complementary and useful
input to clinicians, public health professionals and policy makers to
develop evidence-based clinical guidelines.

In our study, TDR was of 7.9%, higher than clinically relevant
resistance to first line drugs (prevalence of 6.8%). This shows that
effective resistance to first line regimens in Spain would lie below
the one we would expect when looking at the list of resistance
mutations surveillance. In fact, up to 30% of patients harboring
TDR did not actually show clinically relevant resistance, being this
percentage higher in the case of PIs (65%) and NRTIs (34%).
Specifically looking at clinical resistance to first line drugs is
therefore relevant and can have important implications.

Clinically relevant resistance to first line PIs remained below 1%
for all years except 2007, and was mostly of intermediate level,
showing that transmitted resistance to Pls is not threatening
effectiveness of Pl-based first line ART in Spain. In agreement
with what was previously suggested by an Irish report [14], our
study greatly supports the hypothesis that there is no need from the
clinical point of view to screen for PI resistance in our setting,
though having the protease sequence may be useful for
epidemiologic studies tracing TDR. A recent study has reported
a misinterpretation of resistance to PIs, with an increase in the
level of transmitted resistance to this class of antiretrovirals when
using the WHO list [22]. In our study we have found that focusing
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only on TDR may also overestimate the impact of circulating
resistances on the clinical effectiveness of first-line PI-containing
regimens. In fact, 93.8% of the patients with TDR to PlIs
harboured a single mutation (singleton) in the protease. For classes
including drugs with a high genetic barrier to resistance, such as
PIs [23], the presence of just one mutation should not preclude its
further use for first line regimens. Specific studies on clinically
relevant mutations would be needed for informing this decision.

In a similar way, we have also shown this effect for NRTTs, with
a prevalence of TDR of 3.6%, and a prevalence of clinically
relevant resistance to first line drugs of 2.3%. Again, singletons
were responsible for these differences (55.5% of the patients with
TDR to NRTIs harboured a single mutation). Abacavir and
tenofovir are the two drugs in the NRTTI class with the best
resistance profile, being the least affected drugs by single
mutations. In fact most of the discordant cases showing TDR
showed resistance to zidovudine or stavudine, two NRTIs that are
no longer included in Spanish and most international recommen-
dations for first line treatment. In contrast, the NNRTT class,
represented for first line with two low genetic barrier drugs,
showed higher clinically relevant resistance than TDR. This
difference was mainly driven by intermediate resistance calls for
efavirenz and/or nevirapine by a combination of two or more
mutations that are not included in the WHO list, or by the
presence of A98G alone.

Evaluating resistance to specific drugs also allows evaluating the
global therapeutic barrier of a regimen, measuring the global
robustness to resistance of a certain combination rather than
resistance to a certain drug. This may be of extreme importance
for evaluating clinical resistance to first line regimens, establishing
recommendations on how resistance testing should be performed
on newly diagnosed patients, and updating treatment guidelines.
In our study, first line NNRTT containing regimens showed the
lowest therapeutic barrier, as 5.6% to 6.2% of the newly diagnosed
patients from CoRIS, showed any degree of resistance to at least
one of the drugs in the regimen. In contrast, the therapeutic
barrier to first line Pl-based regimens was much higher, with
between 2.2% and 2.7% showing any degree of resistance, and
only 0.7% to 0.9% of the patients with two or less active drugs in
the regimen, most of them being fully resistant to emtricitabine or
lamivudine. To our knowledge, this is the first study to estimate the
therapeutic barrier of first line regimens, and our results reinforce
the previously mentioned notion that, in our setting, a reverse
transcriptase-only approach for resistance screening in naive
patients is a strategy that should be considered. Cost-effectiveness
studies evaluating the different strategies are urgently needed to
better inform drug resistance testing recommendations in our
setting. Some other issues, related to the epidemiological value of
having the protease sequence information, should be considered
and modelled in this analysis.

Our study has several limitations. First, we have studied a subset
of patients included in CoRIS, as a FASTA sequence was only
available for 37.8% of the patients. Restricting to years after 2007,
when the recommendation to screen for resistance in all patients
was made, minimises the possibility of selective testing of patients
with higher probability of resistance. Higher testing in younger
males, MSM of Spanish origin and higher education could reflect
clinicians’ preferences and practices and higher agency of these
patients. However, we cannot rule out that selection bias persists at
a certain scale, resulting in an infra-estimation of resistance rates.
Second, our sequencing data have been obtained through
population sequencing and we have not investigated the presence
of minor populations. As minor variants are known to have a
greater impact on resistance to NNRTTs in naive patients [24], it is

PLOS ONE | www.plosone.org

Clinically Relevant Resistance to First Line Antiretroviral Regimens

very unlikely that using this technology our main observations
could have affected resistance to the other classes, in particular for
the PI class. Finally, higher time since HIV infection can limit our
ability to find resistance mutations that were present at infection.
Unfortunately, we did not have information on the date of
infection for most of the patients, although higher CD4 counts,
lower percentage of patients in CDC C stage and a slightly higher
percentage of recent infections in the latter calendar years could
indicate an earlier HIV diagnosis. The fact that we have not found
a decreasing trend in TDR (as of WHO list) indicates that this
bias, if existing, is probably of small magnitude.

In summary, clinically relevant resistance to ART first line
regimens in Spain estimated using the Stanford HIV resistance
database algorithm has been found to be lower than the one we
expected when looking at the WHO surveillance mutations list,
and with a significant trend to a decline through the period 2007
2011. As Pl-based first line regimens have shown the highest
therapeutic barrier and primary resistance to first-line PIs has been
found to be below 1%, we believe that there is a need to question
the recommendation of screening for TDR in the protease gene in
our setting, and that cost-effectiveness studies need to be carried
out to inform evidence-based recommendations.
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