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INTRODUCCION. La prevalencia de mutaciones primarias de
resistencia varia segun los estudios. Analizamos dicha
prevalencia, asi como los subtipos del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) en nuestra area.
METopos. Estudio prospectivo en el que se realiza un test
genotipico (Trugene HIV-1 genotyping kit, Bayer
Healthcare Diagnostics) de resistencias e identificacion del
subtipo de VIH a todos los pacientes diagnosticados de
infeccion por VIH en la provincia de Malaga durante

el aino 2005.

ResuLTADOS. Se diagnosticaron 172 casos, 6 de ellos
seroconversores recientes. Presentaron mutaciones de
resistencia el 7,8% (intervalo de confianza [IC] del 95%: 3,5;
12,0%) de los 153 pacientes en los que se pudo tener un
test genotipico (6 a los inhibidores de la transcriptasa
inversa no analogos de los nucleésidos [ITINAN], 4 a los
inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de los
nucledsidos [ITIAN], y 3 a los inhibidores de la proteasa
[IP]). El 81,8% de los pacientes tenian subtipo B del VIH

y el 18,1% no B (51,8% de ellos eran subsaharianos en los
que la prevalencia de este subtipo fue del 73,6%). Entre los
pacientes europeos solo los espainoles presentaron
subtipo no B (prevalencia del 7,7%). El anico factor que se
asocio con mutaciones de resistencia fue la seroconversion
(odds ratio [ORI: 9,2; IC 95%: 1,3-61,9; p < 0,02).
ConcLUSIONES. La prevalencia de mutaciones de resistencia
en pacientes con nuevo diagndstico de infeccion por

el VIH en la provincia de Malaga no es despreciable,

y la seroconversion es el unico factor que se asocio a su
presencia. Destaca la alta prevalencia de VIH subtipo no B en
la poblacién espaiola. Con estos datos se debe recomendar
la realizacion de tests genotipicos de resistencia en todos
los nuevos diagndsticos de nuestra area.
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Prevalence of primary resistance mutations in patients
with newly diagnosed HIV infection in the province
of Malaga (Spain)

INTRODUCTION. The reported prevalence of primary
resistance mutations differs between studies. An analysis
was performed to determine the prevalence of primary
resistance mutations and HIV subtypes in our area.
MEeTHoDS. Prospective study performed in all patients
diagnosed with HIV in the year 2005 in the province of
Malaga (Spain). Plasma samples from these patients were
tested for genotypic resistance (TruGene HIV-1 genotyping
kit; Bayer Healthcare Diagnostics) and HIV subtype.
ResuLTs. A total of 172 cases were diagnosed, 6 of them
recent seroconvertors. Genotype resistance testing
disclosed resistance mutations in 7.8% (95% Cl 3.5-12.0%)
of 153 patients in which it was performed (6 to NNRTIs,

4 to NRTIs, and 3 to Pls). HIV subtype was B in 81.8% of
patients, and non-B in 18.1% (51.8% of them of
sub-Saharan origin, in whom the prevalence of this
subtype was 73.6%). Among European patients, only those
from Spain presented the non-B subtype (prevalence
7.4%). The only factor related with the presence of
resistance mutations was seroconversion (OR 9.2;

95% Cl 1.3-61.9; P < .02).

ConcLusions. There was a considerable prevalence of
primary resistance mutations in patients with newly
diagnosed HIV infection in Malaga province, with
seroconversion being the only related factor. The high
prevalence of the non-B HIV subtype in the Spanish
population is noteworthy. Genotype resistance testing is
recommendable in all newly diagnosed HIV patients in our
area.

Key words: HIV infection. Primary resistance mutations.
Seroconverters. HIV subtypes.

Introduccion

La prevalencia de resistencias primarias del VIH a los
antirretrovirales oscila, segtn las series, entre menos del
1y més del 20%'7 y en Espana entre el 3 y el 15%%!. Este
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porcentaje varia dependiendo del ano del estudio y de si se
realiza en pacientes con infecciones recientes (primoinfec-
cion, seroconversores recientes, etc.) o en pacientes naive
con infeccién créonica. Aunque los datos aportados por la li-
teratura médica no son concluyentes, con la generaliza-
cién del uso del tratamiento antirretroviral (TAR) podria
estar aumentando el riesgo de transmisién de cepas resis-
tentes al virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)57,
lo que tiene una gran trascendencia clinica por su implica-
cion determinante en la respuesta al TAR, sobre todo a la
hora de iniciar el primer régimen?712. Por otra parte, hay
que tener en cuenta el fenémeno emergente de la emigra-
cién, que puede cambiar algunos pardmetros como es el
subtipo genético del VIH®1!, Los estudios de cohortes de
nuevos diagnésticos de infeccién por VIH que incluyan los
seroconversores recientes son los que nos podrian propor-
cionar informacién sobre las caracteristicas epidemiolégi-
cas de estos pacientes y sus cambios a lo largo del tiempo,
incluidas la aparicién y evolucién de mutaciones de re-
sistencia. En Espana, se dispone de informaci6n de los
nuevos diagnésticos de infeccion por el VIH de pocas co-
munidades auténomas'®17, a pesar de que la vigilancia
epidemioldgica basada en la notificacion de la infeccion en
vez del diagnéstico de caso de sida deberia ser el sistema
de eleccion, no sélo para notificar las caracteristicas demo-
graficas y epidemioldgicas de los individuos recientemente
diagnosticados, sino también para prever el impacto de la
enfermedad en los recursos sanitarios!®.

El objetivo de este estudio es conocer la prevalencia de
resistencias primarias genotipicas y los subtipos de VIH
en todos los pacientes diagnosticados de infeccién por el
VIH en la provincia de Malaga durante el afio 2005.

Pacientes y métodos

Poblacion del estudio

Todos los pacientes diagnosticados de infeccién por el VIH durante el
afo 2005 en los seis hospitales publicos de la provincia de Mélaga fue-
ron incluidos en el estudio. La poblacién de referencia de estos hospita-
les es aproximadamente 1.500.000 habitantes y en ellos se atienden de
forma habitual a todos los pacientes con infeccién por el VIH. Se consi-
deraron seroconversores recientes todos los pacientes con infeccién agu-
da y aquéllos con una serologia negativa al VIH en el ultimo afio'®. Se
consideré que tenian enfermedad avanzada aquellos pacientes cuya pri-
mera determinacién de linfocitos CD4 fue menor de 200 céls./pl.

Variables analizadas

Se recogieron datos epidemiolégicos y clinicos de todos los pacientes
incluidos, asi como la primera determinacién de linfocitos CD4 y car-
ga viral del VIH. Se recogié también el namero de casos de sida en el
momento del diagndstico.

Analisis genotipico

A todos los pacientes incluidos en el estudio se les realiz6 un estudio
genotipico en el centro de referencia (Servicio de Microbiologia, Hos-
pital Virgen de la Victoria, de Malaga) mediante secuenciacién del gen
pol del VIH-1 (Trugene HIV-1 genotyping kit; Bayer Healthcare Diag-
nostics, Sistema de secuenciacién de ADN OpenGene®), con el objetivo
de detectar las mutaciones genémicas en la region de la proteasa y en
parte de la regién de la transcriptasa inversa del VIH. La resistencia
genotipica fue definida como la presencia de alguna mutacién asocia-
da a resistencia por el consenso de la AIDS Society-USA?’. Las mu-
taciones menores en el gen de la proteasa no se consideraron aso-
ciadas a resistencia, dado que no es posible determinar si son
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variaciones naturales o secundarias a la exposicion a farmacos anti-
rretrovirales.

Analisis filogenético

En todas las muestras estudiadas, una vez obtenida la secuencia, se
realizé el andlisis filogenético mediante el alineamiento de la secuen-
cia del gen pol con un conjunto de secuencias de referencia de los dis-
tintos subtipos genéticos de VIH-1 obtenidos de la base de datos de
Stanford (http:/hivdb.stanford.edu).

Aspectos éticos

El estudio fue aprobado por el comité de ética e investigacion del
centro coordinador (Hospital Virgen de la Victoria). A todos los pa-
cientes se les informé de la naturaleza del estudio y se les pidi6 su con-
sentimiento informado.

Analisis estadistico

Todos los pardmetros del estudio se incluyeron en una base de da-
tos para su posterior andlisis. Se utilizo el test de chi al cuadrado o el
test exacto de Fisher para comparar variables categéricas y la t de
Student o la U de Mann-Whitney para comparar variables continuas.
Para conocer los factores asociados a la presencia de mutaciones de re-
sistencia, se realiz un andlisis de regresion logistica en el que se in-
cluyeron todas aquellas variables con una p < 0,2 en el andlisis uni-
variante. Se utiliz6 el paquete estadistico del programa SPSS® version
12.0 para Windows (SPSS, Chicago, Illinois, Estados Unidos).

Resultados

Un total de 172 pacientes fueron diagnosticados de in-
feccion por el VIH-1 en los centros participantes durante
el afno 2005. No se detectdé ninguin caso de infeccién por el
VIH-2 y sélo hubo 6 casos de seroconversion reciente
(3,5%). En la tabla 1 se muestran las caracteristicas epi-
demiolégicas y clinicas de todos los pacientes. El 38,3% de
los incluidos tenia enfermedad avanzada (linfocitos CD4
< 200 céls./ul en el momento del diagnéstico) y el 55,8% te-
nia un recuento de linfocitos CD4 < 350 céls./ul. Se reali-
z6 un estudio genotipico en 162 casos (94,1%). En 9 de
ellos no se consiguié amplificar la muestra por lo que el
analisis genotipico final incluy6 153 casos. Siguiendo las
normativas de la International AIDS Society (IAS)20,
12 pacientes (7,8%; intervalo de confianza [IC] 95%: 3,5;
12,0%) presentaron mutaciones de resistencia: 6 a los in-
hibidores de la transcriptasa inversa no anélogos de los
nucleésidos (ITINAN), 4 a los inhibidores de la transcrip-
tasa inversa andlogos de los nucleésidos (ITIAN) y 3 a los
inhibidores de la proteasa (IP). En un caso hubo mutacio-
nes a dos familias de fairmacos. En la tabla 2 se muestran
las caracteristicas de estos pacientes.

No hubo diferencias entre los pacientes con mutaciones
de resistencia y sin ellas en ninguna de las variables ana-
lizadas (edad, sexo, nacionalidad, subtipo genético, riesgo
para VIH, recuento de linfocitos CD4, carga viral, caso de
sida, pareja estable, seropositividad y tratamientos o ge-
notipos previos de ésta) salvo la seroconversion. En el ana-
lisis multivariado en el que se incluyeron la edad, sexo, se-
roconversion, caso de sida y recuento de CD4, persistio
significativa la asociacién con la seroconversion (odds ra-
tio [OR]: 9,2; IC 95%: 1,3-61,9; p < 0,02).

Se realiz6 el subtipo del VIH en 149 pacientes. En el
81,8% el subtipo fue B y en el 18,1% no B. La prevalencia
de subtipo no B entre pacientes subsaharianos fue del
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TABLA 1. Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de los 172 pacientes incluidos en el estudio y contraste entre subtipo B y no B

| Subtipo B (n = 125) Subtipono B (n = 27) |

Caracteristica Global (n =172) )

Sexo 0,03

Varones 135 103 (82,4) 17 (62,9)

Hembras 37 22 (17,6) 10 (37,0)
Edad media 37,5 (30,8-42,8) 38,1 (31,9-43,0) 34,8 (26,7-40,9) 0,11
Transmisién VIH 0,0001

Heterosexual 77 (44,7) 46 (36,8) 23 (85,1)

Homosexual 73 (42,4) 62 (49,6) 3(17,6)

Drogadiccion parenteral 17 (9,8) 13 (10,4) 1(5,8)

Otros/desconocido 5(2,9) 4(3,2) -
Nacionalidad 0,0001

Espariola 125 100 9

Subsahariana? 19 3 14

Suramericana® 11 8 1

Europea occidental (no espafiola)® 9 9 0

Marroqui 3 3

Europea oriental? 2 1 1

Otros® 3 1 2
Caso de sida 34 (19,7) 24 (19,2) 5(18,5) 1,0
Recuento de linfocitos CD4 (céls./pl) 347 (100-536) 347 (97-531) 358 (132-586) 0,87
Pacientes con < 350 CD4/ul 96 (55,8) 72 (57,6) 13 (48,1) 0,51
Pacientes con < 200 CD4/ul 66 (38,3) 49 (22,4) 9(33,3) 0,82
ARN-VIH (log10) 4,61 (4,15-5,26) 4,72 (4,23-5,31) 4,45 (4,03-4,98) 0,11
Seroconvertores 6(3,5) 4(3,2) 1(5,8) 1,0
Pareja estable seropositiva 42 (24,4) 28 (22,4) 9(33,3) 0,01
Mutaciones con resistencia’ 12 (7,8) 10(8,1) 2(7,6) 1,0

aSubsaharianos: 13 de Nigeria, 2 de Senegal, 1 de Tanzania, 1 de Ghana, 1 de Camertn, 1 de Costa de Marfil.
bSuramericanos: 3 de Ecuador, 2 de Colombia, 1 de Jamaica, 1 de Paraguay, 1 de la Reptiblica Dominicana, 1 de Venezuela, 1 de Argentina, 1 de Brasil.
¢ Europa occidental: 2 de Francia, 2 de Portugal, 2 de Reino Unido, 1 de Suecia, 1 de Italia, 1 de Alemania.

dEuropa oriental: 1 de Lituania, 1 de Polonia.
¢Otros: 1 de Tailandia, 1 de Libano, 1 de Filipinas.
fRealizadas en 153 casos.

Las variables cualitativas se expresan en n (%) y las cuantitativas en media (IQR).

ARN-VIH: carga viral del virus de la inmunodeficiencia humana.

TABLA 2. Caracteristicas de los pacientes con mutaciones primarias de resistencia

| Sexo/edad | Transmisiéon Nacién | Pareja | Sc | CD4/ARN-VIH Subtipo Mutaciones
Caso 1 F/23 HTX Espana Si Si 500/3,66 B L33F,M46L
Caso 2 F/24 HTX Lituania Si No 226/4,49 no B M184V, K103N
Caso 3 M/43 HTX Espana Si No 616/4,13 no B K103N
Caso 4 M/36 HTX Espafia Si No 547/3,22 B M41L,T215S
Caso 5 M/39 ADVP Espana No No 326/5,40 B LI90M, A71V
Caso 6 M/42 HMX Espafia No No 509/5,70 B K103N
Caso 7 M/43 HTX Espana No No 161/4,49 B Y181C
Caso 8 M/50 HTX Espana No No 328/5,70 B M41L, T215S
Caso 9 M/21 HMX Espania No No 848/3,59 B M41L, T215S
Caso 10 M/28 HMX Espana Si Si 741/4,21 B Y181C
Caso 11 M/27 HMX Espainia No No 340/4,08 B M46L, L33F
Caso 12 M/44 HMX Espana No No 195/4,03 B Y181C

ADVP: transmision por uso de droga por via parenteral; ARN-VIH: carga viral del VIH en logio; CD4: recuento de linfocitos CD4 en céls./ul; F: sexo
femenino; HMX: transmisién homosexual; HTX: transmision heterosexual; M: sexo masculino; Sc: seroconversor reciente.

73,6%. En pacientes de Europa occidental no se identifica-
ron casos de subtipo no B a excepcién de pacientes espafio-
les, en los cuales la prevalencia fue del 7,7%. En la ta-
bla 1 se contrastan las caracteristicas de ambos grupos de
pacientes.

Discusién
En nuestro medio los pacientes con infeccién por el VIH

se atienden de forma mayoritaria en los hospitales publi-
cos, por lo que este estudio es absolutamente representati-

vo de los nuevos diagnésticos de infeccion por el VIH de la
provincia de Mdlaga?'-22,

La primera peculiaridad de este trabajo estriba en el im-
pacto de la emigracién en los nuevos diagnésticos de in-
feccién por el VIH en nuestra drea. Mas del 25% son ex-
tranjeros y hay nada menos que 27 nacionalidades entre
los 172 nuevos diagnésticos. Es de destacar no solamente
el porcentaje de subsaharianos, sino también de surameri-
canos y de sujetos de paises europeos. Este hecho ocurre
de forma similar e incluso més acentuado en otras zo-
nas de nuestro pais?324,
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Como en otros estudios, la mayoria de las nuevas infec-
ciones son por transmision sexual, y ha pasado a un lugar
muy secundario la transmisién parenteral'®18:21,23.24,

Otro aspecto que se repite en el tiempo es el importante
porcentaje de pacientes diagnosticados con enfermedad
avanzada, con un porcentaje elevado de casos de sida ya
en el momento del diagnéstico y con indicacién de iniciar
TAR en més de la mitad de los casos. A pesar de las dis-
tintas campafas oficiales, no se rebaja este porcentaje?®.
Este hecho también se sigue presentando en otros lugares
de forma similar como se refleja en un reciente articulo de
los casos diagnosticados en Inglaterra y Gales?® y en otro
de Estados Unidos?’.

La prevalencia de resistencias primarias en los nuevos
diagnésticos es del 7,8%, afecta a las tres principales fa-
milias de farmacos empleados en el TAR y en un caso afec-
t6 a mas de una familia. Este porcentaje se sittia por enci-
ma del 5%, que es donde algunos expertos ponen el limite
coste-beneficio para la realizacion de estudios genotipicos
en pacientes naive antes de iniciar el TAR?%%,

En este estudio el tnico factor predictor de presentar
mutaciones de resistencias fue la seroconversion reciente.
Este hecho se podria explicar por dos motivos. Por una
parte, son los diagnésticos maés recientes y, por lo tanto,
con mayor probabilidad de infectarse con cepas de pacien-
tes que ya han estado en TAR. Y por otra parte, la reali-
zacion del estudio genotipico cerca del momento de la in-
feccion aumenta las posibilidades de detectar cepas con
mutaciones que confieren peor fitness y que con el paso del
tiempo serdn sustituidas por la cepa salvaje, con lo cual no
se detectarian posteriormente?’. Este hecho no ha sido ob-
servado en otros estudios?!:32,

La frecuencia de resistencias primarias en pacientes nai-
ve puede variar ampliamente en los distintos estudios, en
parte por las poblaciones estudiadas y la metodologia em-
pleadal118132 1,0 que si parece tanto en Europa Occidental
como en Estados Unidos es que las resistencias primarias
se estan incrementando con el paso del tiempo, lo suficien-
te como para que en las dltimas guias del Department of
Health and Human Services (DHHS) de octubre de 2006,
las de la IAS, las recientemente publicadas en Gran Bre-
tana y las de GESIDA-PNS recomienden la realizacién de
un estudio genotipico en todos los pacientes naive antes de
comenzar el TAR si no se tiene un estudio previo?3-36.

Los subtipos de VIH no B son frecuentes en pacientes
procedentes de Africa subsahariana y de otras zonas
del mundo y muy infrecuentes en pacientes de origen
europeo'?. Las diferencias entre los pacientes con subtipo
genéticos B y no B reflejan las caracteristicas propias de
los subsaharianos infectados por el VIH, con mayor fre-
cuencia de mujeres, pareja estable y adquisicién de la in-
feccion por contacto heterosexual. En nuestro estudio es
llamativo el importante porcentaje de pacientes espano-
les con subtipo no B que quizas esté en relacién con cepas
provenientes de otros lugares.

La principal limitacién de este trabajo es que el ambito
en que se ha realizado podria dificultar la extrapolacién de
los resultados a otras zonas del territorio nacional. No obs-
tante, nuestros datos no difieren mucho de los aportados
por la cohorte de la Red de Investigaciéon en Sida (RIS) en
los que el impacto de la inmigracion es similar, aunque
con predominio de los latinoamericanos en contraste con
un predominio de subsaharianos en nuestra serie?.
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En resumen, en nuestro estudio se pone de manifiesto
el cambio de patrén epidemiolégico en los nuevos diag-
nésticos de infeccién por el VIH en nuestra area: reduc-
cion de la drogadiccion parenteral como mecanismo de
transmisién del VIH, impacto de la emigracién en los nue-
vos diagnésticos, aparicién de subtipos no B y aparicién
de mutaciones de resistencia en méas del 5% de los nue-
vos casos, lo que haria recomendable la realizacién de
tests genotipicos en la analitica habitual en el momento
del diagnéstico.

Se necesitan nuevos estudios en poblaciones centinela
como primoinfecciones, seroconversores recientes o nuevos
diagnosticos en distintos lugares de nuestro pais y hacer-
lo a lo largo del tiempo para conocer no solamente las ca-
racteristicas epidemioldgicas de estos nuevos casos, sino
para conocer la evolucién genotipica de las cepas que in-
fectan actualmente a los sujetos susceptibles.
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