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Background: Resistance to antiretroviral therapy is a determining
factor for therapeutic failure in HIV/AIDS. The prevalence of primary resistance (i.e. in those
patients that have not received treatment) varies in different parts of the world. Aim: To study the
prevalence of primary resistance to antiretroviral drugs in patients living in Northern Santiago.
Patients and methods: Viral load, lymphocyte subpopulations by flow cytometry and genotypic
resistance testing were assessed in blood samples from 60 HIV-1 infected patients (mean age 37
years, 54 male). Results: Mean CD4 cell count and viral load was 200 cells/ml and 142,840 RNA
copies/ml respectively. Ten mutations were identified: V179D, L101/V, M361, L63P, A71T/V,
Y115F, V118l and K20R. None of these mutations is associated to a high degree of resistance to
reverse transcriptase inhibitors, nucleoside analogs (NRTI), non nucleoside analogs (NNRTI) or
viral protease inhibitors. Conclusions: This is a first approach to study antiretroviral resistance in
Chilean patients. This study must be amplified, since the prevalence of resistance may experience
changes with time (Rev Méd Chile 2005; 133: 295-301).
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La epidemia de infeccion por el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH/SIDA) ha co-
brado gran relevancia mundial, siendo declarada,
en junio de 2001, una “emergencia de seguridad
mundial”, por la Asamblea General de la Organi-
zacion de las Naciones Unidas (ONU)L.

La pandemia ha crecido invariablemente desde
el primer caso descrito hace ya 20 afios, con 25
millones de individuos fallecidos desde 19811,
Actualmente, mas de 40 millones de personas en el
mundo estan infectadas con el virus. En el afio
2003 hubo 5 millones de nuevas infecciones y se
estima que 3 millones de personas murieron por
causas asociadas a la infeccion VIH/SIDA, repre-
sentando la cuarta causa de muerte en el mundo.
Se estiman 14.000 nuevos casos al dia, de los
cuales, 95% ocurre en paises en vias de desarrollo?.

En Chile, el primer caso fue reportado en 1984
y hasta el 31 de diciembre de 2003 se han
notificado 6.060 infectados y 6.514 pacientes en
etapa SIDAZ2. Se ha informado el fallecimiento de
3.860 personas. La tasa de incidencia acumulada
en Chile es de 43,7 casos por 100.000 habitantes?.

La terapia antirretroviral altamente activa (TAR)
ha cambiado la historia natural de la infeccion
VIH/SIDA, al retardar la evolucién de la enferme-
dad y mejorar la calidad de vida de los individuos
infectados3-5. En Chile se entrega triterapia como
Unico tratamiento desde el afio 2002, con una
cobertura actual de 100%2.

Uno de los principales problemas en la actuali-
dad 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 genéti-
ca, latencia y reactivacion, adaptacion a puertas de
entrada, infeccion de reservorios), junto a una
inadecuada supresion viral (adherencia, farmacoci-
nética) y uso de monoterapia y biterapia previos®’.
La menor susceptibilidad del virus a las drogas esta
asociada a mutaciones en los genes que codifican
para las enzimas transcriptasa reversa y proteasa
viral. La resistencia viral que aparece bajo la
presién de las drogas antirretrovirales en una
persona en tratamiento, se ha denominado resis-
tencia secundaria. La resistencia primaria se obser-
va en los pacientes virgenes a tratamiento como
resultado de la transmision de virus resistente®.

La prevencion, caracterizacion y manejo clini-
co de la resistencia viral determinaron el rapido

desarrollo de nuevas tecnologias para su estudio.
Hoy se dispone de dos metodologias diferentes de
aproximacién a la resistencia del virus a las
drogas: los ensayos de resistencia genotipicos y
fenotipicos. Los tests genotipicos detectan muta-
ciones en el genoma viral asociadas a la aparicion
de resistencia, mientras que los tests fenotipicos
miden la concentracién de farmaco necesaria para
poder inhibir la replicacién viral in vitro8.

El test de genotipificacién es un ensayo basa-
do en la amplificacién genética mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), de las
regiones del genoma del virus implicadas en el
desarrollo de resistencia (gen pol), para luego
analizar su secuencia nucleotidica. La resistencia
genotipica es el término utilizado para describir la
presencia de mutaciones que se traducen en una
reduccién de la sensibilidad a uno o mas farma-
cos. Esta técnica consta de dos etapas: la amplifi-
cacion de la regién especifica por PCR comin a
los test disponibles y la deteccién de mutaciones
que se realiza por tres técnicas diferentes: secuen-
ciacion de ADN, hibridizacién y line probe assay.
La secuenciacion de ADN es el método de
referencia. Se determina la secuencia de nucleéti-
dos de las regiones del genoma amplificado y se
comparan con secuencias de referencia del VIH-1
para determinar la presencia de las diferentes
mutaciones. El test HIV-1 TrueGene™ (Bayer S.A.)
utiliza esta técnica y fue aprobado por la Food
and Drugs Administration (FDA) de Estados Uni-
dos de Norteamérica (EE.UU), el afio 2000, para
uso clinico’8.

Diferentes grupos de expertos europeos Yy
norteamericanos evidencian que la maxima utili-
dad de los tests de resistencia radica en la eleccion
de una nueva terapia frente a fracaso virolégico o
respuesta virolégica sub6ptima®10. La mayoria de
las recomendaciones de estos tests concuerdan en
indicar su uso frente a fracaso viroldgico, respues-
ta virolégica suboptima, embarazadas con los
mismos criterios anteriores, accidentes laborales y
primoinfeccion®10, La indicacién del test en pa-
cientes cronicos, virgenes a tratamiento ha genera-
do controversia. AUn no existe consenso entre los
grupos; la recomendacién depende de la preva-
lencia local de resistencia primaria. Se ha sugerido
su aplicacién con prevalencia de resistencia pri-
maria igual 0o mayor a 5%!! en la poblacién de
referencia.
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En Chile, se reconoce la importancia del test
de resistencia genotipica en eleccion de terapia en
pacientes con falla terapéutica, el que se realiza a
contar de fines de 2001. En la guia clinica
elaborada por el Ministerio de Salud se recomien-
da el uso del test de genatipificacién en pacientes
con fracaso terapéutico o con respuesta virolégica
sub6ptimal?.

Para estimar la real utilidad en el paciente
virgen a terapia antirretroviral se debe conocer la
prevalencia de resistencia en la poblacion chilena,
datos actualmente no disponibles. El objetivo de
este trabajo es establecer, en forma preliminar, la
prevalencia de resistencia primaria en la pobla-
cién de pacientes VIH positivos del area norte de
Santiago.

MATERIAL ¥ METODO

Entre noviembre de 2001 y diciembre de 2002 se
reclutaron 60 pacientes con infeccion VIH/SIDA,
controlados en hospitales del area norte de Santia-
go, para realizar un estudio descriptivo de preva-
lencia de resistencia a antirretrovirales en
pacientes con infeccion VIH/SIDA previo a TAR.

Se incluyeron pacientes mayores de 18 afios,
con infeccién por VIH-1 confirmada en el Centro
Nacional de Referencia para el VIH del Instituto
de Salud Publica, con indicacion de tratamiento
segun recomendaciones internacionales del Cen-
ters for Disease Control (CDC) febrero 200113 y
gue no hubieran recibido antes drogas antirretro-
virales. Se excluyeron pacientes con recuentos de
linfocitos CD4* inferiores a 50 células/mL, carga
viral inferior a 1.000 copias/mL o con alguna
condicién indicadora de SIDA que se estimé
irrecuperable a corto plazo (6 meses). Todos los
pacientes ingresados al estudio firmaron previa-
mente un consentimiento informado.

Antes de iniciar TAR se extrajeron 10 ml de
sangre venosa en tubo con EDTA y se realizaron
los siguientes estudios:

1. Carga Viral (CV). Se determind por técnica
Amplicor 1.5™ (Roche Diagnostics), disponible
en el Laboratorio de Medicina Molecular del
Hospital Clinico de la Universidad de Chile.

2. Cuantificacion de linfocitos TCD4* por citome-
tria de flujo de dos colores. Se realiz6 median-
te protocolo Simultest, disefiado especialmente

para lectura en citometro de flujo Becton-
Dickinson, disponible en la Seccién de Inmu-
nologia del Hospital Clinico de la Universidad
de Chile.

3. Genotipificacion. Se realiz6 mediante el Ensa-
yo Genotipico TRUGENE™ HIV-1 (Bayer S.A.),
disponible en el Laboratorio de Medicina
Molecular del Hospital Clinico de la Universi-
dad de Chile. Este ensayo identifica mutacio-
nes en los genes de las enzimas transcriptasa
reversa y proteasa virales, mediante su secuen-
ciacion.

Andlisis estadistico: se utilizd el programa “Sam-
ple”, considerando una prevalencia aproximada
de resistencia primaria de 4%, exactitud (error tipo
1 o alfa) de 5% e intervalo de confianza de 95%.

REsuLTADOS

Caracteristicas de los pacientes. De un total de 60
pacientes estudiados, la edad promedio fue 37,1
afios (23-60 afios), 90% (54) sexo masculino. El
68,3% (41) de los pacientes presentaba conducta
homosexual o bixesual. Todos los pacientes asis-
tian a control médico en hospitales del area norte
de Santiago. Toda la poblacion en estudio presen-
taba infeccion VIH/SIDA crénica y no habian
recibido drogas antirretrovirales. El 56,7% (34) se
encontraba en etapa SIDA de la Clasificacion CDC
19931, El recuento promedio de CD4 fue de 200,1
células/mL (52-520 células/mL) y la carga viral
promedio fue de 142.840 copias RNA/mL (6.100-
800.000 copias ARN/mL) (Tabla 1).

Andlisis genotipico de resistencia. Se identificaron
un total de 10 mutaciones: V179D, L10I/V, M36l,
L63P, A71T/V, Y115F, V118l y K20R.

Ninguna de las mutaciones encontradas se
asocia a un alto grado de resistencia a inhibidores
de la transcriptasa reversa analogos de nucleési-
dos (ITRN), no analogos de nucledsidos (ITRNN)
o inhibidores de la proteasa viral (IP).

Todas las mutaciones encontradas en el gen de
la proteasa corresponden a mutaciones secunda-
rias asociadas a los IP. La mutacion V179D en el
gen de la transcriptasa reversa, identificada en tres
pacientes (Tabla 2), se asocia a un bajo nivel de
resistencia a los no analogos de nucleésidos. La
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mutacién Y115F, encontrada en el paciente 32
(Tabla 2), se asocia a bajo nivel de resistencia a
abacavir y la presencia de la mutacién V118l en el
paciente 34 (Tabla 2), puede contribuir a la
resistencia a los ITRN.

La mutacion mas frecuente fue L63P (33
pacientes), seguida por L10lI/V (19 pacientes),
M361 (17 pacientes) y A71T/V (8 pacientes) (Tabla
3y Figura 1).

En 9 pacientes (15%) no se encontraron muta-
ciones y en 51 (85%) se encontrd6 una O mas
mutaciones (Tabla 4). En 25 de los 60 pacientes
(41,7%) se encontré una mutacion aislada, en 20
(33,3%) dos mutaciones y en 6 (10%) tres o mas
mutaciones.

Analisis estadisticos evidencian que los pacien-
tes con mutaciones no presentan mayor riesgo de
estar en etapa SIDA, de tener linfocitos CD4 bajo

Tabla 1. Caracteristicas generales de los pacientes

Caracteristica Pacientes (n=60)
Edad

Promedio 37,1 afos

Rango 23-60 afos
Género

Masculino 54 (90%)

Femenino 6 (10%)
Conducta de riesgo

Sexo homo/bisexual 41  (68,3%)

Sexo heterosexual 16 (26,7%)

Uso drogas endovenosas 1 (1,7%)

Otra o desconocida 3 (5%)
Clasificacion CDC

Al-2 9 (15%)

B1-2 17 (28,3%)

SIDA 34 (56,7%)
Carga viral

Promedio 142.840 copias/ml*

Mediana 64.000 copias/ml

Rango 6.100-800.000 copias/ml
Recuento LT CD4*

Promedio 200,05 células/mm3'

Mediana 170,50 células/mm?3

Rango 52-520  células/mm3

Tabla 2. Mutaciones en pacientes VIH/SIDA
previo a terapia antirretroviral

Paciente Mutacion
TR Proteasa

1 - L63P
2 - L63P
3 - L63P
4 - M361, L63P, A71T
5 - L10l, L63P
6 - L63P, A71V
7 - A71T
8 - L10l, L63P
9 V179D L10l, M36l
10 - -
11 - L10l, L63P
12 - -
13 - K20R, M361
14 - M361, L63P
15 - L63P
16 - L10V, M36I
17 - L63P
18 - L63P
19 - L63P, A71T
20 - M361, L63P
21 - L10V, L63P, A71T
22 - -
23 - L1ov
24 - M361, L63P
25 - L10l1
26 - -
27 - M361
28 - -
29 - -
30 - L63P
31 - L10l1
32 Y115F -
33 - L63P, A71V
34 - M361
35 - L10l, M36l
36 - M361
37 - L63P, A71T
38 - L10l, L63P
39 - L10V, L63P
40 - L10l, L63P
41 - L10l, L63P
42 - M361
43 V179D L101, M361, A71T
44 V118l M361, L63P
45 - -
46 - -
47 - M361
48 - L63P
49 - K20R, L63P
50 - M36l1, L63P
51 - L63P
52 - L63P
53 V179D L10l
54 - L10l1
55 - L63P
56 - -
57 - L10l, M36l, L63P
58 - L63P
59 - L10l
60 - L63P

TR: transcriptasa reversa
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Tabla 3. Frecuencia de mutaciones detectadas en
pacientes VIH/SIDA previo a terapia antirretroviral

200 células/mm3 o de presentar CV sobre 100.000
copias/ml, en relacion a los que no tuvieron
mutaciones (Tabla 4).

Mutaciones Pacientes (n=60)
Gen Transcriptasa Reversa DiscUSION
V179D 3 (5%)
Y115F 1 (L7%) La historia natural de la infeccion VIH/SIDA ha
Vv1isl 1 (L7%) cambiado radicalmente desde la introduccién de
Gen Proteasa la TAR. Este éxito ha tenido, sin embargo, conse-
L10I/V 19 (31,7%) cuencias: una alta frecuencia de efectos téxicos
M3e6l 17 (28,3%) asociado a los esquemas de tratamiento y resisten-
L63P 33 (55,0%) cia a las drogas antirretrovirales. Esta Gltima es
ATITIV 8 (13,3%) una de las principales barreras para lograr una
K20R 2 (3.3%) supresion mantenida del virus durante la terapia.
35
33
30
N s |
3 25
19
E 20 1 17
o
S 15
o
o 10 8
Z
51 3 )
1 1
icura 1. Frecuencia
ol Ml o | _ B || Foua L F i
V179D Y115F V118 L10/V  M36l  L63P A71T/V  K20R ?aedan;mi‘;'ons;c?:;f;
terapia antirretroviral.

Tabla 4. Comparacion entre pacientes con y sin mutaciones

Caracteristica Mutaciones p
0 =1

Namero de pacientes 9 (15%) 51 (85%)

Clasificacion CDC
Al-2/Bl1-2 6 (66,6%) 20 (39,2%) p=0,2
SIDA 3 (33,3%) 31 (60,8%)

Recuento CD4
CD4 <200 células/mm3 4 (44,4%) 32 (62,7%) p=0,5
CD4 =200 células/mm?3 5 (66,6%) 19 (37,3%)

Carga viral
CV <100.000 copias/ml 7 (88,8%) 30 (58,8%) p=0,48
CV =100.000 copias/ml 2 (22,2%) 21 (41,2%)
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El aumento de la resistencia primaria obedece
a la transmision de virus resistente a drogas
antirretrovirales. A pesar de que muchos factores
influyen en las diferencias regionales de resisten-
cia primaria, la tasa de transmisibn de virus
resistente estaria asociada inversamente a la dis-
ponibilidad de tratamientos antirretrovirales 6pti-
mos y a la adherencia a ellos. La transmision de
estos virus se ha reportado por diferentes grupos
de investigadores'417. Recientes estudios interna-
cionales, incluso, han detectado la transmisién de
virus con resistencia a mas de una familia de
drogas (multirresistencia a antirretrovirales)?8.

En los pacientes analizados no se encontraron
mutaciones primarias en el gen de la proteasa
viral ni mutaciones asociadas a un alto nivel de
resistencia en el gen de la transcriptasa reversa.
Sin embargo, en 85% de ellos se evidencio, a lo
menos, una mutacion y en 5,8% se detectd una
mutacién (V179D) asociada a bajo nivel de resis-
tencia a los ITRNN. Dentro de las mutaciones
secundarias detectadas, las mas frecuentes corres-
ponden a L63P (55,0%), L10I/V (31,7%), M36l
(28,3%) y A71T/V (13,3%). Chile no cuenta con
datos de prevalencia de resistencia primaria ni de
frecuencia de mutaciones secundarias; éste es el
primer trabajo que reporta alguna informacion al
respecto.

En otros paises latinoamericanos, los estudios
también son escasos y con grupos pequefios de
pacientes. En Argentina se ha encontrado una
prevalencia entre 2,4 y 15,4%, con una frecuencia
de mutaciones secundarias de hasta 90%%°. Estu-
dios, en Brasil, han demostrado una prevalencia
de hasta 2,2% de resistencia a IP, 2,4% a ITRN y
2,1% a ITRNN?C, Las mutaciones secundarias re-
portadas mas frecuentemente en los trabajos
mencionados, no difieren a las encontradas por
nosotros, siendo L63P la més frecuentel®21 pre-
sente en aproximadamente 50% de los pacientes.

Es importante considerar que la prevalencia de
resistencia primaria varia dependiendo del mo-
mento en que se realiza el test de resistencia?2. A
pesar de que las mutaciones asociadas a resisten-

cia pueden persistir por meses, la ausencia de
presién selectiva por las drogas genera la repobla-
cion de cepas salvajes con mayor capacidad
replicativa. Cuando esto ocurre, las mutaciones
transmitidas no pueden ser detectadas. Sin embar-
go, se ha demostrado una rapida reaparicion de
las cepas resistentes frente a la reintroduccién de
la terapia. Es asi como los valores de prevalencia
son mas elevados al estudiar pacientes con infec-
cién aguda o con infeccion reciente (<12 meses)
que al estudiar pacientes crénicos. En nuestro
trabajo no contamos con datos confiables del
tiempo transcurrido entre el momento de la
infeccién y la realizacion del test de genotipifica-
cién, por lo que se debe considerar que los datos
obtenidos pueden estar subvalorados. Ademas, se
cuenta, por ahora, con un grupo muy pequefio de
pacientes como para extrapolar los resultados a la
poblacién VIH chilena.

Seria de gran interés ampliar el grupo de
estudio y complementar la informacién con datos
del tiempo desde el contagio. Ademas, realizar un
seguimiento de los pacientes seria muy interesan-
te, ya que al contar con un estudio de genotipifi-
cacién previo al inicio de TAR, se podria evaluar
los cambios en el perfil de resistencia viral
determinados por el uso de drogas antirretrovira-
les.

El estudio de resistencia tiene utilidad indivi-
dual para el manejo terapéutico 6ptimo de cada
paciente y ademas un beneficio colectivo, en
términos de salud publica, al incidir directamente
en la mejor utilizacion del tratamiento antirretrovi-
ral, disminuyendo probablemente la aparicion de
resistencias potencialmente transmisibles.

En Europa, la resistencia primaria ha alcanza-
do cifras sobre 15%, por lo que las recomendacio-
nes actuales incorporan el estudio de
genotipificacién previo a TAR. En Chile, es proba-
ble que frente al aumento de fracaso terapéutico,
y transmisién de cepas resistentes, exista con el
tiempo una mayor prevalencia de resistencia
primaria que determine cambios en las indicacio-
nes actuales.
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