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Resistencias genotipicas en pacientes con infeccion

por el virus de la inmunodeficiencia humana.
Correlacion con las pautas terapéuticas
empleadas en su tratamiento
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Agustin Mayo y Raul Ortiz de Lejarazu
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FUNDAMENTO Y 0BJETIVO: Describir las pautas de tratamiento empleadas en pacientes infectados
por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) de nuestro entorno asistencial y determinar
la prevalencia de resistencias en pacientes en tratamiento antirretroviral, analizando la relacién
entre la aparicion de mutaciones con los regimenes terapéuticos junto con otras variables de
interés.

MATERIAL Y METODO: Se analizaron 191 muestras de pacientes en fracaso virolégico que estaban
recibiendo tratamiento antirretroviral, mediante la técnica de genotipificaciéon LiPA para deter-
minar la presencia de mutaciones en el gen de la retrotranscriptasa (RT) y de la proteasa (P).
Se analizaron las pautas de tratamiento recibido, asi como las variables relevantes en la infec-
cion por el VIH.

ResuLTADOS: La prevalencia global de resistencias fue del 72,32%. Mediante LiPA se detectaron
mutaciones en RT en el 71,43%, y las mas frecuentes fueron M184V, T215Y y L41M. La pre-
valencia de mutaciones en P fue del 53,38%, siendo las V82A, L90M e 184V mas frecuentes
respecto a las mutaciones frente a los farmacos incluidos en la pauta de tratamiento de los pa-
cientes. El 61,02% presentaba una o varias frente a los inhibidores de la transcriptasa inversa,
el 28,81% para los inhibidores de la proteasa y el 23,73% tanto frente a los primeros como a
los segundos.

Se constataron 72 combinaciones terapéuticas diferentes; el tratamiento triple fue la modali-
dad prescrita en el 73,46% de los casos.

ConcLusloNEs: Aun con las limitaciones inherentes a la técnica de LiPA, la prevalencia de resis-
tencias en nuestro estudio fue diferente de la comunicada por otros autores, siendo menor en
el gen P y mayor en Tl. Una alta proporcion de pacientes mostraron mutaciones frente a los far-
macos incluidos en su tratamiento.
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Genotypic resistence in patients infected with HIV and its correlation with therapy

BACKGROUND AND OBJECTIVE: Our goal was to establish the different therapeutic regimens used in
our clinical setting, and to determine the prevalence of genotypic resistances in patients under
antiretroviral therapy, analyzing the relationship between the appearance of mutations and tre-
atments along with other HIV related variables.

MATERIAL AND METHOD: 191 samples from the same number of patients who were on antiretroviral
therapy and virological failure were analyzed. Samples were processed by means of the genoty-
pic technique LiPA in order to study the presence of mutations in the reverse transcriptase (RT)
and the protease (P) genes. Prescribed therapeutic regimens and epidemiological variables re-
levant in HIV infection were also analyzed.

ResuLTs: Overall resistance prevalence was 72.32%. By LiPA, RT mutations were detected in
71.43% of patients, being M184V, T215Y and L41M the most frequent ones. Moreover, P mu-
tations were detected in 59.38% of cases, being V82A, L90OM and 184V the most frequent
ones. 61.02% of the patients presented one or more mutations against the reverse transcripta-
se inhibitors included in their treatment. With regard to protease inhibitors, this fact was docu-
mented in 28.81% of cases, and in 23.73% of patients receiving both reverse transcriptase in-
hibitors and protease inhibitors.

ConcLusions: Although the analysis of the mutation patterns by LiPA has known limitations, the
prevalence of resistances in our study was different from that reported by other authors, being
lower in the P gene and higher in the RT one. Of note, a high proportion of patients showed
mutations against the drugs included in their prescribed treatment.
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Tras casi 2 décadas de estudios clinicos
con distintas opciones terapéuticas, en el
momento actual el tratamiento antirretro-
viral (TAR) con combinaciones de al me-
nos 3 farmacos constituye el tratamiento
de eleccion!?, y se ha observado que su
cumplimiento por parte del paciente de-
sempefia un papel fundamental en la du-
racion de la respuesta. La situacion clini-
ca, la viremia plasmatica y el recuento de
linfocitos CD4 representan los elementos
basicos para establecer las decisiones te-
rapéuticas en los distintos contextos y
para evaluar su eficacia, mientras que la
toxicidad constituye una limitacion para
el cumplimiento del tratamiento®.

Si bien los paneles de expertos han emiti-
do recomendaciones terapéuticas®*® que
han ido variando a lo largo de los afios,
no existe uniformidad ni consenso a la
hora de optar por una modalidad de tra-
tamiento. Por ello, el elevado nimero de
recomendaciones®*®, la aparicion de re-
acciones adversas?, la existencia de inte-
racciones medicamentosas y la idiosin-
crasia de cada paciente potencian la
existencia de la variabilidad en la pres-
cripciéon. Al someter al virus de la inmu-
nodeficiencia humana (VIH) a la presion
selectiva de los farmacos antirretrovirales,
la seleccion de virus con mutaciones de
resistencias se presenta como un feno-
meno probablemente inevitable’#. Cuan-
do a lo largo del seguimiento de un pa-
ciente que recibe tratamiento especifico
no se documenta una supresion de la
carga viral o ésta experimenta un incre-
mento sustancial, nos encontramos ante
una situacion considerada de fracaso vi-
rolégico®1°, circunstancia ante la cual el
estudio de resistencias cobra su mayor
importancia®!-12,

El objetivo del presente estudio es doble:
en primer término, describir las pautas
de tratamiento empleadas en nuestro en-
torno asistencial y, en segundo lugar, de-
tallar la prevalencia de resistencias en
pacientes que reciben tratamiento anti-
rretroviral, analizando la relacion entre la
aparicion de mutaciones con los regime-
nes terapéuticos administrados junto con
otras variables de interés.
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Fig.1. Frecuencia de mutaciones resistentes a inhibidores de la retrotranscriptasa.

Material y método

En el periodo comprendido entre septiembre de 1996
y marzo de 2003 se recibieron 432 muestras en
nuestro laboratorio para el estudio de resistencias ge-
notipicas; de ellas se seleccionaron las muestras de
plasma correspondientes a pacientes en los que se
constatd, seglin el volante de peticién, que estaban
recibiendo TAR (191 muestras correspondientes a
un numero igual de pacientes).

La carga viral (CV) se determind mediante la técnica
Cobas Amplicor HIV-1 Monitor™ Test (Roche Molecu-
lar Systems, Branchburg, NJ, EE.UU.)** y posterior-
mente se estudié la aparicion de resistencias mediante
la técnica LIPA (VERSANT® HIV-1 RT Resistance As-
say, VERSANT® HIV-1 Protease Resistance Assay, Ba-
yer Corporation. Tarrytown, NY, EE.UU.)**15, que con-
siste en una hibridacién reversa después de una
reaccion en cadena de la polimerasa cuyo soporte son
tiras de nitrocelulosa con sondas de oligonucleétidos
especificos inmovilizadas en lineas paralelas. Esta téc-
nica permite el estudio de las posibles mutaciones en
los codones, 41, 69, 70, 74, 75, 103, 106, 151, 181,
184 y 215 del gen de la retrotranscripasa (LiPA RT) y
en los correspondientes 30, 46, 48, 50, 54, 82, 84 y
90 para el gen de la proteasa (LiPA P), que segln se
ha documentado se asocian a resistencia para farma-
cos inhibidores de transcriptasa inversa (ITl), tanto
analogos de los nuclessidos (ITIAN) como no andlogos
de los nucledsidos (ITINAN), e inhibidores de proteasa
(IP), respectivamente.

Para la interpretacion de las mutaciones encontradas
se siguieron, ademaés de las recomendaciones del fa-
bricante!*®, las recomendaciones contenidas en la
Guia para el manejo de resistencias en la infeccion
por el VIH y de la farmacocinética de los antirretrovi-
rales'®, asi como guias de interpretacion de distintas
compafias!’ 18, guias de sociedades internacionales®®
y algoritmos de interpretacion de distintas webs ofi-
ciales®.

Andlisis estadistico

Para el andlisis de los resultados se empleé el progra-
ma estadistico SPSS version 9.0 para Windows. Se
realizé6 un estudio descriptivo de las diferentes varia-
bles. Los intervalos de confianza (IC) del 95% se cal-
cularon mediante los métodos de Fleiss?! y Dia-
mond??, empleando una macro desarrollada por
Domenech et al?®. La comparacién de las variables
categoricas se realizd mediante la prueba de la x*y
se establecié un nivel de significacién de p menor de
0,05.

Resultados

Recibimos 432 muestras para el estudio
de resistencias genotipicas, que segun el
tratamiento se distribuyeron en 3 grupos:
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a) pacientes nunca tratados, es decir,
aquellos que no habian recibido TAR
previamente (148 muestras [34,26%]);
b) pacientes con tratamiento desconoci-
do, esto es, aquellos que habian recibido
alguna vez tratamiento pero éste no
constaba en el volante de solicitud (93
muestras [21,53%]); y C) pacientes en
tratamiento; es decir, aquellos que en los
que en el volante de solicitud se docu-
menté que estaban recibiendo TAR (191
muestras [44,21%]).

En la tabla 1 se detalla la distribucion de
las variables epidemiolégicas y asistencia-
les (sexo, afio de diagnostico, factor de
riesgo y hospital de origen), asi como su
categorizacion en funcion de variables cli-
nicas (estadio de la infeccién por el VIH),
virolégicas (CV) e inmunolégicas de los
191 individuos analizados en el presente
estudio. En el momento de realizarlo, el
31,94% (IC del 95%, 25,19-38,69) de los
pacientes presentaban valores de CV su-
periores a 100.000 copias ARN/ml (me-
diana: 62.500 copias ARN/ml; moda >
100.000 copias ARN/ml) y un 39,26% (IC
del 95%, 32,19-46,33) mostraban un re-
cuento inferior a 200 linfocitos CD 4/ul.

En lo referente al TAR, en los 191 indivi-
duos se registro la existencia de 72 combi-
naciones terapéuticas diferentes. Destaca
que un 76,43% (IC del 95%, 70,29-82,57)
recibia un tratamiento triple, un 13,08%
(IC del 95%, 8,20-19,96) seguia trata-
miento cuadruple, el 6,80% (IC del 95%,
3,16-10,44) biterapia, el 2,09% (IC del
95%, 0,02-4,16) tratamiento con 5 farma-
cos antivirales; los extremos, esto es, mo-
noterapia y tratamiento con 6 antivirales,
fueron muy poco frecuentes: un 1,04% (IC
del 95%, 0-2,51) y un 0,52% (IC del 95%,
0-1,56) respectivamente.

En 14 ocasiones no se procedié al estu-
dio de resistencias por baja CV (< 1.000
copias ARN/ml). En las 177 muestras en
las que se realiz6 el estudio de resisten-

TABLA'1

Caracteristicas demograficas de los
pacientes en fracaso terapéutico
(n=191)

Variables epidemiolégicas Numero (%)

Sexo

Varones 143 (74,87)

Mujeres 48 (25,13)
Afio del diagndstico

Antes de 1998 86 (45,02)

Desde 1998 10 (5,23)

Sin datos 98 (51,30)
Factor de riesgo

ADVP 50 (26,17)

Via sexual 23 (12,04)

Transmision vertical 9(4,71)

Transfusion sanguinea 9(4,71)

Sin datos 100 (52,35)
Hospital de origen:

HUV 55 (28,80)

HRH 67 (35,07)

CP 18 (9,42)

Otros 51 (26,71)
Carga viral (copias ARN/mI)

< 100.000 130 (68,06)

>100.000 61 (31,94)
Linfocitos CD 4/ul

<200 75 (39,26)

> 200 116 (60,74)
Estadio de la infeccion por el VIH

Sida 79 (41,36)

No sida 63 (32,98)

Sin datos 49 (25,66)

ADVP: adiccién a drogas por via parenteral: HUV: Hospital
Universitario de Valladolid; HRH: Hospital Rio Ortega de Valla-
dolid; CP: centros penitenciarios; VIH: virus de inmunodefi-
ciencia humana.

cias no se detectaron resistencias frente
a farmacos antirretrovirales en 49 ocasio-
nes (27,68%; IC del 95%, 20,96-34,40),
en /5 casos (42,38%; IC del 95%,
34,94-49,80) se encontraron resistencias
tanto para IP como para ITIAN, y en 2
casos (1,12%; IC del 95%, 0-2,72) se
encontraron mutaciones de resistencias
para ambas clases de ITl; en ninguna
ocasion se hallaron resistencias aisladas
a los ITINAN, ni asociacion de resisten-
cias a ITINAN e IP (tabla 2).

En el estudio de las mutaciones encontra-
das en el gen de la Tl, 16 muestras
(8,38%; IC del 95%, 4,37-12,39) no pudie-
ron amplificarse mediante LiPA. De las 161
muestras restantes, 46 casos (28,57%; IC
del 95%, 21,45-35,69), mostraron geno-
tipo natural, mientras que 115 (71,43%;
IC del 95%, 64,31-77,55) presentaban di-

TABLA 2

Distribucion de resistencias
entre los pacientes tratados

Resi ias que pre t: NG (%)
ITIAN 38(21,47)
ITINAN -

P 13 (7,34)
ITIAN + ITINAN 2(1,12)

ITIAN + IP 75 (42,38)
ITINAN + IP -

Sin resistencias 49 (27,68)

ITIAN: inhibidores de la transcriptasa inversa anélogos de los
nucleosidos;

ITINAN: inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de
los nucledsidos;

IP: inhibidores de la proteasa.
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versas mutaciones. Al valorar la frecuen-
cia absoluta de aparicion de mutaciones,
la mas frecuentemente encontrada fue
M184V, con 66 casos (40,99%; IC del
95%, 33,24-48,75), seguida de T215Y en
62 casos (38,50%; IC del 95%, 30,84-
46,18), L41IM en 42 muestras (26,08%; IC
del 95%, 19,17-33,01), K70R en 36 mues-
tras (22,36%; IC del 95% 15,79-28,93)
(fig. 1).

Al valorar la asociaciéon entre estas muta-
ciones y el TAR en el momento del estu-
dio encontramos que presentaba muta-
ciones frente a los antirretrovirales [Tl
incluidos en su régimen terapéutico un
61,02% de los pacientes, y cabe desta-
car que el porcentaje de pacientes que
presentaban mutaciones frente a 2 far-
macos ITl incluidos en su tratamiento al-
canz6 el 30,51%. Si desglosamos los tra-
tamientos en sus farmacos elementales,
un 64,89% de los pacientes que recibian
lamivudina y un 62,14% de los que to-
maban estavudina, presentaban mutacio-
nes frente a ellos (tabla 3). Cabe afadir
en este sentido la frecuencia de asocia-
cién de resistencias a abacavir, zidovudi-
na y estavudina, que se encontré en 22
casos (13,66%).

En el LIPA P no se pudo amplificar el
ARN virico de 14 muestras (7,90%; IC
del 95%, 3,85-11,97). De las 163 mues-
tras analizadas, 76 (46,62%; IC del 95%,
38,81-54,44) no presentaban mutacio-
nes, frente a 87 casos (53,38%; IC del
95%, 45,59-61,18) que mostraban geno-
tipo mutado. Las mutaciones mas fre-
cuentes, considerando la frecuencia ab-
soluta, fueron: V82A en 37 ocasiones
(22,70%, IC del 95%, 16,13-29,26),
L90OM en 36 casos (22,08%; IC del 95%,
15,59-28,58) y M46l e 184V detectadas
en 20 ocasiones cada una (12,27%; IC
del 95%, 7,13-17,40). Los patrones de
mutaciones maéas prevalentes fueron los
que presentaban Unicamente la muta-
cion V82A, con 13 pacientes (7,97%; IC
del 95%, 3,73-12,21), y la mutacion
L9OM en 11 casos (6,74%; IC del 95%,
2,82-10,68) (fig. 2).

Asimismo, se analizaron las resistencias
encontradas en relacion con los IP que
estaban tomando los pacientes en el mo-
mento del estudio; en un 28,81% de los
casos se detectaron mutaciones de resis-
tencia frente a farmacos IP incluidos en
el TAR, y en un 23,73% de los casos el
paciente presentaba mutaciones frente a
farmacos ITl e IP incluidos en su régimen
terapéutico. Al analizar cada farmaco IP
por separado se observd la existencia de
asociacion entre el tratamiento con deter-
minados antirretrovirales y la aparicion de
mutaciones de resistencia frente a ellos;
destaca el caso del nelfinavir, en el que
el 63,89% de los pacientes que lo reci-
bian presentaban mutaciones frente a él
(tabla 3). Cabe sefialar la asociacion de

"

25
22,70% 22,08%
20
2
% 15
o 12,27% 12,27%
&
10
7,36%
6,75%
5_
3,06%
0,61% 0,61%
D30N  M46l G48V 154V 184V V82F V82A V82T  L9OM
Mutaciones

Fig. 2. Frecuencia de mutaciones asociadas a inhibidores de la proteasa.

resistencias frente a indinavir y ritonavir
en 35 ocasiones (21,47%); en 2 de ellas
los pacientes estaban siendo tratados
con ambos farmacos y en 13 ocasiones
los pacientes recibian tratamiento con
uno de los 2 farmacos. En 37 ocasiones
(22,69%) se encontré asociacion de re-
sistencias frente al nelfinavir y al saquina-
vir.

Discusion

El TAR que los pacientes recibian en el
momento de la solicitud de la determina-
cion de resistencias muestra una impor-
tante variabilidad de prescripcion en la
practica clinica asistencial. La evolucion
en el tiempo de las distintas modalidades
terapéuticas se correlaciona con las reco-
mendaciones realizadas por los paneles
de expertos a lo largo de los afios®*5. El
tratamiento triple ha sido la modalidad
mas prescrita a los pacientes de nuestro
estudio (el 76,43% de los pacientes), lo
que concuerda con las referidas reco-
mendaciones. Asimismo es importante

TABLA 3

destacar el porcentaje de solicitudes en
las que se registran tratamientos dobles
(6,80%). Aun siendo conscientes de la
validez de nuestros hallazgos, éstos de-
ben ponderarse con la precaucion exigi-
ble a un estudio basado en la préactica
asistencial de un laboratorio de diagnosti-
co microbiolégico.

Del anélisis pormenorizado de los datos
referentes a los farmacos empleados se
ha podido constatar que la utilizacion de
2 ITIAN combinados con un IP fue la
combinacion terapéutica mas frecuente-
mente empleada (el 41,05% de los ca-
s0s), seguida por la prescripcion de 2
ITIAN con un ITINAN (26,32%). Este ha-
llazgo concuerda con lo referido por la
mayoria de autores, tanto en estudios na-
cionales*®2426 como internacionales?.
Conviene sefialar la variabilidad en los
tratamientos previamente instaurados a
la realizacion de la primera determina-
cién de CV en nuestro centro. Resulta
comprensible que la monoterapia con zi-
dovudina fuese hasta 1997 la modalidad
recibida por la quinta parte de los pa-

Asociacion entre el consumo de inhibidores de la transcriptasa inversa
e inhibidores de la proteasa y la creacién de resistencias

Farmaco N.° de pacientes | Resistentes al farmaco Otras resistencias | Sin resistencias
(%) (%) (%)
Inhibidor de la
transcriptasa inversa
Lamivudina 94 61 (64,89) 6 (6,38) 27 (28,72)
Abacavir 8 8 (100) - -
Zidovudina 62 27 (43,55) 12 (19,35) 23 (37,10)
Estavudina 103 64 (62,14) 3(2,91) 36 (34,95)
Zalcitabina 7 1(14,29) - 6(85,71)
Didanosina 60 7(11,67) 29 (48,33) 24 (40,00)
Delavirdina 3 - - 3(100)
Efavirenz 30 2(6,67) 26 (86,67) 2(0,85)
Nevirapina 35 - 24 (68,57) 11 (31,43)
Inhibidor de la proteasa 50 16 (32,00) 10 (20,00) 24 (48,00)
Lopinavir 2 - 2 (100) -
Nelfinavir 36 23 (63,89) 7 (19,44) 6 (16,67)
Ritonavir 36 14 (38,89) 10 (27,78) 12 (33,33)
Saquinavir 20 6 (30,00 ) 11 (55,00) 3(15,00)
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cientes y que en menor proporcion se si-
tuasen otras opciones terapéuticas, cuya
implantacién fue progresiva; estos he-
chos han estado condicionados por las
aportaciones de estudios pioneros en
este ambito?®?°. En este punto cabe co-
mentar que diversos trabajos publica-
dos*% establecen una relacién conclu-
yente entre el primer TAR que recibe un
paciente y su duracién y la eficacia de los
siguientes tratamientos. Nuestro estudio
no ha permitido evaluar la frecuencia de
los cambios terapéuticos ni la eficacia de
los segundos y siguientes tratamientos.
Merece sefialarse el interés que suscita
la posibilidad de disponer de esta infor-
macion para el proceso de disefio de un
volante uniforme para implantar las técni-
cas de deteccién de resistencias frente a
antirretrovirales en el ambito del territorio
de los diversos sistemas autonémicos de
salud3!.

La prevalencia de resistencias encontra-
das en el presente trabajo se sitla por
debajo de lo comunicado por algunos au-
tores®?35,. La utilizacién de LiPA como
método diagndstico constituye una limita-
cién importante de este trabajo respecto
a la obtencién de la secuencia completa
de la proteasa y de buena parte de la RT
mediante secuenciacion automéatica, tal
como han demostrado Yahi et al®? en una
serie reclutada en Marsella y Gallego et
al®® en un estudio multicéntrico espariol.
Una posible causa de esta baja prevalen-
cia podria ser la deteccion de «falsos ne-
gativos», ya que esta descrito que un lap-
so de tiempo superior a 15 dias entre el
abandono del tratamiento y la deteccion
de resistencias permitiria el recambio de la
poblacién virica, de forma que subpobla-
ciones «naturales» pasasen a ser predo-
minantes®®. En este sentido seria esencial
controlar el cumplimiento del tratamiento,
parametro cuya medida no esta optimiza-
da ni implantada actualmente en el se-
guimiento de estos pacientes. La contri-
bucion de Descamps et al®’, en la que se
monitoriza este factor mediante 2 estrate-
gias, asocia la ausencia de mutaciones
en pacientes que fracasan con la falta de
cumplimiento. Mas importante si cabe es
la contribucién de Bangsberg et al,
quienes, al valorar el cumplimiento tera-
péutico como posible factor inductor de
resistencias, observan que en pacientes
en que es bueno pero que no presentan
supresion virica, o sea, en fracaso virolégi-
co, la creacion de resistencias ante farma-
cos antirretrovirales es significativamente
superior a la que se genera en pacientes
poco 0 no adherentes al tratamiento, y
mayor también que en los pacientes que
seguian periodos cortos de tratamiento.
Esto contrasta con la opinién de expertos
que desaconsejan la préactica de paradas
técnicas en el tratamiento de pacientes
por elevar la existencia de mutaciones de
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resistencia y favorecer la progresion de la
enfermedad®“°. La asociacion entre la
aparicion de mutaciones y los farmacos
administrados se document6 en un gran
numero de casos; incluso algunos pa-
cientes estaban siendo tratados con mas
de un farmaco frente a los que presenta-
ban mutaciones. Esta situacion de trata-
miento incorrecto se debe en parte a que
un namero importante de mutaciones que
hoy sabemos otorgan resistencia frente a
farmacos antirretrovirales en afios ante-
riores se consideraron bandas de genoti-
po natural o bandas de resistencias se-
cundarias. EI Plan Nacional sobre el sida
valor6 la elaboracion de una base de da-
tos nacional de resistencias y la limitacion
principal ya entonces apuntada se ha vis-
to confirmada con posterioridad. Nuestro
pais no difiere sustancialmente de otros
de nuestro entorno y sera el esfuerzo in-
ternacional el que acabe imponiéndose
en este ambito. No obstante, contribucio-
nes como la presente creemos que ayu-
dan a perfilar de manera préctica la reali-
dad asistencial.
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