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Resumen

Resumen

La infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) produce un progresivo
deterioro del sistema inmunoldgico que conduce a la aparicion de enfermedades definitorias
del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) como consecuencia del descenso
paulatino en los niveles de linfocitos T CD4+, principal diana del virus [Barré-Sinuossi et al.

1983; Popovic et al. 1983].

La introduccion del tratamiento antirretroviral (TAR) de alta eficacia ha disminuido de manera
significativa la morbimortalidad de los pacientes VIH+ convirtiendo a la infeccidon por VIH en
una patologia crénica. La evolucién de la infeccion en el momento actual y en paises con
acceso a tratamiento va a estar condicionada por diferentes factores: relacionados con el
paciente (e.j. factores epidemioldgicos, situacion inmunoldgica, adherencia al tratamiento),
con el virus (e.j. carga viral plasmatica, presencia de mutaciones de resistencia) o con los

farmacos antirretrovirales (e.j. eficacia, tolerabilidad).

Por lo tanto, es importante conocer las caracteristicas epidemiolégicas, clinicas y viroldgicas en
nuestra area sanitaria para establecer y optimizar las estrategias de diagndstico y manejo

clinico de los pacientes con infeccién por VIH.

En la presente tesis se desarrollan tres estudios:

- Estudio 1. Analizé las caracteristicas epidemiolégicas, clinicas e inmunoviroldgicas de
los nuevos diagndsticos de infeccion por VIH en el drea sanitaria de A Corufia durante
el periodo 2004-2013. La principal via de transmisién de la infeccién por VIH fue la
sexual, con un aumento de la transmisién entre hombres que tienen sexo con
hombres (HSH) en los ultimos afios. El diagndstico tardio afecta a la mitad de las
nuevas infecciones por VIH, y un tercio de ellas cumplen criterios definitorios de SIDA

en el momento del diagndstico; esta prevalencia ha permanecido estable durante el
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periodo de estudio. En cambio, la prevalencia de mutaciones de resistencia a los
farmacos antirretrovirales ha disminuido significativamente (de un 10.2% a un 2.6%)
en general y para cada una de las familias de farmacos antirretrovirales.

- Estudio 2. Evalué las caracteristicas genéticas de las variantes de VIH circulantes en
nuestra drea sanitaria y compard las caracteristicas epidemioldgicas,
inmunoviroldgicas y la respuesta al TAR entre los dos subtipos genéticos mas
frecuentes en nuestra poblacidn, el subtipo B (65.6 %) y el subtipo F (25.8%). El subtipo
F es el subtipo no-B mds prevalente entre los nuevos diagndsticos de infeccion por
VIH, a diferencia de lo observado en otras regiones de Espafa o Europa y se transmite
principalmente entre HSH. La tasa de supresién viroldgica fue significativamente
menor en los pacientes infectados por el subtipo F del VIH en comparacién con los
pacientes infectados por el subtipo B (51.7% vs. 85.2%, respectivamente, a las 48
semanas de tratamiento). Se identificaron la infeccién por subtipo F y tener una carga
viral del ARN-VIH > 100.000 copias/mL como factores predictores independientes de
una peor respuesta al TAR.

- Estudio 3. Evalud la frecuencia y el impacto de la viremia plasmatica de bajo nivel en la
cohorte de nuevos diagndsticos de infeccién por VIH que habian alcanzado la
supresioén virolégica con TAR. Aquellos pacientes con viremia persistente por debajo
de los limites de cuantificacién de los ensayos comerciales actualmente empleados (20

copias/mL), presentaron un mayor riesgo de fracaso viroldgico en el seguimiento.

En resumen, los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta tesis han permitido un
conocimiento detallado de las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas y virolégicas de la
infeccion por VIH en nuestra area sanitaria. Entre los principales hallazgos encontrados hay
que destacar la alta tasa de diagndsticos tardios (53.1%), la alta prevalencia del subtipo F

(25.8%) y su peor respuesta al TAR en comparacion con el subtipo B, y la relevancia de
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mantener una viremia plasmatica por debajo de los limites de cuantificacion y deteccién de los

ensayos actuales (20 copias/mL) para optimizar el control de la infeccidn en el paciente VIH+.



Resumen

Resumo

A infeccion polo virus da inmunodeficiencia humana provoca un empeoramento
progresivo do sistema inmunoldxico, que leva & aparicidon de enfermidades definitorias
da sindrome de inmunodeficiencia adquirida (a sida) como consecuencia da lenta
diminucidn dos niveis de linfocitos T CD4+, a principal diana do virus [Barré-Sinoussi et
al. 1983; Popovic et al. 1983].

A introducion do TAR de alta eficacia diminuiu de xeito importante a morbilidade e a
mortaldade dos pacientes VIH+ polo que a infeccidon polo VIH se converteu nunha
enfermidade crdénica. A evolucién da infeccidon neste momento en paises con acceso ao
tratamento vai estar condicionada por diferentes factores ora relacionados co paciente
(ex.: factores epidemioldxicos, situacion inmunoldxica, adherencia ao tratamento), ora
co virus (ex.: carga viral plasmdtica, presenza de mutaciéns de resistencia) ou ora cos
antirretrovirais (ex.: eficacia, tolerabilidade).

Por tanto, compre cofiecer as caracteristicas epidemioldxicas, clinicas e viroldxicas da
infeccion polo VIH na nosa drea sanitaria para establecer e optimizar as estratexias de

diagnéstico e manexo clinico dos pacientes con infeccidén polo VIH+.

Nesta tese preséntanse tres estudos:

- Estudo 1. Analizanse as caracteristicas epidemioldxicas, clinicas e inmuno-
viroléxicas dos novos diagndsticos de infecciéon polo VIH na area sanitaria da
Coruna durante o periodo 2004-2013. A principal via de transmisién da
infeccion polo VIH foi a sexual, cun aumento da transmisidon entre os homes
que tefien sexo con outros homes nos ultimos anos. O diagndstico tardio

abrangue a metade das novas infecciéns polo VIH, e unha terceira parte delas
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tefien criterios definitorios de sida no momento do diagndstico; esta
prevalencia mantivose estable durante o periodo de estudo. Pola contra, a
prevalencia das mutacidns de resistencia s drogas antirretrovirais reduciuse de
xeito significativo (dende o 10.2% ao 2.6%) en xeral e para cada unha das
familias de drogas antirretrovirais.

Estudo 2. Avalianse as caracteristicas xenéticas das variantes do VIH circulantes
na nosa darea sanitaria e comparanse as caracteristicas epidemioldxicas,
inmunoviroldxicas e a resposta 4 terapia antirretroviral entre os dous subtipos
xenéticos mais comuns na nosa poboacién, o subtipo B (65.6%) e mais o
subtipo F (25.8%). O subtipo F é o subtipo non-B mdis prevalente entre os
novos diagndsticos de infeccidon polo VIH, a diferenza do observado noutras
rexions de Espafia ou Europa, e transmitese principalmente entre os homes
que teflen sexo con outros homes. A taxa de supresidn viroldxica foi
significativamente menor nos enfermos infectados polo VIH e subtipo F en
comparacion cos pacientes con subtipo B (51.7% vs. 85.2%, respectivamente,
as 48 semanas de tratamento). ldentificouse a infeccidén polo subtipo F e unha
carga viral do ARN-VIH > 100000 copias/mL como factores preditores
independentes dunha peor resposta ao TAR.

Estudo 3. Avaliase a frecuencia e o impacto da viremia plasmatica de baixo
nivel na cohorte de persoas recentemente infectadas polo VIH que acadaran a
supresion viroldxica con TAR. Aqueles pacientes con viremia persistente por
baixo dos limites de cuantificacion dos ensaios comerciais empregados (20

copias/mL), tiveron un maior risco de fallo viroldxico no seguimento.
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En resumo, os resultados obtidos durante o desenvolvemento desta tese permitiron
un cofiecemento preciso das caracteristicas epidemioldxicas, clinicas e viroldxicas da
infeccion polo VIH na nosa area sanitaria. Entre os principais resultados atopados hai
que salientar a alta taxa de diagndsticos tardios (53.1%), a alta prevalencia do subtipo
F (25.8%) e a sua peor resposta ao tratamento en comparacidon co subtipo B, e a
importancia de manter a viremia plasmatica por debaixo dos limites de cuantificacion
e deteccidn dos ensaios actuais (20 copias/mL) para optimizar o control da infeccidn

no paciente VIH+.
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Abstract

Human immunodeficiency virus (HIV) infection causes progressive deterioration of
immune system leading to the presence of acquired immunodeficiency syndrome
defining-diseases (AIDS) as consequence of a gradual decline of lymphocytes CD4+,
main target of the virus [Barré-Sinoussi et al. 1983; Popovic et al. 1983].

High efficacy antiretroviral treatment (ART) introduction has significantly decreased
the morbidity and mortality of HIV+ patients making HIV infection a chronic disease.
Nowadays, the course of the infection in countries with access to treatment will be
influenced by several factors: related to the patient (i.e. epidemiological factors,
immunological status, adherence to treatment), to the virus (i.e. plasma viral load,
presence of drug resistance mutations) or to antiretroviral therapy (i.e. efficacy,
tolerability).

Therefore, it is important to know epidemiological, clinical and immunovirological
characteristics in our medical area to establish and optimize diagnostic strategies and

the clinical management of patients with HIV infection.

In this thesis, three studies have been developed:

- Study 1. Epidemiological, clinical and immuno-virological characteristics of
newly diagnosed HIV patients in the medical area of A Coruia during the period
2004-2013 were analysed. Main route of transmission of HIV infection was
sexual route, with an increase between men who have sex with men in the last
years. Late diagnosis affects half of newly-HIV infections and a third of these
new infections met AIDS-defining criteria at diagnosis time; of note, these

prevalences had been stable along the study period. However, the prevalence
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of drug resistance mutations have significantly reduced (from 10.2% to 2.6%),
globally and for each of the antiretroviral-drug families.

- Study 2. Epidemiological and immunovirological characteristics, as well as
response to ART, between the two most common genetic subtypes in our
population, subtype B (65.6%) and subtype F (25.8%) were compared. Subtype
F is the most common non-B subtype between newly-HIV infections that it
differs from the prevalence of this subtype observed in other Spanish or
European regions. Subtype F is mainly transmitted between men who have sex
with men. The rate of virological suppression was significantly lower in HIV-
infected patients with subtype F compared to subtype B (51.7% vs. 85.2%,
respectively, at 48 weeks of ART). Subtype F and viral load of HIV-RNA >
100.000 copies/mL were identified as independent predictor factors of a poor
virological response.

- Study 3. Presence and impact of low-level plasma viremia in the cohort of
newly diagnosed HIV patients who had achieved virological suppression on ART
were assessed. Those HIV patients with persistent viremia below limits of
quantification (20 copies/mL) are associated with an increased risk for

virological failure during follow-up.

In summary, the results obtained during the developing of this thesis have allowed a
detailed knowledge of epidemiological, clinical and immunovirological characteristics
of HIV infection in our medical area. Among the major findings should be noted the
high rate of late diagnosis (53.1%), high prevalence of subtype F (25.8%) and their

worse response to treatment compared to subtype B, and the relevance of maintain
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plasma viremia below the limits of quantification and detection of current test (20

copies/mL) to optimize the control of infection in HIV-infected patients.
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Introduccion

1.1 Caracteristicas del Virus de la Inmunodeficiencia Humana

El VIH pertenece a la familia retroviridae, del género lentivirus, y fue identificado en
1983 como el agente etioldgico del sindrome de inmunodeficiencia adquirida o SIDA
[Barré-Sinoussi et al. 1983; Gallo et al. 1983]. La infeccidn por VIH se caracteriza por un
deterioro progresivo del sistema inmunolégico como consecuencia de un descenso
paulatino del nivel de linfocitos T CD4+, principal diana del virus [Barré-Sinoussi et al.
1983; Popovic et al. 1983]. A medida que evoluciona la infeccidén, el progresivo
deterioro del sistema inmunolégico favorece la aparicion de infecciones por

microorganismos patdgenos u oportunistas.

1.1.1 Estructura del VIH-1

Morfolégicamente, los viriones del VIH son esféricos, con un diametro de
aproximadamente 110 nm. Estdn rodeados por una envuelta lipidica de origen celular
gue rodea una cdpside icosaédrica viral. Dicha capside o core contiene a su vez una
nucleocapside helicoidal que alberga el material genético del virién (figura 1).

La envuelta viral estd formada por una bicapa lipidica en la que se insertan las
glicoproteinas gp120 y gp41, ambas codificadas por el gen env de la envuelta viral. A
continuacion, se encuentra la matriz formada por la proteina p17 (MA o de la matriz),
seguida de la cdpside viral formada por la proteina p24 (CA o de la cdpside) y
estabilizada por la proteina p6. El material genético del virus, formado por dos copias
de acido ribonucleico (ARN), se localiza dentro de la cdpside viral en interaccién con la
proteina p7 (NC o de la nucleocapside). Ademads, las enzimas esenciales para la

replicacion viral, la transcriptasa inversa, la proteasa y la integrasa asi como las

12
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proteinas reguladoras (Tat, Rev, Nef, Vif, Vpr y Nef) se encuentran en el interior de la

capside [Emerman et al. 1998; Varmus et al. 1998; Seelamgari et al. 2004].

Bicapa lipidica

Matriz (MA)

Transcriptasa — Capside (CA)

Inversa (TI)

Integrasa (IN) " Nucleocapside (NU)

Proteasa (PR) (+) ARN genomico

Figura 1. Estructura del virion del VIH-1

El genoma del VIH consiste en una hebra de ARN de aproximadamente 9719
nucledtidos de longitud, lineal, no segmentada, de cadena sencilla y polaridad positiva.
En cada particula virica hay dos copias idénticas de esta molécula de ARN gendmico,
cuyos extremos 5’estan unidos entre si por puentes de hidrégeno, lo que hace de la
familia de los retrovirus los Unicos virus animales cuyo genoma es diploide.

Estructuralmente, el genoma del VIH esta formado por tres genes principales (figura
2): gag y env codifican las proteinas estructurales, mientras que pol codifica las
enzimas virales esenciales para el ciclo replicativo; adicionalmente, 6 genes codifican
las proteinas reguladoras (Tat, Rev, Nef, Vif, Vpr y Vpu). Las secuencias repetidas largas

(LTR), no codificantes, flanquean los extremos 3y 5°del genoma viral, donde se

13
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encuentran regiones reguladoras esenciales para el ciclo replicativo del virus [Karpas et

al. 2004].

vpu

790 gag 2292 'Wf env
I pol
I tat
5°LTR 2085 1 509 ypr rev 3'LTR

p160

gple0

|
| 1 | ——
pl0 p66 p32
Proteasa RT-RNAsa Integrasa gp120/sU gpa1/T™

p53

p17/MA p24/CA p7/NC p6

Figura 2. Estructura del genoma del VIH-1.

1.1.2 Ciclo replicativo del VIH-1
El ciclo replicativo del VIH-1 se puede dividir en las siguientes etapas (figura 3) [Levy et
al. 1993]:

a. Entrada del virus en la célula diana. Tras la union de la glicoproteina de la
envuelta gp120 con el receptor celular CD4 y con un receptor celular de
quimiocinas, CCR5 o CXCR4.

b. Decapsidacion. La unién previa provoca un cambio conformacional en la
glicoproteina gp41 que promueve la fusion entre las membranas viral y celular,
permitiendo la liberacidon de la cdpside viral en el interior celular, y como

consecuencia de ello, la liberaciéon de su material genético.

14
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c. Transcripcion inversa. Constituye el procesamiento del genoma viral desde
ARN monohebra a ADN bicatenario, también llamado proviral. Esta etapa estd
catalizada por la enzima viral transcriptasa inversa.

d. Integracion. El complejo de preintegracion del nucleo se forma en el citosol a
partir del ADN viral bicatenario, la integrasa, la transcriptasa inversa, la matriz,
Vpr y la proteina celular HMG-1. Este complejo migra al nucleo donde la
integrasa inserta el material genético viral en el celular. Tras su integracion, el
VIH puede permanecer latente, o bien iniciar su replicacion masiva, con el

consiguiente efecto citopatico.

{ 8. Gemacion
\

\\
)
2. Decapsidacion \/1/"
P \__// 7. Ensamblaje

6. Sintesis Proteica
3. Transcripcidn Inversa W @

5. Transcripcion y
Procesamiento de
los ARNm

a
1. Entrada Viral ‘ \

4., Integracién

Figura 3. Ciclo replicativo del VIH-1.

e. Transcripcion de los genes provirales y procesamiento de los transcritos

primarios hasta ARN gendmico viral y ARN mensajero viral. A continuacion, se

15
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produce la traduccién masiva de los ARN mensajero a las distintas proteinas
virales en el citoplasma.

f. Sintesis, circulacion y procesamiento de las proteinas. En el reticulo
endopldsmico, se sintetiza la proteina viral env (gp160), que produce complejos
triméricos (gp41-gp120) que son transportados a la membrana plasmatica
celular, donde se integran. Las poliproteinas gag, y en menor proporcién, gag-
pol, se asocian a la membrana celular a través de la interaccion con la cola
citoplasmatica de gp41.

g. Ensamblaje. Fase en la que las proteinas y moléculas de ARN virales se
aproximan a la membrana celular para la formacion del virién. Se han descrito
afinidades entre algunas de las proteinas virales entre siy con el ARN gendmico
viral, aunque la mayor parte de este proceso es aun desconocido.

h. Gemaciéon. Una extensién de la membrana celular que contiene los
componentes virales agrupados en la fase anterior se separa del resto de la
célula dando lugar al nuevo virién.

i. Maduracidn. Liberado el virién de la célula infectada se activa la proteasa viral
que procesa las proteinas gag y gag-pol, dando lugar a las proteinas
estructurales MA, CA, NC y p6, cuyo reordenamiento formara la particula viral

madura.

1.1.3 Variabilidad genética del VIH-1
La infeccidn por VIH se caracteriza por presentar una amplia variabilidad genética
debido, fundamentalmente, a los siguientes mecanismos: la alta tasa de replicacidon

viral (~10° particulas viricas/dia), la alta tasa de error de la transcriptasa inversa que
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carece de actividad correctora de copia (~10 sustituciones por nucledtido copiado) y
fendmenos de recombinacién genética entre variantes virales que replican dentro de
una misma célula [Roberts et al. 1988; Robertson et al. 1995; Blackard et al. 2002; Luft
et al. 2011]. Estos parametros explican la gran diversidad genética alcanzada por el VIH
en menos de un siglo de evolucién epidémica.

Existen dos tipos de VIH, el VIH-1 y el VIH-2, originados por transmisiones zoonéticas
independientes. La infeccidn por VIH-2 es mas prevalente en Africa occidental y a nivel
mundial afecta aproximadamente a un millon de personas [Rowland-Joness et al.
2007; Luft et al. 2011]. Se caracteriza por presentar una menor carga viral y una caida
de linfocitos T CD4+ mas lenta de manera que, los sujetos infectados por VIH-2 se
mantienen asintomaticos durante periodos de tiempo muy prolongados. La
divergencia genética con el VIH-1 es mayor del 60% para los genes gag y pol por lo que
el diagndstico y la actividad de los antirretrovirales difieren con respecto al VIH-1 [Luft
etal. 2011].

La infeccion por VIH-1 se clasifica, a su vez, en los siguientes grupos: M (major), N
(new), O (outlier) y mas recientemente grupo P (putative). La infeccion por VIH-1 del
grupo M es la mds prevalente en el mundo y a su vez, se divide en nueve subtipos
genéticos: A-D, F-H y J-K. Ademas, se han descrito formas recombinantes circulantes
(circulating recombinant forms-CRFs) y formas recombinantes Unicas (unique
recombinant forms-URFs). Estas variantes son el resultado de la recombinacién entre
subtipos que han infectado a un mismo individuo y desde el que se han transmitido
como tales a otros sujetos. Los CRFs se definen tras ser completamente secuenciados,
y ser identificados en tres 6 mas individuos epidemiolégicamente no relacionados.
Cuando esto no ocurre, se denominan URFs [Robertson et al. 2000; Pasquier et al.
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2001; Hemelaar et al. 2011; Luft et al. 2011]. Hasta el momento se han identificado
mas de 50 CRFs y mas de 100 URFs diferentes.

Histéricamente, se ha descrito una variabilidad genética del 15-20% dentro del mismo
subtipo, mientras que la variacién entre subtipos puede ser superior al 30% cuando se
analiza la regién de la envuelta viral [Robertson et al. 2000; Tatt et al. 2001; Taylor et
al. 2008; Hemelaar et al. 2011; Luft et al. 2011].

La distribucion global de los subtipos y formas recombinantes de VIH-1 refleja la
complejidad de la epidemiologia molecular del VIH. Esta distribucion es marcadamente
diferente entre las diversas regiones geograficas, aunque los movimientos migratorios
poblacionales de las ultimas décadas han favorecido la diseminacién de los subtipos
no-B [Luft et al. 2011]. El subtipo C es responsable de casi la mitad de las infecciones
por VIH-1 en el mundo (48%), seguido de los subtipos A (12%), B (11%), CRF02_AG
(8%), CRFO1_AE (5%), G (5%) y D (2%), mientras que los subtipos F, H, J y K son
responsables de menos del 1% de las infecciones por VIH a nivel mundial [Hemelaar et
al. 2011]. Otras formas recombinantes (CRFs y URFs) son responsables del 4% de las
infecciones en el mundo [Luft et al. 2011].

En Estados Unidos y Europa, la epidemia de VIH surgié en los colectivos de HSH vy
usuarios de drogas por via parenteral (UDVP), y esta principalmente causada por el
subtipo B (> 90% de las infecciones). Sin embargo, en el resto del mundo, la principal
via de transmisién ha sido, y continda siendo, la transmisiéon heterosexual,
predominando los subtipos no-B [Mastro et al. 1997; Hue et al. 2005).

La variabilidad genética de la infeccion por VIH-1 puede impactar desde el punto de
vista epidemioldgico, de diagndstico, de evolucién clinica de la infecciéon y en la
respuesta al tratamiento. Los métodos de diagndstico y de monitorizacién,
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fundamentalmente la carga viral plasmatica, se disefiaron teniendo en cuenta las
caracteristicas genéticas del subtipo B. Pero a medida que se ha ido conociendo la
elevada diversidad del virus, estos métodos han sido mejorados incorporando las
caracteristicas de todos los subtipos del VIH [Spira et al. 2003; Yirrell et al. 2008; De
Felipe et al. 2011; Vasan et al. 2006; Baeten et al. 2007; Geretti et al. 2009; Martinez-
Cajas et al. 2009; Hemelaar et al. 2011]. Adema3s, diversos estudios han evaluado si los
subtipos no-B pueden ser mas patogénicos y favorecer una progresion mas rapida de
la infeccién o tener una barrera genética mas baja al desarrollo de resistencias
[Peeters et al. 2003; Wainberg et al. 2004; Johnson et al. 2008; Yirrell et al. 2008;

Amornkul et al. 2013].

1.2 Epidemiologia de la Infeccion por VIH

La infeccién por VIH continda siendo un problema de salud publica a nivel mundial,
cada afio se diagnostican mds de 2 millones de nuevas infecciones, y mdas de 36
millones de personas conviven con esta infeccidén, de los cuales, mas de 2.5 millones
son niflos menores de 15 afios [WHO/UNAIDS 2015]. Segun la Organizacion Mundial de
la Salud, la tasa de infecciones por VIH para la Union Europea se sitla en 5.7 por cada
100000 habitantes. En Espafia, mas de 34000 nuevos pacientes se han diagnosticado
de infeccién por VIH desde el afio 2003 y en el 2014 se notificaron 3366 nuevos
diagndsticos, lo que supone una tasa de 7.25 por cada 100000 habitantes [Ministerio
de Sanidad-Espafa, 2015].

La via de transmision, varia en funcidn del drea geografica, lo que refleja la diversidad
en la epidemiologia del VIH en Europa. En Espafia en el afio 2014, la transmisidn entre

HSH fue la via de transmisiéon mas frecuente (53.9%) seguida de la heterosexual (26%)
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y UDVP (4.4%); siendo el 32.1% de los nuevos diagndsticos de infecciéon por VIH de
origen extranjero [Ministerio de Sanidad-Espafia, 2015]. A pesar de los esfuerzos
preventivos realizados en la udltima década en Europa, el nimero de nuevos
diagnodsticos entre HSH se ha incrementado en un 33% desde el afio 2004,
representando los jovenes entre 15 y 24 afios el 11% de todos los diagndsticos
registrados. No obstante, las medidas preventivas si han conseguido disminuir el
numero de nuevas infecciones entre UDVP en un 36%, asi como la transmision vertical
y por transfusién sanguinea, siendo actualmente su prevalencia inferior al 1%
[HIV/AIDS Surveillance in Europe, 2013].

En Europa, se estima que hasta el 30% de las personas infectadas por VIH desconocen
su estado seroldgico, con una incidencia de diagndstico tardio (recuento de CD4
inferior a 350 células/uL y/o la presencia de una enfermedad definitoria de SIDA al
diagndstico) cercana al 50% de todos los nuevos casos de infeccidon por VIH [Sabin et
al. 2010]. La alta prevalencia de diagndstico tardio tiene repercusiones negativas ya
gue se asocia a mayores tasas de transmisidon de la infeccion, peor respuesta al TAR y
mayor riesgo de toxicidad al mismo, menor supervivencia, e incremento de los costes
sanitarios [Moreno et al. 2010; Sabin et al. 2010; Camoni et al. 2013]. En Espafiia, el
46.2% de las nuevas infecciones por VIH ocurrieron en el contexto de un diagndstico
tardio. Durante el periodo 2009-2014 la tasa de diagndstico tardio no ha disminuido en
ninguna categoria de transmisién, aunque entre HSH es menor que en el resto
[Ministerio de Sanidad-Espafia, 2015].

Desde el inicio de la epidemia en Espana, se han notificado mas de 84000 casos de
SIDA, de los cuales 444 casos se notificaron en el afio 2014; siendo la neumonia por
Pneumocystis jirovecii y la tuberculosis las enfermedades definitorias de SIDA mas

20



Introduccion

frecuentes, afectando ambas a casi el 25% de los pacientes [Ministerio de Sanidad-
Espana, 2015].

Es importante asegurar un acceso igualitario a todos los grupos de poblacién para la
prevencion, diagndstico y tratamiento de la infeccidén por VIH, para asi poder alcanzar
los objetivos del 90% de las personas con infeccidén por VIH diagnosticadas, 90% de las
personas diagnosticadas con acceso a los cuidados sanitarios y al tratamiento, y 90%
de las personas tratadas con supresién viroldgica [HIV/AIDS Surveillance in Europe,

2013].

1.3 Tratamiento Antirretroviral: Indicaciones de Tratamiento y FArmacos
Antirretrovirales Disponibles.

La alta eficacia del TAR actual ha permitido convertir a la infeccién por VIH en una
infeccion crénica en paises con acceso al tratamiento [Mocroft et al. 1998; Palella et al.
1998; ART CC AC, 2008; Cohen et al. 2011]. Los objetivos del TAR son disminuir la
morbimortalidad asociada a la infeccidén por VIH, la recuperacion y preservacion de la
funcién inmunoldgica, evitar el efecto nocivo de la replicacion del VIH sobre otras
comorbilidades existentes, y evitar la transmision del VIH [DHHS guidelines, 2015;
EACS guidelines, 2015; Documento de consenso de GeSIDA, 2016].

Desde la aparicion en 1987 de la zidovudina, el primer farmaco empleado para el
tratamiento de la infecciéon por VIH, se han disefiado y finalmente incorporado al
arsenal terapéutico para la infecciéon por VIH diferentes familias de farmacos con
diferentes caracteristicas en cuanto a mecanismo de accién, eficacia, toxicidad y
barrera genética. En los ultimos afios han mejorado de forma significativa estas

caracteristicas, de manera que hoy en dia disponemos de fadrmacos altamente eficaces,
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con pocos efectos adversos y faciles de tomar, lo que ha optimizado el manejo del
paciente con infeccion por VIH.

El inicio del TAR debe valorarse siempre individualmente, ofertando al paciente las
distintas opciones, adaptando el esquema terapéutico al estilo de vida y
comorbilidades del paciente, y valorando el riesgo de mala adherencia [Documento de
GeSIDA, 2016].

Las pautas recomendadas para el tratamiento de la infeccion por el VIH-1 en el
momento actual consisten en una combinacion de tres farmacos que incluyan dos
inhibidores de la transcriptasa inversa anadlogos de nucledsidos (ITIAN) asociados a un
inhibidor de la integrasa (INI), un inhibidor de la transcriptasa inversa no analogo de
nucledsidos (ITINAN) o un inhibidor de la transcriptasa inversa potenciado (IP/r). Mas
de 20 farmacos diferentes que pertenecen a 6 familias de farmacos han sido
aprobados por la Food and Drug Adminstration (FDA) y European Medicines Agency
(EMA) para el tratamiento de la infeccién por VIH [EACS guidelines 2015; DHHS

guidelines 2015]. Estas seis familias incluyen:

ITIAN: zidovudina, didanosina, estavudina, lamivudina, emtricitabina vy

abacavir; ademas de un andlogo de nucleétido, el tenofovir.

- ITINAN: nevirapina, efavirenz, etravirina y rilpivirina.

- IP/r: atazanavir, darunavir, indinavir, lopinavir, fosamprenavir, saquinavir y
tipranavir. Los IP tradicionalmente se potenciaban con dosis bajas de ritonavir,
pero recientemente se ha autorizado la potenciacion con cobicistat.

- INI: raltegravir, elvitegravir (potenciado con cobicistat) y dolutegravir.

- Antagonistas CCR5: maraviroc.

- Inhibidores de la fusion: enfuvirtida.
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El objetivo del TAR es alcanzar y mantener la carga viral plasmatica suprimida (ARN-
VIH < 50 copias/mL). Las combinaciones de los farmacos antirretrovirales disponibles
actualmente, siguiendo las recomendaciones terapéuticas, pueden conseguir la
supresién virolégica en mas del 75% de los casos a las 48 semanas de tratamiento

[Documento de consenso de GeSIDA, 2016].

1.4 Resistencia al tratamiento antirretroviral

La alta tasa de replicacion del VIH unido a la ausencia de la actividad correctora de
errores de la transcriptasa inversa, condiciona la aparicién de un elevado nimero de
variantes virales diferentes del VIH en un mismo individuo, denominadas
cuasiespecies. Esta capacidad de generar variantes virales tan rapidamente, permite al
VIH evadir la presidn ejercida por el sistema inmunoldgico y promover el desarrollo de
resistencias a los farmacos antirretrovirales. Es por ello que el beneficio del TAR puede
verse comprometido por la presencia o el desarrollo de estas mutaciones, que
confieren una pérdida de susceptibilidad a dichos farmacos. Las mutaciones de
resistencia pueden adquirirse como consecuencia de la presidon selectiva de los
farmacos (resistencia adquirida) o bien por la transmisién de variantes virales ya
portadoras de mutaciones de resistencia entre personas (resistencia transmitida).

Las guias de tratamiento son las que nos indican las recomendaciones clinicas y
técnicas para la realizacidon de los estudios de resistencias. Las resistencias pueden

evaluarse mediante herramientas genotipicas o fenotipicas (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas de las técnicas para la determinacion de resistencia a

farmacos en la infeccion por VIH.

Técnicas Caracteristicas

Genotipicas Andlisis, mediante secuenciaciéon del genoma, de las enzimas diana de los
farmacos antirretrovirales (transcriptasa inversa, proteasa, integrasa).

Sencillo, rapido y accesible.
Técnica empleada en la practica clinica.

Fenotipicas @ Analisis directo de la capacidad del virus para infectar células o replicarse
dentro de ellas in vitro, en presencia de diferentes concentraciones de
farmacos.

Proporciona informacion exacta sobre el grado de resistencia a cada uno de
los farmacos analizados.

Coste elevado.

Laboratorios especializados.

Ambas técnicas comparten limitaciones en especificidad (no detectan poblaciones por
debajo del 20%), y sensibilidad (dificultad para su determinacién si la carga viral
plasmatica es < 500-1000 copias/mL) [Tang et al. 2012; Wensing et al. 2014].

Existe la posibilidad de inferir el resultado fenotipico tras la comparacion del resultado
del genotipo con la informacién recogida en amplias bases de datos (fenotipo virtual).
Para ello, la interpretacion de las mutaciones de resistencia se realiza desde
plataformas que se basan en algoritmos que se actualizan peridodicamente
incorporando las nuevas mutaciones e informacion sobre las caracteristicas de las
resistencias a los nuevos farmacos antirretrovirales. Algunas de estas plataformas se
encuentran disponibles de forma gratuita en diferentes paginas web. Entre las mas
utilizadas se encuentran: Stanford HIVRT&PR (HIVdb program) [Shafer et al. 2008],
geno2pheno [Beerenwinkel et al. 2003], Retrogram [De Luca et al. 2003], Rega

[Vercauteren et al. 2006] o ANRS [De Luca et al. 2004].
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La figura 4 recoge las mutaciones que indican la transmisidon de un virus resistente en

pacientes naive.

ITIAN
M K D T K L \ F Y F Q M L T K
41 65 67 69 70 74 75 77 115 116 151 184 210 215 219
L R EG/N D ER I/N AMTS L F Y M IV W  C/D/E/F/I/N/S/N/Y  E/N/Q/R
e A
Ins/del
ITIAN
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Figura 4. Mutaciones de resistencia en pacientes naive (Adaptado de Mendoza et al.,

2013).

La prevalencia de resistencias primarias transmitidas en pacientes naive y en paises
occidentales se ha estabilizado en torno al 8-15% [Vercauteren et al. 2009; Wheeler et
al. 2010; Garcia et al. 2011].

Se recomienda realizar un estudio genotipico de resistencias del VIH en las regiones de
la transcriptasa inversa y la proteasa en todos los pacientes en el momento del
diagndstico de la infeccién y antes de iniciar el TAR, si éste se difiere [DHHS guidelines,
2015; Documento de consenso de GeSIDA, 2016]. La resistencia transmitida a INI es
excepcional [Stekler et al. 2015] por lo que sélo se recomienda estudiar las resistencias

basales en la integrasa si existe una sospecha elevada de transmision de resistencias a
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esta familia. Ademds, se recomienda la realizacion de un estudio genotipico de
resistencias del VIH en todos los pacientes con fracaso viroldgico confirmado,
incluyendo resistencias a la integrasa si el régimen empleado incluye un INI [DHHS

guidelines, 2015; Documento de consenso de GeSIDA, 2016].
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Objetivos

La introduccién del TAR de alta eficacia ha disminuido de manera significativa la
morbimortalidad de los pacientes VIH+ convirtiendo a la infeccién por VIH en una
patologia crdnica. La evolucidn de la infeccién en el momento actual y en paises con
acceso a tratamiento va a estar condicionada por diferentes factores: relacionados con
el paciente (e.j. factores epidemioldgicos, situacion inmunoldgica, adherencia al
tratamiento), con el virus (e.j. carga viral plasmatica, presencia de mutaciones de

resistencias) o con los farmacos antirretrovirales (e.j. eficacia, tolerabilidad).

Por lo tanto, es importante conocer las caracteristicas epidemiolégicas, clinicas vy
virolégicas en nuestra area sanitaria para establecer y optimizar las estrategias de

diagnéstico y manejo clinico de los pacientes con infeccion por VIH.

En este contexto se desarrolld esta tesis con los siguientes objetivos:

1. Evaluacion de las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e inmunoviroldgicas
de los nuevos diagndsticos de infeccion por VIH en el drea sanitaria de A
Coruia en el periodo 2004-2013.

2. Caracterizacion genotipica de las variantes de VIH-1 circulantes en nuestra area
sanitaria: determinaciéon del subtipo genético y andlisis de mutaciones de
resistencias asociadas con resistencia a farmacos y su impacto en la respuesta
al tratamiento.

3. Evaluacion de la presencia de niveles bajos de viremia plasmatica y su impacto

en el fracaso virolégico al tratamiento.
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Pacientes y Métodos

3.1 Poblacion de Estudio

Se identificaron todos los pacientes con nuevo diagndstico de infeccidon por VIH desde
el 1 de enero de 2004 hasta el 31 de diciembre de 2013 en el drea sanitaria de A
Corufia, que atiende a mds de 500.000 habitantes.

Se recogieron, retrospectivamente, las caracteristicas epidemioldgicas (edad, sexo,
origen geografico, fecha de diagndstico y via de transmisién de la infeccion por VIH),
clinicas (presencia de enfermedades definitorias de SIDA al diagndstico, co-infeccidon
por hepatitis virales, presencia de enfermedades de transmision sexual) e
inmunoviroldgicas (recuento de linfocitos CD4 y carga viral plasmatica) en el momento
del diagndstico. Se evalud la presencia de mutaciones de resistencias primarias a
farmacos antirretrovirales y el subtipo genético del VIH-1.

Se realizd el seguimiento clinico de esta cohorte de pacientes hasta el 1 de enero de
2015, registrando durante el seguimiento, el inicio de TAR (fecha de inicio y régimen
de TAR utilizado) asi como la presencia de supresion viroldgica y/o fracaso viroldgico,
segun las guias de practica clinica para el manejo del paciente con infecciéon por VIH
[DHHS guidelines 2015; EACS guidelines 2015; Documento de consenso de GeSIDA,
2016]. Ademads, se evalud la presencia de episodios intermitentes de viremia
detectable de bajo nivel en aquellos pacientes que habian alcanzado la supresién

viroldgica.

3.2 Definiciones de los pardmetros evaluados
Diagnéstico tardio: recuento de CD4 inferior a 350 células/uL y/o la presencia de una

enfermedad definitoria de SIDA al diagnostico.
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SIDA: su presencia fue definida segun los criterios de los Centers for Diseases Control
and Prevention (CDC, USA) como la presencia de un recuento de CD4 inferior a 200

células/uL y/o categoria clinica C (Tabla 1).

Tabla 1. Enfermedades definitorias de SIDA segtin los CDC.

Etiologia infecciosa

Candidiasis traqueal, bronquial o pulmonar. Candidiasis esofdgica.

Coccidiomicosis diseminada (en una localizacién diferente o ademas de los pulmones y los
ganglios linfaticos cervicales o hiliares).

Criptococosis extrapulmonar.

Criptosporidiasis, con diarrea de mas de un mes.

Infeccidon por citomegalovirus de un drgano diferente del higado, bazo o ganglios linfaticos
en un paciente de mds de un mes de edad. Retinitis por citomegalovirus.

Infeccidn por virus del herpes simple que cause una ulcera mucocutdnea de mas de un mes
de evolucién, o bronquitis, neumonitis o esofagitis de cualquier duraciéon que afecten a
pacientes de mas de un mes de edad.

Histoplasmosis diseminada (en una localizacién diferente o ademas de los pulmones y los
ganglios linfaticos cervicales o hiliares).

Isosporidiasis cronica (mds de un mes).

Infeccion por Micobacterium avium-intracelulare o kansasii, diseminada o extrapulmonar.
Infeccidn por otras micobacterias, diseminada o extrapulmonar.

Tuberculosis pulmonar. Tuberculosis extrapulmonar o diseminada.

Neumonia por Pneumocystis jiroveci.

Neumonia recurrente.

Leucoencefalopatia multifocal progresiva.

Sepsis recurrente por especies de Salmonella diferente a Salmonella tiphy.

Toxoplasmosis cerebral en un paciente de mas de un mes de edad.

Etiologia neopldsica

Carcinoma de cérvix invasivo.

Sarcoma de Kaposi.

Linfoma de Burkitt o equivalente.
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Linfoma Inmunobldstico o equivalente.

Linfoma cerebral primario.

Encefalopatia por VIH.

Wasting syndrome.

Supresion Virolégica: Carga viral plasmatica inferior a 50 copias/mL.
Fracaso Virolégico: Dos determinaciones consecutivas de carga viral plasmatica

superior a 50 copias/mL tras al menos, 24 semanas, desde el inicio del TAR.

3.3 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé utilizando el Paquete estadistico Social Sciences
software (SPSS 19.0, Chicago, lllinois, USA). Las variables categoricas se expresaron
como numero de casos o porcentaje, y fueron comparadas con el test X? o test exacto
de Fisher, seglun fuese apropiado. Las variables continuas se expresaron como media +
desviacidon estandar, y fueron comparadas con los test no paramétricos de Mann-
Whitney y Krukal-Wallis, seglin fuese apropiado, tras evaluar la distribucién normal de
las distintas variables cuantitativas mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. Se utilizé
el andlisis de regresion logistica multivariante para identificar los factores
independientemente asociados a la respuesta al TAR. Se emplearon curvas de Kaplan-
Meier para evaluar la probabilidad de fracaso virolégico durante el seguimiento, y las
diferencias entre los grupos se analizaron con los test long-rank y regresién de Cox,
calculando el hazard ratio con un intervalo de confianza del 95%. Un valor de p inferior

a 0.05 fue considerando estadisticamente significativo para todos los analisis.
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Caracteristicas Epidemioldgicas, Viroldgicas y Clinicas de los
Nuevos Diagnodsticos de Infeccidn por VIH en el Noroeste de

Espaia en el periodo 2004-2013.
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Estudio 1

Resumen:

Se identificaron retrospectivamente todos los pacientes con nuevo diagndstico de
infeccion por VIH desde el 1 de enero de 2004 hasta el 31 de diciembre de 2013 en el
area sanitaria de A Coruifia. El objetivo principal de este estudio fue analizar las
caracteristicas clinicas, viroldgicas e inmunolégicas de esta cohorte de pacientes. El
objetivo secundario fue la caracterizacidn genotipica del virus: evaluacién de los
subtipos genéticos de VIH-1 y las mutaciones basales de resistencia en la transcriptasa

inversa y la proteasa viral.

Para realizar el analisis genotipico, se amplificaron la proteasa y la transcriptasa inversa
a partir de ARN viral extraido de muestras de plasma. Para ello se utilizd el ensayo
comercial de TruGene HIV-1 Genotyping Test (Siemens) siguiendo el protocolo
especifico de este ensayo. A partir de las secuencias obtenidas de la proteasa y de la
transcriptasa inversa en formato FASTA se determiné el subtipo genético y la presencia
de mutaciones de resistencia utilizando el algoritmo de la base de datos de la

Universidad de Stanford (http://hivdb.stanford.edu/hiv/). La interpretacion de las

resistencias primarias transmitidas a inhibidores de la proteasa y de la transcriptasa
inversa se realizé siguiendo la Guia de Interpretacion de Resistencia a los

Antirretrovirales de la Red Espafola de Investigacidn en SIDA.

Durante el periodo de estudio, se identificaron 565 nuevas infecciones por VIH. El
numero de nuevos diagndsticos de infeccion por VIH aumento significativamente de 47
casos anuales en el periodo 2004-2008 a 66 casos anuales en el periodo 2009-2013 (p
< 0.001). La transmision sexual fue la via mas frecuente de transmision (82%), con un
incremento significativo de la transmisiéon entre HSH en los ultimos cinco afios. En el

34


http://hivdb.stanford.edu/hiv/

Estudio 1

momento del diagndstico, el 53.1% de los pacientes VIH+ cumplian criterios de
diagnostico tardio y el 33.6% de SIDA. Estas tasas se mantuvieron estables durante el

periodo de estudio.

En cuanto a la caracterizacion genotipica, el 34.4% de los pacientes estaban infectados
por subtipos no-B del VIH-1 siendo el subtipo F el mas frecuente, con una prevalencia
global del 25.8%. La tasa de transmisidn de virus con mutaciones de resistencia a los
farmacos antirretrovirales disminuyd de forma global de un 10.2% en el periodo 2004-
2008 a un 2.6% en el periodo 2009-2013 (p = 0.02). De forma especifica, la prevalencia
de mutaciones asociadas con resistencia a ITIAN e ITINAN fue del 1.8% y 1.8%,

respectivamente y del 0% para los IP/r en el ultimo periodo.

Los resultados obtenidos en este estudio han sido publicados en “Journal of Medical

Virology” en Marzo de 2015. Online ISSN: 1096-9071, Factor de impacto JCR: 2.347
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To describe temporal trend and character-
istics of newly HIV-diagnosed patients in a
medical care area in Northwest Spain over
the last 10 years. All newly diagnosed pa-
tients for HIV-infection from 2004 to 2013 at a
reference medical care area in Northwest of
Spain were identified. Epidemiological, viro-
logical, immunological, and clinical data, as
well as HIV genotype and drug resistance
information were recorded. A total of 565
newly HIV-diagnosed patients were identified.
The number of new cases increased in the
last 5 years (66cases/year). Overall, 53.1%
had a median CD4 counts <350cells/pnl and
33.6% had an AIDS defining criteria. Non-B
variants were found in 34.4% of patients
being subtype F (25.8%) the most common
non-B subtype. The rate of transmitted drug
resistance (TDR) over the study period was
3.7%, but a decreased to 2.6% was observed
in the last 5 years. The most prevalent TDR
mutations were: T215 revertants (1.5%),
K219QENR (1.2%), for NRTIs; K103N (1.9%),
for NNRTIs; L90M (0.3%), for Pls. Overall,
73.2% of patients started antiretroviral
treatment and 9.9% of patients died during
follow-up. The number of newly HIV diag-
nosed patients increased since year 2009.
There is a high prevalence of late diagnosis
(53%) and 33% had an AIDS defining criteria.
Interestingly, the most prevalent non-B sub-
type in our population was F (25.8%). These
findings support the need to facilitate the
access for HIV testing to reduce the rate of
late HIV diagnosis, improve the clinical out-
come and prevent HIV transmission. J. Med.
Virol.
) 2015 Wiley Periodicals, Inc.

©2015 WILEY PERIODICALS, INC.

KEY WORDS: newly HIV-diagnoses; late di-
agnosis; HIV-1genetic subtype;
transmitted drug resistance

INTRODUCTION

HIV infection continues to be an important health
problem worldwide. It is estimated that more than
35 million people are living with HIV; more than 2
million new infections are recorded worldwide and
1.5 million people die each year from causes related
to HIV infection [WHO/UNAIDS, 2013]. In Spain, a
total of 25,731 new HIV patients were notified from
2003, with annual rates per 100,000 populations
that vary from 9.8 in 2003 to 12.2 in 2010 [Ministry
of Health, Spain, 2013]. With the introduction of
highly active antiretroviral therapy (ART), HIV-1
infection is now manageable as a chronic disease in
patients who have access to medication and who
achieve durable virologic suppression [Palella et al.,
1998].
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It is estimated that in Europe, almost 30% of
HIV-infected persons still remain undiagnosed with
an overall incidence of late presentation around
50% of all HIV cases [Scognamiglio et al., 2013].
These high rates play an important role because
late presentation of HIV infection is associated with
shorter survival, slow and poor response to treat-
ment, higher frequency of ART toxicity, increased
healthcare costs and rates of HIV transmission
[Moreno et al., 2010; Sabin et al., 2010; Camoni
et al., 2013].

Moreover, other factors may also have an impor-
tant role in the management of HIV infection. This is
the case of the extraordinary genetic variability
which characterizes HIV infection with a potential
impact on disease progression, diagnosis, therapy,
and epidemiology [De Felipe et al, 2011]. HIV
epidemic is characterized by a high genotypic diversi-
ty and several HIV subtypes and circulating recombi-
nant forms (CRFs) have been described [Waleria-
Aleixo et al., 2008; Luft et al., 2011; Schrrer et al.,
2011]. HIV-1 subtype B is predominant in North
America and Western Europe, including Spain, al-
though is responsible for only 10% of global infections
[Luft et al., 2011; Scherrer et al., 2011]. However, the
prevalence of HIV-subtypes varies greatly depending
on the geographic region, partially because migration
produced in the last decade has contributed to the
current spread of non-B subtypes in developed coun-
tries [De Felipe et al., 2011; Luft et al., 2011].
Although the impact of drug resistance mutations on
ART management have been well characterized in
HIV-1 subtype B infected patients in the developed
world, less data are available regard non-B subtypes
[Johnson et al., 2008]. Thus, resistance against
antiretroviral drugs in previously untreated HIV
patients is of growing relevance. It has been hypothe-
sized that a wide use of antiretroviral drugs could
result in an increase in drug-resistant virus trans-
mission and more generally in the prevalence of
resistance variants [Sagir et al., 2007]. Overall, the
prevalence of TDR varies between 9-24% in Europe
and 3-15% in Spain, with the highest TDR rates for
both nucleoside reverse transcriptase inhibitors
(NRTIs) and non-nucleoside reverse transcriptase
inhibitors (NNRTIs) followed by protease inhibitors
(PIs) [Sagir et al., 2007; Bracciale et al., 2009;
Wittkop et al., 2011; Monge et al., 2012, 2014].

Therefore, to establish the best strategies for HIV
diagnosis, prevention and treatment it is important
to get a deep knowledge of the characteristics of
newly HIV infections in our medical setting. Thus,
the objective of this study was to analyze the clinical,
virological, and immunological characteristics in a
cohort of newly HIV-1 diagnosed patients in the last
10 years. The prevalence of HIV-1 subtypes, drug
resistance mutations associated to protease and re-
verse transcriptase inhibitors and factors associated
to clinical outcome (response to ART and mortality)
were also evaluated.
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METHODS

All newly diagnosed patients for HIV infection
from January 2004 to December 2013 at the medical
area of A Coruna, in the northwest of Spain, were
recorded. This reference area attends more than
500,000 citizens. Factors included in our analysis
were epidemiological and clinical characteristics at
diagnosis, immunological and virological status, HIV-
1 subtype, and TDR. Characteristics of ART and
mortality were also evaluated.

Late diagnosis was defined as CD4 count < 350
cells/mm® at HIV diagnosis and/or an AIDS-defining
event at presentation. The presence of AIDS was
defined according to the Centers for Diseases Control
and Prevention (CDC) as the presence of CD4 count
<200 cells/mm? and/or clinic category C.

Resistance testing was performed following the
recommendations of HIV treatment guidelines in
force at the moment of starting ART. Both HIV
protease and reverse transcriptase were amplified
from plasma samples using TruGene HIV-1 Genotyp-
ing Test (Siemens). FASTA format sequences from
the HIV protease and reverse transcriptase were
obtained and HIV-1 subtypes were assigned using
the freely available algorithm from Stanford Univer-
sity Drug Resistance Database (http://hivdb.stanford.
edu/hiv/).

The presence of resistance-associated mutations
was evaluated following the Antiretroviral Resis-
tance Guidelines, from the Spanish AIDS Research
Network, updated in 2013 [De Mendoza et al.,
2009al.

This research protocol was approved by the region-
al ethics committee (“Comité Etico de Investigacién
Clinica de Galicia,” register code 2013/247).

The statistical analysis was performed using
the Statistical Package for the Social Sciences
software (SPSS 19.0, Chicago, IL). Categorical vari-
ables are presented as number of cases or percent-
age and were compared by the x? test or Fisher’s
exact test, when appropriate. Continuous variables
are expressed as median (interquartile range, IQR)
and compared by non-parametric Mann-Whitney
and Kruskal-Wallis test, when appropriate. Multi-
variate logistic regression analysis was used to
identify factors independently associated with re-
sponse to ART. Epidemiological characteristics,
HIV status at diagnosis and ART regimen were
included in univariate analysis but only covariates
statistically associated with response to ART in
univariate analysis were included in multivariate
logistic regression. Cox regression was used to
identify factors associated with mortality. Epidemio-
logical characteristics, HIV status at diagnosis and
use of ART were included in univariate analysis
and covariates statistically associated with mortali-
ty in univariate analysis were included in Cox
regression. A P-value of <0.05 was considered
statistically significant.
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Newly HIV Infected Patients in Northwest Spain
TABLE I. Baseline Characteristics of the Study Population

Variables N=565
Demographic-epidemiological
Male 468 (83%)
Age (years) 37 (30-44)
Routes of HIV transmission
Heterosexual 228 (43.2%)
MSM 206 (39%)
DU 93 (17.6%)
Vertical transmission 1 (0.2%)
Nationality
Spanish 475 (79%)
European 18 (3.2%)
South-American 84 (14.9%)
North-American 2 (0.4%)
Asian 1 (0.2%)
African 13 (2.3%)
HIV status
Median CD4 (cells/pl) 344 (128-550)
CD4 count <350 cells/pl 295 (53.1%)
Median RNA-HIV log (copies/ml) 4.98 (4.4-5.4)

Clinical presentation at diagnosis
No symptoms
Primary infection
Non-AIDS defining disease (clinical category B)
AIDS defining disease (clinical category C)

363 (66.4%)
36 (6.5%)
44 (8%)

105 (19.1%)

Co-infections
HBsAg positive 12 (2.1%)
Anti-HCV positive 112 (19.9%)
Sexual transmitted diseases 39 (9.1%)

Data are n (%) or median (interquartile range).

RESULTS
Epidemiologic Characteristics

A total of 565 newly HIV diagnosed patients were
identified. Table I describes epidemiological, immuno-
logical, virological, and clinical characteristics of the
study population at the diagnosis time. The number
of new HIV-diagnoses increased significantly from
47 cases/year in period 2004—2008 to 66 cases/year in
period 2009-2013 (P < 0.001). The distribution of new
diagnoses per year is shown in Figure 1. The changes
in the routes of transmission in the study period are
shown in Figure 2. Interestingly, new HIV infections
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Fig. 1. Distribution of newly HIV diagnosed patients per year
of follow-up.
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Fig. 2. Distribution of new HIV-diagnoses per routes of

transmission and year of diagnosis.

in men who have sex with men (MSM) have showed
a great increase in the last 5 years, while a remark-
able decrease among heterosexual and intravenous
drug users (IDU) is observed since 2011 and 2006,
respectively. When comparing 5-year periods 2004—
2008 and 2009-2013, a significant decreasing in new
HIV infections among heterosexual (50.9% vs. 37.4%)
and IDU populations (19% vs. 8.3%) and an increas-
ing among MSM (30.1% vs. 54%) (P <0.001) was
observed.

HIV Clinical Status

The median CD4 cell count and plasma HIV-RNA
level at the time of HIV-diagnosis were 344 (128
550) cells/pl and 4.98 (4.4-5.4)logcopies/ml, respec-
tively. Overall, 295 patients (53.1%) of the new HIV
infections were late diagnoses and 183 patients
(33.6%) of newly-diagnosed HIV patients had an
AIDS defining criteria. The prevalence of late diagno-
sis was stable comparing 5-year periods 2004-2008
and 2009-2013 (56.1% vs. 50.9%, respectively,
P =0.229) as well as the percentage of patients with
AIDS (35.4% vs. 32.4%, respectively, P=0.467). The
most prevalent AIDS defining diseases at diagnosis
were: Pneumocystis jiroveci pneumonia (41.3%), tu-
berculosis (21.1%), lymphoma (5.8%), toxoplasmosis
(4.8%), HIV encephalopathy or progressive multifocal
leukoencephalopathy (3.8%), wasting syndrome
(3.8%), esophageal candidiasis (2.9%), atypical myco-
bacteria infection (1%), other syndromes (15.5%).

HIV Genotypic Subtypes

The HIV subtype was available for 314 patients
(55.6%), of whom 108 subjects (34.4%) were infected
with HIV-1 non-B subtypes. Significance increased in
the prevalence of non-B subtypes within the last
5 years from 27.8% in 2009 to 41.3% in 2013 has
been observed. Subtype F was the most prevalent
non-B subtype (25.8%). The HIV subtypes distribu-
tion in the study population is shown in Figure 3. Of
note, MSM transmission was responsible of 79.2% of
newly HIV-patients with subtype F while subtype B

J. Med. Virol. DOI 10.1002/jmv
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Fig. 3. Distribution of HIV-1 subtypes and CRFs.

and other non-B/F variants were transmitted by
heterosexual (47.3% and 54.2%, respectively) and
MSM route (47.3% and 41.7%, respectively). Among
the IDU population, new HIV infections corresponded
in a 10.1% to subtype B, 1.3% to subtype F and 4.2%
to other HIV-variants. Significant differences in the
route of transmission between HIV-subtypes were
observed (P < 0.001).

Transmitted Drug Resistance Mutations

Genotypic resistance testing was performed in 323
patients (58.1%). Table II shows the prevalence of
mutations according to the list of TDR identified for
treatment-naive HIV infected patients. The overall
prevalence of TDR in this population was 3.7%. The
most prevalent TDR mutations were: T215 revertants
(1.5%), K219QENR (1.2%), for NRTIs; K103N (1.9%),
for NNRTIs; L90OM (0.3%), for PIs. Regarding to
antiretroviral drug families, the prevalence of TDR
mutations was 2.5%, 2.5% and 0.3% for NRTIs,
NNRTIs and PIs, respectively. Overall, three patients
(0.9%) had TDR mutations only for NRTIs, three
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Fig. 4. Rates of TDR mutations in periods 2004—2008 and
2009-2013.

patients (0.9%) for NNRTIs, 1 patient (0.3%) for PIs
and five patients (1.6%) had TDR mutations for both
NRTIs and NNRTIs. Figure 4 shows the overall
prevalence of TDR and by drug class between 2004—
2008 and 2009-2013. Decreasing rates of TDR was
observed from 10.2% (2004-2008) to 2.6% (2009—
2013) in the last 5 years (P=0.023). However, there
were no significant differences in the prevalence of
mutations specifically associated with NRTIs,
NNRTIs or Pls resistance comparing the two 5-year
periods but there was a trend to decreasing rates in
the last 5 years. Within the last 5 years (2009-2013),
the annual prevalence of transmitted drug resistance
(NRTIs, NNRTIs, and PIs mutations) was less than
5% and no clear downward trend was observed in
this period.

Antiretroviral Treatment and Mortality

Overall, 413 patients (73.2%) started ART. The
median of CD4 count at the beginning of ART was
207 (76-317). The regimen of ART was based on: 2
NRTIs + 1 NNRTIs (45.7%); 2 NRTIs + 1 Pls (46.7%);

TABLE II. Prevalence of TDR Mutations in Newly Diagnosed HIV-Infected Patients

NRTIs mutations, n (%)

NNRTIs mutations, n (%)

PIs mutations, n (%)

M41L 1(0.3) L1001 0 (0) L23I 0 (0)
K65R 1(0.3) K101EP 1(0.3) L241 0 (0)
D67EGN 2 (0.6) K103NS 6 (1.9) D30N 0 (0)
T69D 1(0.3) V106AM 1(0.6) V321 0 (0)
K70ER 0(0) V179F 0 (0) M46IL 0 (0)
L741V 0 (0) Y181CIV 0 (0) 147AV 0 (0)
V75AMTS 0 (0) Y188CHL 3(0.9) G48MV 0 ()
F77L 0 (0) G190AES 0(0) I50LV 0 (0)
Y115F 1(0.3) P225H 0(0) F53LY 0(0)
F116Y 0 (0) M230IL 0 (0) I54ALMSTV 0(0)
Q151M 0 (0) GT73ACST 0 (0)
M184IV 1(0.3) L76V 0 (0)
L210W 0 (0) V82ACFLMST 0 (0)
T215REV? 5 (L.5) N83D 0(0)
T215YF 0 (0) I84ACV 0(0)
K219ENQR 4(1.2) 185V 0(0)

N88DS 0(0)

Lo0M 1(0.3)
“REV:C/D/E/I/N/S/V.
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2 NRTIs + integrase inhibitor (5.2%), and other regi-
mens (2.4%). The median time from HIV diagnosis to
ART initiation was 3 (1-17) months. Overall, after
48 weeks of ART, 65% achieved undetectable viremia
(HIV-RNA < 20 copies/ml). In multivariate analysis,
after adjusting for sex, the presence of HIV viral
load < 100,000 copies/ml at the time of diagnosis (OR
2.3 [1.3-3.9], P=0.001) and heterosexual transmis-
sion (OR 2.5 [1.4-4.6], P=0.007) were significantly
associated with virological response to ART; while
PIs regimen was associated with lower virological
response (OR 0.5 [0.3-0.8], P=0.005).

During follow-up, 56 patients (9.9%) died, and the
death occurred during hospitalization at HIV-diagno-
sis in 18 patients (3.2%). The median time from HIV
diagnosis to death was 26 (642 months). In multi-
variate analysis, after adjusting for sex, age (HR 1.04
[1.019-1.065], P<0.001) and the presence of an
AIDS-defining disease at the time of diagnosis (HR
7.1 [3.5-14.3], P <0.001) were significant associated
with mortality; regarding the use of ART and mortal-
ity, to achieve undetectable viremia (HIV-RNA < 20
copies/ml) was significant associated with a lower
risk of mortality (HR 0.04 [0.02-0.1], P < 0.001).

DISCUSSION

This study evaluates the characteristics of a large
cohort of newly HIV diagnosed patients in Northwest
of Spain in the last 10 years. A significant increase in
the number of new HIV diagnosed patients was
observed, from 47 cases/year in period 2004-2008 to
66 cases/year in the last 5 years. HIV epidemic
affects mainly young (median age of 37 years) male
(83%) being sexual transmission the main route of
infection (82%). In the last 10 years, intravenous
drug users have become a secondary route of trans-
mission while a significant predominance of HIV
infection among MSM has been observed. The in-
crease in new HIV-infections observed in our popula-
tion could be related to the high prevalence of MSM
since year 2009, similarly to the significant increase
on the HIV prevalence among MSM described in
Europe and North America [Van Griensven et al.,
2009; WHO/UNAIDS, 2013]. Moreover, high-risk sex-
ual behavior among MSM described in recent years,
as well as MSM are more likely to get tested for HIV
might explain the increase in new HIV-infections in
the last 5 years [Camoni et al., 2013; Fernandez-
Davila et al., 2013].

High rates of late HIV diagnosis was observed in
our study population since half of them (53.1%) had
CD4 counts < 350 cells/pl and 33.6% had an AIDS
defining criteria at the time of diagnosis. Reducing
late HIV diagnosis is considered a public health
priority and continues to be a great challenge in most
countries [Phillips et al., 2007; Palacios et al., 2008;
Dolpech et al., 2013; Shen et al., 2013]. To gain this
goal, the US CDC and the US Preventive Services
Task Force (USPSTF) newly recommended one-time

5

HIV testing for persons aged 15-65 at least once as
part of routine health care [Branson et al., 2006;
Moyer, 2013]. In Spain, HIV testing is generally
performed in case of risk behavior or clinical suspi-
cion, but is not incorporated as a routine screening.
The high proportion of late presenters at HIV diagno-
sis observed in our study is similar to that reported
in other European countries and in Spain [European
Centre for Disease Prevention and Control, 2010;
Palacios et al., 2008]. Of note, the rate of late HIV
diagnosis (CD4 counts < 350 cells/pl) and AIDS events
was stable during all the study period. Therefore, it
is critical to identify the characteristics of new HIV
infections to establish optimal strategies for preven-
tion and earlier HIV diagnosis [Camoni et al., 2013;
Loconsole et al., 2013].

The identification of HIV-1 subtypes allows us to
know the dynamics of HIV molecular epidemiology
and different transmission or disease progression
rates have been suggested [Zhang et al., 2010;
Hemelaar et al., 2011]. Broad distribution of HIV-1
subtypes worldwide has been stable over time, with a
prevalence for subtype B of more than 90% in
Western Europe and the United States [Hemelaar
et al.,, 2011; Luft et al., 2011]. However, the preva-
lence of non-B subtypes in Europe has increased
during the last two decades and is mainly related to
population movements. Although non-B subtypes
were more common in people of non-Caucasian
origin, their estimated prevalence in some European
countries is more than 15% in Caucasians; similarly,
in native Spaniards, the rate of non-B subtypes
increased from 1.5% in 2000-2002 to 11% in 2007—
2010 [Bracciale et al., 2009; Trevino et al., 2011;
Monge et al., 2012; Abecasis et al., 2013; Chaix et al.,
2013].

The prevalence of non-B subtypes observed in our
population (34%) is much higher than the prevalence
described in other Spanish cohorts as the Spanish
AIDS Research Network Cohort-CoRIS (15.9%) and
with a HIV subtypes distribution also different. While
the rates of CRFs account for almost 10% of all HIV
infections in Spain, being CRF02_AG the most com-
mon non-B variant with a prevalence of 40% in
Madrid [De Mendoza et al., 2009b; Trevino et al.,
2011; Monge et al., 2012], the prevalence of CRFs in
our population is much lower (3%). Instead, subtype
F, that causes less than 1% of infections worldwide
and 1.6% of newly HIV-diagnoses in CoRIS, affects
one in four of the newly HIV-diagnosed patients in
our study [Hemelaar et al., 2011; Luft et al., 2011;
Monge et al., 2012]. The prevalence reported for
subtype F varies between different geographic re-
gions and overall is less than 5% but there are some
exceptions. In Brazil, subtype F accounts for approxi-
mately 10-20% of non-B virus infection [Dias et al.,
2009; Hemelaar et al., 2011]. Moreover, Romania has
the highest prevalence described (>70%) due to
parenteral transmission in children in the late
1980s [Apetrei et al., 1998]. This association with
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demographic parameters suggests highly compart-
mentalized epidemics, determined by social and be-
havioral characteristics of the patients [Abecasis
et al., 2013].

Observational evidence suggests that non-B sub-
types are more able to transmit by the heterosexual
route [Yirrell et al., 2008; Lai et al., 2012]. In fact, it
has been recently described the spread of subtype F
among Italian heterosexual men and up to 68% of the
subtype F Brazilian patients were women being
infected by heterosexual route [Monteiro et al., 2009;
Lai et al., 2012]. However, subtype F is mainly
transmitted by homosexual route in our study
(79.2%). Indeed, a rapid expansion of subtype F
among MSM in Galicia was reported in HIV newly
diagnosed patients during 2010-2011 and the phylo-
genetic analyses traced the ancestry of this cluster in
Brazil, where the prevalence of subtype F is also high
[Thomson et al., 2012]. The recognition of a high
prevalence of subtype F in our population might be
an important issue since more rapid disease progres-
sion, lower genetic barrier to drug resistance and
different response to antiretroviral therapy among
non-B subtypes has been described [Yirrell et al.,
2008; Chaix et al., 2013; Pernas et al., 2014].

HIV treatment guidelines recommend performing
an HIV drug resistance testing for all subjects begin-
ning treatment [EACS, 2013; DHHS 2014]. Transmis-
sion of drug-resistant HIV variants is well
documented and is associated with suboptimal viro-
logic response to first-line antiretroviral treatment,
limiting the therapeutic options [Sagir et al., 2007;
Bracciale et al., 2009]. Overall, the prevalence of TDR
varies between 9-24% in Europe and 3-15% in Spain
[Wittkop et al., 2011; Monge et al., 2012, 2014]. While
a stable or declining prevalence of TDR was detected
in some studies, others showed an increase in TDR
prevalence [Sagir et al, 2007; Monge et al., 2012;
Rodriguez-Rodrigues et al., 2013]. Overall, a signifi-
cant decrease in TDR was observed from 10.2% at
period 2004—2008 to 2.6% at period 2009-2013.

In Spain, the TDR rate for NNRTIs has decreased
from 5.2% in 2007 to 2.8% in 2011 in naive patients,
but not for TDR associated with both NRTIs and PIs
[Monge et al., 2012, 2014]. In our population, during
the last 5 years it has been observed a decrease in
the rates of TDR for NRTIs (6.1% in 2004—2008
to 1.8% in 2009-2013), NNRTIs (6.1-1.8%) and PIs
(2-0%) (Fig. 4). Moreover, in the CoRIS cohort,
patients infected by non-B subtypes were at 73% of
lower risk of having resistance to the NRTIs class
[Waleria-Aleixo et al., 2008; Monge et al., 2012]. It
has been proposed that changing features in the
HIV-1 epidemic in European countries, characterized
by a significant increase in non-B subtypes from
populations migrating from countries with more
limited access to ART, may partially justify the
finding of a reduced prevalence of some TDR during
the last years [Bracciale et al., 2009; De Mendoza
et al., 2009b].
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This low prevalence of TDR may influences treat-
ment and diagnostic recommendations in the near
future. In fact, some experts have suggested that
might not be necessary to perform a baseline Pls
resistance test, and only evaluate the presence of
TDR for NNRTIs could be more cost-effective in Spain
[Monge et al., 2012, 2014] given the cost-benefit for
performing genotypic studies in naive patients have
been established for a TDR prevalence above 5% [Sax
et al., 2005]. This could be an interesting approach in
our population because the global prevalence of TDR
is 3.7% with a significant decrease in the last 5 years
with a trend toward decreasing rates of NRTIs,
NNRTIs, and PIs resistance.

Although some of our results are similar to those
described in other studies, specific characteristics of
our population, as the high prevalence of subtype F,
could not be extrapolated to other regions in Spanish
or European countries. These different features may
have important implications in our daily clinical
practice for the management of HIV-infected pa-
tients. One of the limitations of our study is the lack
of the protease and reverse transcriptase sequences
for all the study population and therefore the impos-
sibility to determine the HIV subtype, particularly in
the period 2004-2008 when to perform a genotypic
HIV resistance test prior ART initiation was not
mandatory [Vandamme et al., 2004; Recommenda-
tions from GESIDA, 2007].

In summary, new HIV infections increased in the
last 5 years in the Northwest of Spain with a high
prevalence of late diagnosis and AIDS events. These
data highlights the need for a more active HIV
testing in our population to promote early HIV
diagnosis. Moreover, there is a high prevalence of
subtype F in newly HIV diagnosed patients, being
MSM the main route of transmission. These findings
might be highly relevant for the clinical management
of these patients and to establish the most optimal
strategies for prevention and diagnosis.
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de Infeccidn por VIH-1 en el Noroeste de Espaina y Evidencia de

Peor Respuesta al Tratamiento Antirretroviral.
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Resumen:

El subtipo F es el subtipo no-B mas frecuente en nuestra poblacion, con una
prevalencia del 25.8% en los nuevos diagndsticos de infeccion por VIH en nuestro
medio en el periodo 2004-2013. El objetivo de este estudio fue evaluar las
caracteristicas diferenciales entre los subtipos genéticos mds prevalentes en nuestra
poblacidén, el subtipo B y el subtipo F, y analizar la respuesta al TAR en funcién del

subtipo genético.

Para ello, en la cohorte de nuevos diagndsticos de infeccion por VIH en el area
sanitaria de A Corufia, se seleccionaron los pacientes diagnosticados en el periodo
2009-2013, periodo en el que se habia realizado un estudio de resistencias basal a la
mayoria de los pacientes, y por tanto, fue posible determinar el subtipo genético de
VIH-1 a partir de la secuencias FASTA de transcriptasa inversa y proteasa. Se realizé un
analisis comparativo de las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e
inmunoviroldgicas al diagnéstico, y se evalud la respuesta al TAR a las 24, 48 y 96

semanas.

Los pacientes infectados con el subtipo F eran varones (97.1%), con predominio en el
colectivo de HSH comparado con los pacientes infectados con el subtipo B (81.8% vs.
45.8%, p < 0.001). No hubo diferencias en cuanto a la nacionalidad, siendo
mayoritariamente espafioles todos los pacientes en ambos grupos. Tampoco se
observaron diferencias significativas en cuanto a la presencia de enfermedades
definitorias de SIDA al diagndstico (24.2% en el subtipo F vs. 35% en el subtipo B) y el
porcentaje de pacientes con CD4 < 350 células/uL al diagnodstico fue similar (42.6% vy
50.3% para los subtipos F y B respectivamente). Sin embargo, los niveles de ARN-VIH
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en plasma en el momento del diagndstico fueron significativamente mas elevados en
los pacientes con subtipo F (5.3 vs. 4.9 log copias/mL, p = 0.002). La tasa de
mutaciones de resistencia transmitida a farmacos fue del 4.2% pero solo se

encontraron resistencias en las secuencias de subtipo B.

Tras el diagndstico, el 80.8% de los pacientes con subtipo F y el 72.7% de los pacientes
con subtipo B iniciaron TAR, sin observarse diferencias en cuanto al régimen de TAR
iniciado. Se definid la supresién virolégica como niveles de ARN-VIH < 50 copias/mL.
Las tasas de respuesta virolégica del subtipo F fueron del 31%, 51.7% y 61.1% a las 24,
48 y 96 semanas respectivamente, frente a una tasa de supresion virolégica del 78.3%,
85.2% y 94.3% para el subtipo B, con diferencias estadisticamente significativas (p <

0.001 a las 24 y 48 semanas; y p = 0.015 a las 96 semanas).

En el andlisis multivariado, la infeccién por el subtipo F del VIH (OR 14.8 [IC 95% 2.5-
16.7], p < 0.001) y tener una carga viral elevada al diagndstico (OR 11.4 [IC 95% 1.7-
17.9], p = 0.001) se identificaron como predictores independientes de peor respuesta

viroldgica a las 24 semanas de tratamiento.

Los resultados obtenidos en este estudio han sido publicados en “AIDS” en Julio de

2014. Online ISSN: 1473-5571, Factor de Impacto JCR: 6.407.
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High prevalence of subtype F in newly diagnosed
HIV-1 persons in northwest Spain and evidence for
impaired treatment response
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Poveda

HIV-1 non-B subtype variants were found in 37.8%
0of 296 newly diagnosed persons in northwest Spain
over the past 5 years. Subtype F was the most
prevalent non-B subtype (29.6%) and displayed
preferential transmission among MSM. Virologic
response rates to antiretroviral therapy were lower
among F subtypes compared to B subtypes at
weeks 24 (31% vs. 78.3%), 48 (51.7% vs. 85.2%),
and 96 (61.1% vs. 94.3%) of therapy. Subtype F was
independently associated with virological response
at 24 weeks.

The prevalence of HIV-1 group M non-B subtypes has
been increasing in Western Europe in recent years largely
as a result of population movements [1]. Specifically, in
native Spaniards, the rate of non-B variants increased
from 1.5% in 2000—2002 to 11.4% in 2007—-2010, with
the circulating recombinant form CRF02_AG (37%)
being the most common non-B subtype in Spain [2].
Historically, the HIV epidemic in Galicia, a coastal region
situated in northwest Spain, has been characterized by a
high diversity of HIV genetic forms presumably due to
international population movements through this area

3.

Natural polymorphisms at positions associated with
resistance are frequently found among reverse transcrip-
tase and protease sequences from HIV non-B variants [4].
Although the impact of these polymorphisms on
treatment responses appears limited, recent studies have
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demonstrated their relevance in some HIV variants with
specific antiretroviral agents [5,6]. Since the prevalence of
circulating HIV variants is a dynamic phenomenon and
new antiretroviral agents are continually being introduced
into the therapeutic arsenal against HIV infection, this
issue requires continuous monitoring.

Herein, we describe the characteristics of all newly
diagnosed HIV-1 persons in the past 5 years at our
institution in northwest Spain serving 501 526 citizens.
Patient demographics (age, sex, and risk behavior), and
laboratory (HIV-RNA, HIV subtypes, HIV drug
resistance and CD4 ™" cell counts) and clinical parameters
at the time of diagnosis were recorded. In addition, the
response to antiretroviral therapy (ART) was retrospec-
tively analyzed.

A total of 296 newly diagnosed HIV-1 patients were
identified from 2009 to 2013 at our institution. HIV
subtype could be determined in 230 patients. Non-B
variants were found in 37.8% of patients with the
following distribution: F (29.6%), C (2.6%), A (2.2%),
CRF02_AG (1.7%), G (0.9%), K (0.4%), and
CRFO01_AE (0.4%). Subsequent analyses were performed
comparing the two most prevalent subtypes seen in our
population: subtype B (n=143) and subtype F (1= 68).

Table 1 displays the main characteristics of this population
at the time of diagnosis. Persons infected with subtype F
were overwhelmingly male (97.1%) with a predominance
of MSM compared to subtype B patients (81.8% vs.
45.8%, respectively; P<0.001). Those infected with
subtype F were also significantly younger than those
infected with subtype B (36 vs. 39 years, respectively;
P=0.037). No differences were found with regard to
nationality, with the majority in both groups being
Spanish. Likewise, the percentages of subtype F versus B
patients with an AIDS-defining illness (24.2% vs. 35%,
respectively) or CD4™ cell counts below 350 cells/pl
(42.6% vs. 50.3%, respectively) were similar. The mean
CD47 cell count was also comparable between the groups
(384.04 vs. 378.03, respectively); however, HIV-RNA
levels at the time of diagnosis were higher among subtype
F patients compared to subtype B patients (5.3 vs. 4.9 log
copies/ml, respectively; P=0.002). The rate of trans-
mitted drug resistance during the study period was 4.2%,
and resistance was only found in subtype B sequences.

After diagnosis, 80.8% of subtype F and 72.7% of subtype
B patients initiated ART. The rates of virological response
after ART initiation were retrospectively evaluated
comparing both groups of patients (Table 1). The mean
time to initiation of ART was significantly shorter
among patients infected with subtype F variants (10.53 vs.
17.60 months, respectively; P<0.001). No differences
were observed with regard to the composition of the
initial ART regimen between subtype F and B patients:
two nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTT) +
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one non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor
(NNRTT) (55.4% vs.47.5%), two NRTI + one protease
inhibitor (35.7% vs. 46.5%) and two NRTI + one
integrase inhibitor (INI) (8.9% vs. 6.1%).

Virologic response, defined as achievement of HIV-RINA
below 50 copies/ml, was assessed at 24, 48, and 96 weceks
after ART initiation. Interestingly, the rates of virologic
response were significantly lower among patients infected
with subtype F variants compared to subtype B variants at
weeks 24 (31% vs. 78.3%), 48 (51.7% vs. 85.2%), and 96
(61.1% vs. 94.3%). Importantly, the virologic response did
not vary based on the composition of the ART regimen
(e.g. protease inhibitor vs. NNRTI). However, similar
mean increases in CD4 ™ cell counts 48 and 96 weeks after
ART initiation were seen in both groups (Table 1).

In multivariate analysis, infection with a subtype F variant
[odds ratio (OR) 14.8 (2.5-16.7), P<0.001] and a high
baseline plasma HIV-RNA level [OR 11.4 (1.7-7.9),
P=0.001] were independent predictors of a poor
virologic response at 24 weeks after adjusting for ART
initiation delay and baseline CD4™ cell count.

Subtype F accounts for less than 1% of HIV-1 infections
worldwide, primarily being found in Africa (Congo) and
South America (Brazil). In Europe, subtype F has an
unusually high prevalence in Rumania (>70%) due to
parenteral transmission in children during the late 1980s
[7]. Recently, subtype F HIV-1 infection has also been
recognized among Italian heterosexual men [8]. A rapid
expansion of HIV-1 subtype F among MSM in Galicia
was reported in newly diagnosed patients during 2010—
2011 [9]. Herein we confirm the continued spread of
subtype F among MSM in northwest Spain and, for the
first time, provide evidence of a suboptimal response to
ART when compared with subtype B patients.

In regard to treatment response, some studies have
highlighted the relevance of natural polymorphisms
conferring resistance to specific antiretrovirals among
ART-naive individuals infected with non-B subtypes
[5,6]. In this study, no significant differences were
observed in the prevalence of major polymorphisms
associated with resistance to antiretrovirals within reverse
transcriptase or protease sequences from subtype F and B
viruses. As expected, some differences in minor poly-
morphisms were found. The variant V106, which is
associated with low-level resistance to the NNRTI
etravirine [10,11], was found more frequently among
subtype F (compared to subtype B) sequences (83.8% vs.
3.5%, respectively; P< 0.001). Similarly, variants L10V,
M36I, and L8IM at positions associated with resistance to
protease inhibitors were more frequent among subtype F
(compared to subtype B) sequences (91.2% vs. 6.3%;
89.1% vs. 32.2%; and 91.2% and 8.4%, respectively;
P<0.001). The presence of these polymorphisms has
been associated with a reduced susceptibility to the
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Table 1. Characteristics of newly HIV diagnosed patients at the time of diagnosis and resp to anti iral therapy (subtypes B versus F).
N=211
Characteristics Subtype F (n=68) Subtype B (n=143) P
Male (%) 97.1 86 0.014
Age 36.23£9.9 39.28+9.7 0.037
Routes of HIV transmission (%) <0.001
Heterosexual 16.7 47.3
Homosexual 81.8 45.8
Others (including IDU) 1.5 6.9
Spanish (%) 76.5 83.2 0.263
AIDS-defining diseases (%) 242 35 0.121
Late diagnosis (%) 42.6 50.3 0.295
Mean CD4™ at diagnosis time 384.04 £231.201 378.03 £316.800 0.512
Mean HIV-RNA (log copies/ml) at diagnosis time 5.3+0.85 4.96 +£0.81 0.002
Transmitted drug resistance (%) 0 4.2 0.180
Response to ART n=55 n=104
ART initiation delay after diagnosis (months) 10.53+£16.729 17.60+22.485 <0.001
Regimens at ART initiation (%) 0.401
2 NRTI + 1 NNRTI 55.4 47.5
2 NRTI + PI 35.7 46.5
2 NRTI + INI 8.9 6.1
Patients with HIV-RNA <50 copies/ml after ART initiation
At 24 weeks on therapy (%) 31 78.3 <0.001
At 48 weeks on therapy (%) 51.7 85.2 <0.001
At 96 weeks on therapy (%) 61.1 94.3 0.005
Mean CD4" cells/pl increase after 48 weeks after ART 271.344+186.333 260.71+190.891 0.788
Mean CD4" cells/pl increase after 96 weeks after ART 256.35£190.545 315.58+275.593 0.432

ART, antiretroviral therapy; IDU, injecting drug user; INI, integrase inhibitor; NNRTI, non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor; NRTI,

nucleoside reverse transcriptase inhibitor; Pl, protease inhibitor.

protease inhibitor tipranavir in subtype F specimens (fold-
changes <2.7); however, no impact on darunavir
susceptibility was found [5]. Since none of the patients
in this study were treated with etravirine or tipranavir-
based regimens, the presence of polymorphisms associ-
ated with reduced susceptibility to these drugs does not
account for the poor virologic response observed among
subtype F patients. Therefore, the susceptibility of
subtype F variants to antiretroviral agents currently used
for the treatment of HIV infection needs to be assessed.

Of note, in the study published by Poveda et al. [5],
subtype F possessed the highest replication capacity
(performed by Phenosense assay; Monogram Biosciences,
San Francisco, California, USA) among the HIV subtypes
tested. This finding is consistent with the significantly
higher baseline plasma HIV-RNA levels observed among
subtype F patients in our population. However, in the
multivariate analysis accounting for baseline viral load,
subtype F infection retained a significant association with
delayed virologic response.

Poor adherence to ART in the group of subtype F
patients is another possible explanation for the lower rates
of virologic response. Although a direct measurement of
adherence is not available in this study, several studies have
reported a higher degree of adherence to ART and HIV
care among the MSM population than in other HIV-risk
groups [12]. Moreover, similar increases in CD47 cell
counts were seen after ART initiation in both groups;
therefore, poor adherence among subtype F patients is an

unlikely explanation for the poor virologic outcomes.
Finally, there was no difference between the groups in
terms of the number of different ART regimens initiated
during the study period.

In summary, subtype F is the most prevalent non-B
subtype among newly diagnosed HIV-1-infected persons
in northwest Spain, with preferential transmission among
MSM. For the first time, we have identified a significantly
slower virologic response to ART among subtype F
patients. Subtype F and a high baseline HIV-RNA were
the major determinants of a poor virologic response to
ART. Factors not associated with virologic response
include: the timing of ART initiation, baseline CD47 cell
count, and the initial ART regimen (NNRTTI vs. protease
inhibitor). Given the potential clinical implications of
these results, additional studies are warranted to identify
the reasons for poor ART virologic response in subtype
F patients.
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HIV-1 superinfection with a triple-class drug-
resistant strain in a patient successfully controlled
with antiretroviral treatment

Erika Castro™, Hong Zhao®, Matthias Cavassini®,
James I. Mullins®, Giuseppe Pantaleo® and Pierre-
Alexandre Bart

We report a case of HIV-1 superinfection (HSI)
with a clade B, triple-class resistant virus in a
patient successfully controlling viremia with con-
tinuous combination antiretroviral therapy started
8 years earlier during primary HIV infection. The
course of HIV infection prior to HSI was moni-
tored in both the source partner and recipient
(8 and 11 years, respectively) and 4 years following
HSI. This case report demonstrates re-infection
with HIV-1 despite effective combination anti-
retroviral therapy.

HIV-1 superinfection (HSI), that is, infection with a
second strain after the first has been established, has been
reported since 2002, mainly involving HIV group M
clades [1-6], and in a smaller proportion as inter-group
recombinant forms [7,8]. Overall, HSI has been most
often observed in untreated patients, during treatment
interruption, and in seroconcordant couples with poor
viral suppression [9]. Here, we report the onset and 4-year
follow-up of HSI with a triple-class resistant clade B virus
in a man on effective combination antiretroviral therapy
(cART).

Briefly, blood samples were obtained from two men (M1
and M2) chronically infected with HIV-1 and sexual
partners since 2006. M2 was diagnosed with HIV
infection in 1994 at stage A2 with full Western blot
seroconversion, and developed triple-class antiretroviral
drug resistance as a consequence of weak adherence to
ART, leading to virologic failure. M2 experienced
uncontrolled viremia (range 3—4 logs of viral RNA)
until September 2008 when a salvage treatment regimen
reduced his viral load to undetectable limit for the first
time (Fig. 1a). M1 was diagnosed in 2000 with primary
HIV infection, initiated cART in 2000, and remained on
c¢ART with undetectable viremia and no drug resistance
mutations through the end of 2007 (Fig. 1b). cART first
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Resumen:

El objetivo del TAR es alcanzar y mantener la supresion virolégica (ARN-VIH < 50
copias/mL) en el tiempo. Sin embargo, se ha descrito en pacientes con TAR supresor, la
presencia de episodios intermitentes de viremia detectable de bajo nivel. Aunque el
significado clinico de estos episodios es incierto, se ha descrito que ocasionalmente

podrian anticipar el fracaso virolégico (FV) o la seleccién de mutaciones de resistencia.

El objetivo de este estudio fue evaluar retrospectivamente la presencia de episodios
de baja viremia plasmatica en los nuevos diagndsticos de infecciéon por VIH que
alcanzaron la supresion virolégica con TAR, asi como la presencia de FV durante el
seguimiento hasta el 1 de enero de 2015. La carga viral plasmatica fue evaluada
utilizando el test Roche COBAS Tagman versién 2.0 con un limite de cuantificaciéon de
20 copias/mL. Los resultados de carga viral se informaron como detectable y
cuantificable (ARN-VIH > 20 copias/mL), no detectable (ND), y detectable pero no

cuantificable (DNC) por debajo de 20 copias/mL.

Para el analisis, los pacientes se asignaron a los siguientes grupos: a) pacientes con
viremia siempre ND; b) pacientes con determinaciones aisladas de viremia DNC (ARN-
VIH < 20 copias/mL); c) pacientes con > 3 determinaciones consecutivas de viremia
DNC; d) pacientes con episodios aislados de viremia de bajo nivel (20-50 copias/mL)
precedido y seguido de viremia ND o DNC; y e) pacientes con blips, definido segun las
guias del Grupo Espanol de Estudio de SIDA “GeSIDA” como una determinacion de
ARN-VIH entre 50-200 copias/mL precedido y seguido por una determinacién por
debajo de 50 copias/mL. Se definid FV como la presencia de ARN-VIH > 50 copias/mL
en dos visitas consecutivas.
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En el periodo de seguimiento, de los 565 nuevos diagndsticos de infeccidn por VIH, el
80.2% de los pacientes iniciaron TAR, y de estos, el 78.2% alcanzaron la supresién
viroldgica. Solo aquellos pacientes con un minimo de tres meses de seguimiento y al
menos dos determinaciones de carga viral plasmatica tras alcanzar la supresién
virolégica con TAR fueron analizados, incluyendo finalmente en el analisis a 326
pacientes. El 22.7% de los pacientes presentaron blips y un 8.3% experimentaron FV,

con una media de seguimiento de 42 + 29 meses.

El riesgo de FV a los 12, 24 y 60 meses fue de 8.6%, 16.5% y 27.5% para los pacientes
con blips frente a un 4.3% para los pacientes con viremia plasmatica siempre ND; los
pacientes con > 3 determinaciones consecutivas de viremia DNC tuvieron un riesgo de
FV de 6.2% a los 12 meses, y del 33.7% a los 24 y 60 meses (p < 0.001). El andlisis
multivariante identificd estas diferencias en los niveles de ARN-VIH en plasma por
debajo de los limites de deteccion/cuantificacion como predictor independiente de FV
(p=0.008). El riesgo de FV fue mayor para los pacientes con blips (HR 2.500 [IC 95%
0.524-11.926]) y con = 3 determinaciones consecutivas de viremia DNC (HR 3.813 [IC
95% 0.675-21.926]). Los pacientes con > 3 determinaciones consecutivas DNC
presentaron ademas un mayor riesgo de fracaso virolégico con ARN-VIH confirmado >

200 copias/mL (HR 6.943 [IC 95% 0.728-66.261], p=0.092).

Los resultados obtenidos de este estudio han sido publicados en “Journal of Antimicrobial
Chemotherapy” en Abril de 2016. Online ISSN: 1460-2091, Factor de Impacto JCR: 5.313
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Any impact of blips and low-level viraemia episodes among HIV-infected
patients with sustained virological suppression on ART?
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Objectives: The objective of this study was to evaluate the prevalence of blips and risk of virological failure (VF)
among HIV-infected patients with sustained virological suppression (HIV-RNA <50 copies/mL) on ART.

Methods: Newly diagnosed (2004 -13) HIV-infected patients with sustained virological suppression on ART (min-
imum follow-up of 3 months) were identified. Risk of VF was evaluated according to different plasma HIV-RNA quan-
tification values based on the limits of quantification/detection of current commercial assays (20 copies/mL).
Kaplan—-Meier and Cox proportional hazards models were used to compare the cumulative incidence of VF.

Results: A total of 565 newly diagnosed HIV-infected patients were identified: 453 started ART and 354 achieved
virological suppression. Prevalence of blips (isolated HIV-RNA ranging from 50 to 200 copies/mL) and VF (HIV-RNA
>50 copies/mL) was 22.7% and 8.8%, respectively (mean follow-up of 42 months). Multivariate analysis identified
differences between HIV-RNA values as an independent predictor of VF (P=0.008); risk of VF was higher for patients
with blips [HR 2.500 (95% CI 0.524-11.926)] and for those with at least three consecutive detected, but not quan-
tified, HIV-RNA determinations (HIV-RNA <20 copies/mL) [HR 3.813 (95% CI 0.675-21.535)]. Moreover, only
HIV-infected patients with at least three consecutive detected, but not quantified, HIV-RNA determinations showed
a higher probability of virological rebound with >200 copies/mL [33.7% at 24 and 60 months versus <5% for other
HIV-RNA values; HR 6.943 (0.728-66.261), P=0.092].

Conclusions: Blips are frequent (22.7%) among HIV-infected patients with sustained virological suppression on ART.
HIV patients with blips and at least three consecutive detected, but not quantified, HIV-RNA determinations
(<20 copies/mL) had a higher risk of VF. These findings highlight the relevance of maintaining HIV-RNA levels
below the limits of quantification of current assays (<20 copies/mL).

9107 ' 11dy uo 1san3 Aq /810°s[euinolpiogxo-sely:dny woly papeojumoc]

Introduction

The current goal of ART is HIV-RNA suppression <50 copies/mL.
However, intermittent episodes of detectable low-level viraemia
(50-1000 copies/mL) have been described among HIV patients
who achieved virological suppression.’? Blips do not always lead
to negative clinical outcomes, although they may occasionally
anticipate virological failure (VF) and the selection of drug-
resistant HIV variants.* ~* Moreover, there is evidence for residual
low-level viraemia <50 copies/mL in patients on stable suppres-
sive ART.>"7

Several studies have suggested a potential role of blips and low-
level viraemia events in the likelihood of VF. However, their clinical
relevance is not yet clearly established because of the controversial

results obtained, probably due to heterogeneity among the differ-
ent studies (i.e. baseline patient characteristics and definitions of
blips and VF).

In this context, the aim of the study was to evaluate the
incidence of blips and low-level viraemia in a cohort of newly
diagnosed HIV-infected patients on suppressive ART and to
identify those factors associated with VF.

Methods

All HIV-infected patients newly diagnosed from 1 January 2004 to 31
December 2013 in a reference hospital in north-west Spain were recorded.
Those who started ART and reached HIV-RNA levels <50 copies/mL were
identified and followed until 1 January 2015. Epidemiological, clinical and

© The Author 2015. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Antimicrobial Chemotherapy. All rights reserved.
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immunovirological characteristics at diagnosis were recorded. The
research protocol was approved by the regional ethics committee
(‘Comité Etico de Investigacion Clinica de Galicia’, register code 2013/247).

Plasma viral load was determined using the Roche COBAS TaqMan test
version 2.0 (limit of quantification= 20 copies/mL). HIV-RNA quantification
was interpreted as follows: detectable (HIV-RNA =20 copies/mL); not
detectable (ND); and detectable, but not quantified (<20 copies/mL) (DNQ).

For subsequent analysis, HIV-infected patients with virological sup-
pression under ART were assigned to the following groups: (i) all determi-
nations ND; (i) one to two determinations DNQ; (iii) at least three
consecutive episodes of DNQ determinations; (iv) intermittent low-level
viraemia (ILLV) episodes, i.e. HIV-RNA values of 20-50 copies/mL pre-
ceded and followed by ND or DNQ viraemia; and (v) blips, i.e. HIV-RNA
value of 50-200 copies/mL preceded and followed by another value
<50 copies/mL, according to the definition of the Spanish AIDS Study
Group (GeSIDA) guidelines.®

VF was defined as HIV-RNA =50 copies/mL at two consecutive
visits according to GeSIDA and European AIDS Clinical Society guide-
lines.®* Finally, virological rebound was defined as confirmed HIV-RNA
=200 copies/mL (VR200) according to the US Department of Health
and Human Services guidelines.'® Adherence was indirectly evaluated
by determining the rate of lost pharmaceutical consultation, a delay of
=15 days after programmed consultation, which might have increased
the risk of having no ART medication.

Statistical analysis was performed using Statistical Package for the
Social Sciences software (SPSS 19.0, Chicago, IL, USA). Categorical vari-
ables were presented as the number of cases or percentage and compared
by the x” test or Fisher's exact test when appropriate. Continuous variables
were expressed as the mean+SD and compared by the non-parametric
Mann-Whitney or Kruskal-Wallis test when appropriate. Kaplan-Meier
curves were used to evaluate the probability of both VF and VR200 during
follow-up and differences between groups were assessed by the log-rank
test and Cox regression analysis, calculating the HR and 95% CI. A P value
<0.05 was considered statistically significant.

Results

A total of 565 newly diagnosed HIV-infected patients were identi-
fied during the study period. Overall, 453 (80.2%) patients started
ART and 354 (78.1%) of them achieved suppressed viraemia
(HIV-RNA <50 copies/mL). Only patients with a minimum period
of follow-up of 3 months, with at least two viral load determina-
tions available after achieving suppressed viraemia, were exam-
ined. A total of 326 patients were considered for analysis with a
mean time of follow-up of 42 429 months. The rate of blips and
ILLV was 22.7% and 24.8%, respectively. Epidemiological, clinical
and immunovirological characteristics are shown in Table 1.

After achieving HIV-RNA suppression, 8.8% (n=27) of patients
experienced VF and 3.6% (n=12) experienced VR200. Time to VF
and VR200 according to the presence of blips, ILLV, DNQ viraemia
or ND viraemia are shown in Figure 1, with differences between
groups (P<0.001 for VF and P=0.004 for VR200).

Viral load values >100000 copies/mL at diagnosis (P=0.013)
and adherence to treatment (proportion of lost pharmaceutical
consultation =5%) (P=0.044) were predictors of VF in the
Kaplan-Meier univariate analysis. Conversely, none of the follow-
ing variables was associated with VF: route of transmission
(P=0.445); AIDS-defining criteria at diagnosis (P=0.539); CD4+
count <200 cells/mm? at diagnosis (P=0.491); HIV-1 genetic
subtype (P=0.703);'* presence of transmitted drug resistance
mutations (P=0.487);'> and ART regimen (NNRTI- versus
PI-based treatment) (P=0.756).

Multivariate analysis, adjusted by CD4+ <200 cells/mm?,
HIV-RNA >100000 copies/mL and AIDS-defining disease at diag-
nosis, identified adherence [HR 2.409 (95% CI 1.073-5.411),
P=0.033] and different values of HIV-RNA quantification and/or
detection (P=0.008) as predictors of VF. Patients with blips [HR
2.500 (95% CI 0.524-11.926), P=0.250] and at least three
consecutive DNQ HIV-RNA determinations [HR 3.813 (95% CI
0.675-21.535), P=0.130] were more likely to have VF. Similarly,
multivariate analysis for VR200 shows that different viraemic groups
(P=0.008) and adherence [HR 4.146 (95% CI 1.095-15.696),
P=0.036] were independent predictors of VR200, after adjusting
by the same variables. The presence of at least three consecutive
DNQ HIV-RNA determinations shows a higher probability of VR200
compared with those patients with ND determinations [HR 6.943
(95% CI 0.728-66.261), P=0.092].

Discussion

The clinical consequences for patients experiencing blips or
low-level viraemia remain unclear. This study suggests that
HIV-infected patients who achieved viral load suppression under
ART, but have at least three consecutive DNQ viral load determina-
tions below the limit of quantification (<20 copies/mL) or have
blips, are more likely to have VF. Indeed, only those patients
with at least three consecutive DNQ HIV-RNA determinations
have shown a higher risk of VR200.

Virological suppression had been historically defined considering
the limits of detection of the commercial assays available, which
have been improving from 400 copies/mL for first-generation
assays, then 50 copies/mL and, currently, 20 copies/mL.!3*
According to current HIV guidelines, the gool of ART is to maintain
virological suppression <50 copies/mL.2 However, in patients on
stable suppressive ART, persistent or transient residual viraemia
below the cut-off of 50 copies/mL is observed.*® The source of
this residual viraemia remains controversial and could be explained
by virus release from activation of latently infected CD4+ T cells or
viral replication as a consequence of suboptimal therapy with the
consequent risk of selection of resistance.”!®

The clinical relevance of low-level viraemia <50 copies/mL
or even of HIV-RNA detection below the limit of quantification
(<20 copies/mL) of current commercial assays remains uncer-
tain.'® This scenario makes it necessary to determine the
frequency of these events and their impact in the clinical success
of ART in HIV-infected patients.

In this study, the prevalence of blips was 22.7%, similar to
other studies, which have shown a prevalence ranging from
20% to 40%.°~“ Many studies agree that occasional blips are
common and do not reflect viral replication nor predict VF,**’
but others have found an association between their presence
and subsequent VF.»'1819 | ikewise, this study shows an associ-
ation between the presence of blips and VF (8.6%, 16.5% and
27.5% at 12, 24 and 60 months, respectively). Of note, HIV patients
with at least three consecutive DNQ HIV-RNA determinations
were more likely to have VF (Figure 1). Interestingly, only the pres-
ence of at least three consecutive DNQ viral load determinations
was associated with a higher risk of VR200 with rates of 33.7% at
24 and 60 months compared with rates of <5% for other viraemic
groups. Multivariate analysis (adjusted by CD4+ <200 cells/mm?,
HIV-RNA >100000 copies/mL and AIDS-defining disease at
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Table 1. Baseline characteristics of the study population

Blips 1L >3 consecutive DNQ viraemia ND viraemia
(n=74) (n=81) DNQ (n=27) (n=95) (n=49) P

Male, % 82.4 79 889 81.1 75.5 0.680
Age (years), mean +SD 38.7+93 37.3+12 428+123 37.6+9.2 37.5+10.6 0.190
Route of transmission, %

MSM 35.6 27.6 333 363 356

heterosexual 521 50 66.7 41.8 55.6

1vbuU 12.3 225 0 22 89
AIDS at diagnosis, % 50 46.9 30.8 337 20.4 0.005
CD4+ <200 cells/mm? at diagnosis, % 43.2 43.2 30.8 28 184 0.012
Viral load >100000 copies/mL at diagnosis 73.6 63.8 61.5 333 26.5 <0.001
Positive for hepatitis B virus surface antigen, % 5.5 2.5 0 2.1 6.1
Positive for hepatitis C virus antibody, % 15.1 238 11.5 239 16.7 0.377
HIV-1 subtype, %

B 67.9 62.5 72.2 66 69.2

F 25 28.1 222 226 17.9

other subtype 7.1 9.4 5.6 113 12.8
ART regimen (%) 0.542°

two NRTIs+NNRTI 425 47.5 519 50 58.3

two NRTIs+PI 52.1 45 44 4 41.5 375

two NRTIs +integrase inhibitor 4.1 38 37 53 21

other regimen 1.4 3.8 0 3.2 21
Time to suppressed viraemia (HIV-RNA <50 copies/mL) 40.4+27.1 435+449 41.6+44.1 31.1+353  29.4+21.6 0.006

(weeks), mean + 5D
Lost pharmaceutical consultation (=15 days)“, mean + SD 54+48 79489 45455 6.4+78 47473 0.017

Blips, HIV-RNA value ranging from 50 to 200 copies/mL preceded and followed by another value <50 copies/mL; ILLV, intermittent low-level viraemia
episodes, i.e. HIV-RNA value ranging from 20 to 50 copies/mL preceded and followed by another value <20 copies/mL; =3 consecutive DNQ viraemia,
three or more consecutive detected, but not quantified, HIV-RNA determinations <20 copies/mL; DNQ viraemia, patients with one or two detected, but
not quantified, HIV-RNA determinations <20 copies/mL; ND viraemia, all HIV-RNA determinations were not detected.

“Univariate analysis.
Comparing NNRTI versus PI regimen.

“Lost pharmaceutical consultation (=15 days) means the percentage of lost pharmaceutical consultation with a delay of =15 days after programmed
consultation and, therefore, with potential, but not mandatory, risk of having no ART medication.

diagnosis) identified the presence of at least three consecutive
DNQ viral load determinations and treatment adherence as inde-
pendent predictors of both VF and VR200. Doyle and Geretti,”
Doyle et al.® and Calcagno et al.” have also recognized that
among HIV-infected patients under ART, HIV-RNA values between
40 and 49 copies/mL and, to a lesser extent, <40 copies/mL predict
VF considering two definitions, >50 and >400 copies/mL, inde-
pendently of other recognized determinants (i.e. adherence and
ART regimen).

Altogether, these findings suggest that a prolonged and
continuous presence of residual viral replication might favour
a subsequent VF more than isolated blips of viraemia, which
could be the result of different factors (i.e. adherence and
intra-assay variability among determinations). This scenario
would increase the potential risk of developing resistance
mutations and, consequently, treatment failure.?® Therefore,
clinical monitoring of these patients, focused on adherence,
evaluation of potential drug-drug interactions with concomi-
tant medications, appropriate food intake when indicated and

detailed evaluation of the presence of drug resistance muta-
tions, is recommended.

The present study has some limitations. There is a low number
of VF that might explain the lack of statistical significance for the
association between VF and the presence of blips or at least three
consecutive DNQ HIV-RNA determinations compared to the group
of ND viraemia. However, the association becomes significant
when we analyse different viraemic groups together. Second,
the impact of VF on the risk of developing drug resistance muta-
tions has not been evaluated, as most cases of VF had HIV-RNA
<200 copies/mL.

In conclusion, this study provides new data for a better under-
standing of the clinical impact of low-level viraemia events among
HIV-infected patients under stable suppressive ART. The main
finding was the identification of the presence of at least three con-
secutive DNQ HIV-RNA determinations below the limit of quanti-
fication of current commercial assays (<20 copies/mL) as being
associated with a higher risk of VF. Therefore, the goal of ART
should be revised to a lower cut-off of 50 copies/mL considering
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Figure 1. Rates of VF (confirmed HIV-RNA =50 copies/mL) after achieving HIV-RNA <50 copies/mL according to the following viraemic groups: ND
viraemia, all HIV-RNA determinations were not detected; DNQ viraemia, patients with one or two detected, but not quantified, HIV-RNA determinations
<20 copies/mL; =3 consecutive DNQ viraemia, three or more consecutive detected, but not quantified, HIV-RNA determinations <20 copies/mL; ILLV,
intermittent low-level viraemia episodes, i.e. HIV-RNA value ranging from 20 to 50 copies/mL preceded and followed by another value <20 copies/mL;
and blips, HIV-RNA value ranging from 50 to 200 copies/mL preceded and followed by another value <50 copies/mL. (a) Time to VF according to
Kaplan-Meier analysis. (b) Proportion of HIV patients on ART with VF at 12, 24 and 60 months after achieving virological suppression. (c) Time to VR200
according to Kaplan-Meier analysis. (d) Proportion of HIV patients on ART with VR200 at 12, 24 and 60 months after achieving virological suppression.
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the limit of detection/quantification of current available assays.
Meanwhile, close clinical monitoring would be advisable for
these patients with special emphasis on treatment adherence.
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7.1 Discusion Estudio I: Caracteristicas Epidemioldgicas, Viroldgicas y Clinicas de los
Nuevos Diagndsticos de Infeccion por VIH en el Noroeste de Espaiia en el periodo
2004-2013.

Este estudio evalla las caracteristicas de la cohorte de nuevos diagndsticos de
infeccion por VIH en nuestra drea sanitaria en el periodo 2004-2013. Se observd un
incremento significativo en el nimero de nuevos diagndsticos de VIH desde 47
casos/afio en el periodo 2004-2008 hasta 66 casos/afio en el periodo 2009-2013. La
epidemia por VIH afecta principalmente a varones (83%) jévenes, con una edad media
de 37 ainos, siendo la transmision sexual la principal via de infeccidon (82%). Este
incremento en el nimero de nuevas infecciones por VIH podria estar justificado por un
incremento en la incidencia de VIH, por modificaciones en los patrones de cribado de
VIH o por ambos motivos, y podria estar en relacién con la alta prevalencia de HSH
observada en nuestra poblacién desde el aino 2009. De hecho, aunque a nivel mundial
se ha observado un descenso aproximado del 30% en el nimero de nuevas infecciones
por VIH, se ha descrito un incremento de la prevalencia de VIH entre HSH en Europa y
Norteamérica [Van Griensven et al. 2009; WHO/UNAIDS 2015]. El gran impacto que el
TAR ha tenido al disminuir la morbimortalidad asociada al VIH podria justificar
parcialmente el incremento de las conductas sexuales de riesgo entre HSH descrito en
los ultimos afios. Esto unido al hecho de que el colectivo de HSH acude con mayor
frecuencia a realizar la prueba del VIH, podria justificar este aumento en las nuevas
infecciones por VIH en los Ultimos afios [Camoni et al. 2013; Fernandez-Davila et al.

2013].
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En nuestra poblacién, se han observado altas tasas de diagndstico tardio (53.1%), la
mitad de los nuevos diagndsticos de infeccion por VIH tienen un recuento de CD4
inferior a 350 células/uL y un 33% cumplen criterios SIDA al diagnéstico. Reducir la tasa
de diagnéstico tardio es una prioridad en salud publica puesto que un diagndstico
temprano permite el acceso precoz al tratamiento y reduce el riesgo de transmision de
VIH, ademas de evitar el riesgo de comorbilidades a largo plazo [Phillips et al. 2007;
INSIGHT START study group et al. 2015]. Para alcanzar este objetivo, los CDC vy el
Preventive Services Task Force (USPSTF) estadounidenses recomiendan la realizacion
de la prueba del VIH, al menos una vez, entre las personas de entre 15 y 65 afos
[Branson et al. 2006; Moyer et al. 2013]. En Espafia, la serologia de VIH se realiza en
caso de conducta de riesgo o sospecha clinica, pero todavia no estd implantada de
forma rutinaria. La tasa de diagndstico tardio observada en nuestra poblacion, que
ademas ha permanecido estable durante todo el periodo de estudio, es similar a la
registrada en otros paises de Europa y en Espafia, lo que sugiere que el diagndstico
precoz continla siendo un reto para la mayoria de los paises [Palacios et al. 2008;
European Centre for Disease Prevention and Control, 2010; Dolpech et al. 2013; Shen
et al. 2013]. Por tanto, es fundamental continuar identificando las caracteristicas de las
nuevas infecciones por VIH para optimizar las estrategias de prevencién y el

diagnéstico precoz de la infeccion por VIH [Camoni et al. 2013; Locconsole et al. 2013].

La caracterizacion de los subtipos genéticos de VIH-1 en los nuevos diagndsticos nos
permite conocer la dindmica de la epidemiologia molecular de la infeccion por VIH en
nuestra drea geografica [Zhang et al. 2010; Hemelaar et al. 2011]. La distribucién

global de los subtipos de VIH-1 refleja la complejidad de esta infeccion. El subtipo B
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tiene una prevalencia de mas del 90% en el oeste de Europa y Estados Unidos aunque
representa sélo el 11% de las infecciones por VIH a nivel mundial [Hemelaar et al.
2011; Luft et al. 2011]. Sin embargo, en las ultimas dos décadas la prevalencia de los
subtipos no-B en Europa se ha ido incrementando progresivamente, debido
fundamentalmente a los movimientos poblacionales. De hecho, aunque los subtipos
no-B son mas frecuentes en la poblacién de origen no caucdsico, su prevalencia en
algunos paises europeos asciende a mas del 15% de las nuevas infecciones en personas
de origen caucdsico [Bracciale et al. 2009; Monge et al. 2012; Abecasis et al. 2013;
Chaix et al. 2013]. De manera similar, la prevalencia de subtipos no-B ha aumentado
también en la poblaciéon de origen espafiol desde el 1.5% en 2000-2002 al 11% en

2007-2010 [Trevifio et al. 2011; Monge et al. 2012].

La prevalencia de los subtipos no-B observada en nuestra poblacion (34.4%) es mucho
mas elevada que la descrita en otras cohortes espafiolas como la cohorte de la Red
Espafola de Investigacidon en SIDA - CoRIS (15.9%) y presenta también una distribucion
de subtipos diferente. Mientras que las tasas de CRFs alcanzan casi el 10% de todas las
infecciones por VIH en Espaia, siendo el CRFO2_AG la variante no-B mas frecuente con
una prevalencia que alcanza el 40% en el area de Madrid [De Mendoza et al. 2009;
Trevifio et al. 2011; Monge et al. 2012], la prevalencia de CRFs en nuestra poblaciéon es
mucho menor (3%). En cambio, las infecciones por subtipo F, que causan menos del 1%
de las infecciones a nivel mundial y representan el 1.6% en CoRIS, afectan a uno de
cada cuatro nuevos diagndsticos en nuestra cohorte [Hemelaar el al. 2011; Luft et al.
2011; Monge et al. 2012]. La prevalencia descrita para el subtipo F varia entre las

diferentes areas geograficas. En Brasil, el subtipo F supone aproximadamente un 10-
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20% de las infecciones por subtipos no-B [Dias et al. 2009; Hemelaar et al. 2011] y
Rumania tiene la prevalencia mas alta descrita (> 70%) debido a la transmision
parenteral (por transfusién de productos sanguineos no evaluados para infeccion por
VIH y/o el empleo repetido de agujas no esterilizadas) en nifios a finales de la década
de los 80 [Apetrei et al. 1998]. Esta asociacién con pardmetros demograficos sugiere
patrones epidémicos muy compartimentalizados, determinados por caracteristicas

sociales y de conducta de los pacientes [Abecasis et al. 2013].

En esta linea, datos observacionales sugieren que los subtipos no-B se transmiten
mejor por via heterosexual [Yirrell et al. 2008; Lai et al. 2012]. De hecho, se ha descrito
recientemente la diseminacién del subtipo F entre varones heterosexuales en ltalia y
hasta un 68% de los pacientes con subtipo F en Brasil son mujeres infectadas por via
heterosexual [Monteiro et al. 2009; Lai et al. 2012]. En nuestro estudio, no obstante, el
subtipo F se transmite principalmente en HSH (79.2%). Recientemente, se ha descrito
en Galicia una rapida expansién del subtipo F entre los nuevos diagndsticos de
infeccidn por VIH entre HSH durante 2010-2011 y el andlisis filogenético situa el origen
de este grupo en Brasil, donde la prevalencia de subtipo F es también elevada
[Thomson et al. 2012; Pernas et al. 2014]. El reconocimiento de la alta prevalencia de
subtipo F en nuestra poblacién puede tener relevancia clinica dado que los subtipos
no-B se han relacionado con una rapida progresién de la enfermedad, una barrera
genética mas baja para el desarrollo de resistencia a farmacos y diferente respuesta al

TAR [Yirrell et al. 2008; Chaix et al. 2013; Pernas et al. 2014].

Las guias de tratamiento para la infeccién por VIH recomiendan la realizacién de un

estudio de resistencias a todos los pacientes antes de iniciar el tratamiento,
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independientemente de la evidencia de infeccion reciente [EACS guidelines 2015;
DHHS guidelines 2015]. La transmision de variantes de VIH resistentes a farmacos esta
bien documentada y se asocia con una respuesta viroldgica subdptima a los farmacos
de primera linea, limitando las opciones terapéuticas [Sagir et al. 2007; Bracciale et al.
2009]. La prevalencia de resistencias transmitidas a farmacos (transmitted drug
resistances, TDR) varia entre 9-24% en Europa y el 3-15% en Espana [Wittkop et al.
2011; Monge et al. 2012; Monge et al. 2014]. Mientras que en algunos estudios se
observa una prevalencia de TDR estable o con tendencia al descenso, otros estudios
muestran un incremento en dicha prevalencia [Sagir et al. 2007; Monge et al. 2012;
Rodriguez-Rodrigues et al. 2013]. En nuestra poblacidon se observd un descenso
significativo en TDR desde el 10.2% en el periodo 2004-2008 al 2.6% en el periodo
2009-2013. En Europa, las tasas de TDR mas elevadas se describen para los ITIAN
(5.4%) seguido de los ITINAN (3%) y los IP/r (2.4%) [Wittkop et al. 2011]. Estas
prevalencias son similares a las descritas en la cohorte espafiola CoRIS [Monge et al.
2012] y también similar a la observada en nuestra poblacidon (2.5% para ITIAN e

ITINAN) con una prevalencia muy baja de resistencia a IP/r (0.3%).

En Espafia, la tasa de TDR para ITINAN ha descendido desde un 5.2% en 2007 a 2.8% en
2011 en los pacientes naive, pero no se observaron cambios para las TDR asociadas a
ITIAN o IP/r [Monge et al. 2012; Monge et al. 2014]. En nuestra poblacion, en los
ultimos 5 afios, se observé un descenso en las tasas de TDR a ITIAN e ITINAN (6.1% en
20004-2008 a 1.8% en 2009-2013), e IP/r (2% a 0%). Se ha propuesto, que los cambios
en las caracteristicas de la epidemia por VIH, caracterizada por un incremento

significativo en los subtipos no-B en los paises europeos, podria parcialmente justificar
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el hallazgo de una prevalencia reducida de algunas TDR en los ultimos afos, dada la
alta prevalencia de los subtipos no-B en las poblaciones que emigran desde paises con

acceso mas limitado al tratamiento [Waléeria-Aleixo et al. 2008; Monge et al. 2012].

Esta prevalencia de TDR puede tener su influencia en las recomendaciones
diagnésticas y de tratamiento en el futuro préximo. De hecho, el limite del coste-
beneficio para realizar los estudios genotipicos en pacientes naive antes de iniciar TAR
se ha establecido en una prevalencia de TDR superior al 5% [Sax et al. 2005]. En vista
de la baja prevalencia de TDR en Espafia, especialmente para la familia de IP/r, algunos
expertos han sugerido que podria no ser necesario realizar un test de resistencia basal
a los IP/r [Monge et al. 2012; Monge et al. 2014]. Esta aproximacién podria ser
también interesante en nuestra poblacidn, pues la prevalencia global para TDR es del
3.7% con un descenso en los ultimos 5 afios y una clara tendencia al descenso de las

mutaciones de resistencia tanto para ITIAN, como para ITINAN e IP/r.

Una de las limitaciones de nuestro estudio es la falta de secuencias de proteasa y
transcriptasa inversa, especialmente en el periodo 2004-2008, cuando no se
recomendaba realizar un estudio de resistencias genotipicas a los pacientes naive
antes de iniciar el TAR, y por tanto, la imposibilidad de determinar el subtipo de VIH en

estos pacientes [Vandamme et al. 2004; Recommendations from GeSIDA, 2007].

En resumen, las nuevas infecciones por VIH han aumentado en los ultimos 5 afios con
una alta prevalencia de diagndstico tardio y eventos SIDA. Estos datos subrayan la
necesidad de realizar cribados mas activos para la infeccién por VIH y promover su
diagnodstico precoz. Existe una alta prevalencia de subtipo F entre los nuevos
diagndsticos de infeccion por VIH, mayoritariamente en HSH. Estos hallazgos son
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importantes para el manejo clinico de estos pacientes y establecer las estrategias mas

Optimas para la prevencidn, diagndstico y manejo clinico.
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7.2 Discusion Estudio II: Elevada Prevalencia del Subtipo F en los Nuevos Diagndsticos
de Infeccién por VIH-1 en el Noroeste de Espafia y Evidencia de Peor Respuesta al
Tratamiento Antirretroviral.

Historicamente, la epidemia del VIH en Galicia se ha caracterizado por una elevada
diversidad genética probablemente debida a los movimientos migratorios de su
poblacién [Thomson et al. 2001]. Ademds, en los ultimos afios, se ha descrito un
aumento de la prevalencia de los subtipos no-B en el oeste de Europa [Abecasis et al.
2013]. Este estudio confirma la diseminacién continuada del subtipo F entre HSH en
nuestra drea sanitaria, y por primera vez se evidencia una respuesta subdptima al TAR
al compararlo con pacientes infectados por el subtipo B. Asi, la tasa de respuesta
virolégica (ARN-VIH < 50 copias/mL) fue significativamente inferior en los pacientes
infectados por subtipo F comparado con el subtipo B, a semana 24 (31% vs. 78.3%,

respectivamente), 48 (51.7% vs. 85.2%) y 96 (61.1% vs. 94.3%).

Respecto a la respuesta al tratamiento, hay que tener en cuenta que las diferencias
genéticas entre los diferentes subtipos del VIH-1, pueden tener su influencia en el
tropismo celular, la cinética de replicacién viral, la evasion del sistema inmunoldégico y
asi modular la progresidon de la enfermedad y la susceptibilidad a los farmacos
antirretrovirales [Holguin et al. 2006; Kantor, 2006; Kiwanuka et al. 2008; Geretti et al.
2009]. En este sentido, hay que tener en cuenta que la mayoria de los farmacos
antirretrovirales se han disefiado teniendo en cuenta las variantes de subtipo B [Taylor
et al. 2008; Scherrer et al. 2011]. Diversos estudios han sugerido una menor tasa de
fracaso viroldgico para los subtipos A y CRFO1_AG, y una mayor rapidez en alcanzar la

supresion viroldgica para los subtipos C y A [Geretti et al. 2009; Scherrer et al. 2011].
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Se ha sugerido que la rapidez para alcanzar la supresion virolégica en los subtipos Cy A
podria estar relacionada con una carga viral mas baja [Geretti et al. 2009]. De hecho,
las guias de practica clinica indican que aquellos pacientes con cargas virales elevadas
pueden tardar mas tiempo en alcanzar la supresion virologica [DHHS guidelines 2015;

Documento de consenso de GeSIDA, 2016].

En este sentido, hay que destacar que algunos estudios han observado que el subtipo F
tiene una mayor capacidad replicativa al compararlo con otros subtipos [Poveda et al.
2008]. Estos resultados coincidirian con los valores significativamente mas elevados de
carga viral plasmatica en el momento del diagndstico en los pacientes con subtipo F
(5.3 vs. 4.9 log copias/mL) en comparacion con los subtipos B, que hemos observado
en nuestra poblacién. Sin embargo, en el analisis multivariado, ademas de la carga viral
basal, la infeccién por subtipo F se asocia de forma independiente con una menor
respuesta viroldgica. Los factores que no se han asociado a esta peor respuesta
viroldgica fueron el tiempo hasta el inicio de TAR, la cifra basal de CD4 y el régimen de

TAR utilizado (combinaciéon de 2 ITIAN con ITINAN frente a la combinacion con IP/r).

Algunos estudios han resaltado la relevancia de los polimorfismos genéticos naturales
gue confieren resistencia a determinados farmacos antirretrovirales en pacientes naive
infectados por subtipos no-B [Poveda et al. 2008; Garrido et al. 2011]. En este estudio,
no se observaron diferencias en la prevalencia de polimorfismos asociados con
resistencias a farmacos en las secuencias de la transcriptasa inversa y la proteasa de
las variantes virales de subtipos B y F. Sin embargo, se observaron algunas diferencias
en polimorfismos secundarios que tendrian un menor impacto en el desarrollo de

resistencias. Por ejemplo, la mutaciéon V106l, que se asocia con resistencia de bajo
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nivel a ITINAN (etravirina) [Poveda et al. 2008; Vingerhoets et al. 2011], se encontré
con mayor frecuencia entre los pacientes con subtipo F comparado con el subtipo B
(83.8% vs. 3.5% respectivamente, p < 0.001). De manera similar, las mutaciones L10V,
M36l y L8IM que se asocian con resistencia a los IP/r, son mas frecuentes entre las
proteasas de subtipo F comparado con las de subtipo B (91.2% vs 6.3%; 89.1% vs
32.2%; y 91.2% y 8.4% respectivamente; p < 0.001). La presencia de estos
polimorfismos se ha asociado con una menor susceptibilidad al IP/r tipranavir. Sin
embargo estos polimorfismos no se asociaron con un impacto en la susceptibilidad del
IP/r darunavir [Poveda et al. 2008]. Ninguno de los pacientes incluidos en el estudio
estaba en tratamiento con combinaciones que incluyeran etravirina o tipranavir. Por
tanto, en este caso, la presencia de estos polimorfismos que se asocian con una menor
susceptibilidad a estos farmacos, no justificaria la peor respuesta a TAR observada
entre los pacientes con subtipo F. Por tanto, es necesario evaluar de forma mas
detallada los mecanismos moleculares que podrian explicar una menor susceptibilidad
de las variantes de subtipo F a los farmacos actualmente empleados en la practica

clinica.

Una mala adherencia al TAR en el subgrupo de pacientes con subtipo F podria ser otra
posible explicacién para las bajas tasas de respuesta viroldgica observada. Sin
embargo, y aunque no se ha realizado una medida directa de la adherencia en este
estudio, se ha sefalado un alto grado de adherencia al TAR en la poblacién de HSH
respecto a otros grupos de riesgo [Giordano et al. 2009]. Por otra parte, la
tolerabilidad a los farmacos antirretrovirales o su diferente posologia son factores que

pueden relacionarse con la adherencia, sin embargo, tampoco se observaron
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diferencias en cuanto a los regimenes de TAR iniciados durante el periodo de estudio.
Finalmente, se han observado incrementos similares en el recuento de linfocitos CD4
en ambos grupos, a las 48 y 96 semanas tras el inicio del TAR, por lo que una mala
adherencia entre los pacientes con subtipo F parece una explicacién poco probable

para las menores tasas de respuesta viroldgica observadas.

En resumen, el subtipo F es el subtipo no-B mas prevalente entre los nuevos
diagnésticos de infeccién por VIH en nuestra darea, con una transmisidon
preferentemente entre HSH. Por primera vez se identifica una respuesta viroldgica al
TAR mads lenta en los pacientes con subtipo F. El subtipo F y la elevada carga viral de los
pacientes en el momento del diagndstico son los principales determinantes de la peor
respuesta al TAR. Dadas las potenciales implicaciones clinicas de estos resultados, es
necesario realizar estudios adicionales que permitan identificar las razones que

puedan explicar la peor respuesta al TAR en pacientes infectados por el subtipo F.
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7.3 Discusion Estudio lll: Impacto de los Blips y los Episodios de Baja Viremia en
Pacientes VIH+ con Supresion Viroldgica con Tratamiento Antirretroviral.

Las consecuencias clinicas y el manejo de los pacientes que experimentan blips o
viremia de bajo nivel durante el TAR no estan bien establecidas. Este estudio sugiere
gue los pacientes con infeccion por VIH que alcanzan la supresion viroldgica con TAR
pero tienen tres o mds determinaciones consecutivas de carga viral plasmatica
detectable pero no-cuantificable (ARN-VIH < 20 copias/mL) o aquellos con blips, tienen
mas riesgo de fracaso virolédgico (FV). De hecho, solo aquellos pacientes con tres o mas
determinaciones consecutivas de viremia detectable y no cuantificable muestran un

mayor riesgo de fracaso virolégico por encima de 200 copias/mL.

El objetivo del TAR y el umbral para la supresién viroldgica se han definido
histéricamente segun los limites de deteccion de los ensayos comerciales disponibles
en cada momento. Asi, estos limites de deteccion han ido cambiando desde 400
copias/mL para los ensayos de primera generacion, hasta 50 copias/mL para los de
segunda generacidén y mas recientemente, hasta 20 copias/mL, el limite de deteccion
mas bajo de los ensayos comerciales actualmente utilizados en la prdctica clinica

[Schuurman et al. 1996; Sun et al. 1998; Ruelle et al. 2012].

Las guias actuales de practica clinica para el manejo y tratamiento de la infeccion por
VIH sefialan que el objetivo del TAR es mantener la supresion viroldgica por debajo de
50 copias/mL [EACS guidelines 2015; Documento de consenso de GeSIDA, 2016]. Sin
embargo, en pacientes con TAR supresor, se han descrito episodios de viremia
residual, transitoria o persistente, por debajo de 50 copias/mL [Palmer et al. 2008;

Amendola et al. 2011; Doyle et al. 2012]. El origen de esta viremia residual es
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controvertido, y podria explicarse por la liberaciéon de virus como consecuencia de la
activacion de linfocitos CD4 infectados de forma latente, o por la replicacion viral como
consecuencia de un tratamiento subdptimo, con el consiguiente riesgo de seleccién de

mutaciones de resistencia [Jones et al. 2007; Sigal et al. 2011; Doyle et al. 2012].

La relevancia clinica de esta viremia de bajo nivel por debajo de 50 copias/mL o incluso
de la deteccién de ARN-VIH por debajo de los limites de cuantificacion (< 20

copias/mL) de los ensayos comerciales se desconoce [Laprise et al. 2013].

En este escenario es necesario determinar la frecuencia de estos eventos y su impacto

en el éxito del tratamiento de los pacientes con infeccién por VIH.

En este estudio, se observd una prevalencia de blips del 22%, similar a la encontrada
en otros estudios que muestran una prevalencia variable entre el 20 y el 40% [Havlir et
al. 2001; Greub et al. 2002; Sklar et al. 2002; Grennan et al. 2012; Castro et al. 2013].
Ademas, la prevalencia de episodios aislados de baja viremia intermitente (20-50
copias/mL) fue del 24%, aunque previamente no se habian descrito datos de
prevalencia sobre estos episodios. Muchos estudios coinciden en que la presencia
ocasional de blips es frecuente y no refleja la replicacion viral ni predice FV [Havlir et
al. 2002; Mira et al. 2002; Raboud et al. 2002; Sklar et al. 2002; Grennan et al. 2012]
mientras que otros estudios si encuentran una relacién entre ambos [Easterbrook et
al. 2002; Moore et al. 2002; Masquelier et al. 2005; Garcia Gasco et al. 2008; Laprise et
al. 2013; Hofstra et al. 2014; Ryscaravage et al. 2014]. Este estudio coincide con estos
ultimos que encuentran una asociacion entre la presencia de blips y el FV (8.6%, 16.5%
y 27.5% a los 12, 24 y 60 meses, respectivamente). Hay que destacar que los pacientes
con tres o mas determinaciones consecutivas de carga viral detectable pero no
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cuantificable (ARN-VIH < 20 copias/mL) es mas probable que tengan FV (ARN-VIH > 50
copias/mL). Ademas, la presencia de tres determinaciones consecutivas de viremia
detectable no cuantificable se asocia con un mayor riesgo de FV superior a las 200
copias/mL con tasas de fracaso del 33.7% a los 24 y 60 meses, comparados con tasas
inferiores al 5% entre los otros grupos. El analisis multivariado identificd estas
diferencias entre grupos y la adherencia al tratamiento como factores predictores

independientes de FV.

Estos resultados subrayan la relevancia clinica de la presencia continuada de viremia
plasmatica por debajo de los limites de cuantificacion de los ensayos utilizados
actualmente (20 copias/mL). Las guias de practica clinica actuales consideran que los
pacientes con supresion virolégica por debajo de 50 copias/mL tienen un adecuado
control de la infecciéon por VIH. Sin embargo, nuestros resultados sugieren que los
pacientes con viremia detectable continuada, en al menos 3 determinaciones, por
debajo de los limites de cuantificacién, muestran un mayor riesgo de FV. Doyle et al.,
han descrito que la presencia de viremias plasmaticas entre 40-49 copias/mL, y en
menor medida, viremias < 40 copias/mL en pacientes con TAR, predicen el FV
considerando dos definiciones, por encima de 50 y por encima de 400 copias/mL,
independientemente de otros factores asociados al FV (e.j. adherencia, pauta de TAR)

[Doyle et al. 2012].

Este estudio tiene algunas limitaciones. Globalmente, el nimero de FV observados es
bajo, lo que podria justificar la falta de significacion estadistica para la asociacion entre
la presencia de FV y la presencia de blips o determinaciones consecutivas de viremia

detectable no-cuantificable, analizados separadamente. Sin embargo, esta asociacién
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se hace significativa al considerar todos los grupos de viremia en su conjunto. En
segundo lugar, no se ha evaluado el impacto del FV en el desarrollo de mutaciones de
resistencia a farmacos, pues la mayoria de los FV se produjeron con viremias inferiores

a 200 copias/mL.

En conclusidn, este estudio aflade nuevos datos para una mejor comprension del
impacto de los blips y los episodios de baja viremia en pacientes con TAR estable y
supresién viroldgica. Los resultados del estudio concluyen que los pacientes con
viremia persistente detectable por debajo de los limites de cuantificacién de los
ensayos comerciales actualmente empleados (20 copias/mL), mas que los blips,
parecen asociarse a un mayor riesgo de FV. Estos hallazgos sugieren que el objetivo del
TAR actualmente establecido en alcanzar cargas virales inferiores a 50 copias/mL
[Documento de consenso de GeSIDA, 2016] debe de ser revisado y establecerse en
funcion del limite de cuantificacion de los ensayos actuales que es 20 copias/mL.
Mientras tanto, debe considerarse una monitorizacidn estrecha de estos pacientes con

especial insistencia en la adherencia al tratamiento.
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1. El ndmero de nuevas infecciones por VIH se ha incrementado en los ultimos 5
afios en el drea sanitaria de A Corufa. La principal via de transmision es la
sexual (82%) con un incremento significativo entre hombres que tienen sexo

por hombres (54%) en los ultimos 5 afios.

2. Latasa de diagnéstico tardio en la poblacidn de estudio es alta (53%), y hasta la
tercera parte de los pacientes se diagnostican con un evento clinico asociado,

siendo en el 19.1% de los casos un evento SIDA.

3. La prevalencia de mutaciones de resistencias a los farmacos antirretrovirales en
los nuevos diagndsticos de VIH-1 ha disminuido de forma significativa en el drea
sanitaria de A Corufia desde un 10.2% en el periodo 2004-2008 a un 2.6% en los
ultimos cinco afios (2009-2013). Esta disminucidon se observd para todas las

familias de farmacos antirretrovirales (ITIAN, ITINAN e IP/r).

4. En el drea sanitaria de A Corufia, el subtipo F (25.8%) es el subtipo no-B mas
prevalente entre los nuevos diagndsticos de VIH-1. La prevalencia del subtipo F
ha incrementado de forma significativa en el area sanitaria de A Corufia en los
ultimos 5 anos principalmente entre hombres que tienen sexo con hombres.
Este hallazgo refleja diferencias a nivel epidemioldgico y viroldgico entre

nuestra area sanitaria y el resto de Espafia y Europa.
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5. La tasa de respuesta virolégica en pacientes VIH+ que inician tratamiento
antirretroviral es menor en pacientes infectados por variantes del subtipo F
(31%, 51.7% y 61.1%) que en pacientes infectados por variantes del subtipo B
(78.3%, 85.2% y 94.3%) a semana 24, 48 y 96, respectivamente. De hecho, estar
infectado por una variante del VIH-1 subtipo F y una carga viral plasmatica
superior a 100.000 copias/mL fueron identificados como factores

independientes de peor respuesta al tratamiento.

6. Los episodios de baja viremia intermitente son frecuentes (22.7%) en los
pacientes VIH+ en tratamiento antirretroviral con supresidon viroldgica.
Concretamente, una viremia detectable y persistente por debajo de los limites
de cuantificacién de los ensayos comerciales actualmente empleados (20
copias/mL), se asocia con un mayor riesgo de fracaso viroldgico. Segun estos
resultados, el objetivo actual del TAR debe de ser alcanzar y mantener una
supresiéon de la viremia plasmatica por debajo de los limites de cuantificacion

(<20 copias/mL) y deteccion de los ensayos actuales.
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ARN
CDC
CoRIS
CRF
DHHS
DNC
EACS
EMA
FDA
FV
GeSIDA

gp
HR

HSH
INI
IP/r
ITIAN
ITINAN
mL
ND
nm
SIDA
TAR
TDR
UDVP
URF
VIH
WHO

Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico

Centres for Diseases Control

Cohorte de la Red de Investigacién en SIDA

Circulating recombinat forms

Department of Health and Human Services

Detectable no cuantificable

European AIDS Clinical Society

European Medicines Agency

Food and Drug Administration

Fracaso viroldgico

Grupo de Estudio de SIDA (Sociedad Espaiiola Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica)

Glucoproteina

Hazard ratio

Hombres que tienen sexo con hombres

Inhibidores de la proteasa

Inhibidores de la proteasa

Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucledsidos
Inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de nucledsidos
Mililitro

No detectable

Nandémetro

Sindrome de inmunodeficiencia adquirida

Tratamiento antirretroviral

Transmitted Drug Resistance

Usuarios de drogas por via parenteral

Unique recombinant forms

Virus de inmunodeficiencia humana

World Health Organization
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