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Resumen

RESUMEN

Introduccidn: Varios paises con bajos/medianos ingresos han reportado resistencia pretratamiento
(PDR) a NNRTI por arriba de 10%. Objetivo: Estimar la resistencia pretratamiento en tres puntos
focales de la epidemia de VIH en México en seguimiento a la encuesta representativa nacional que
reporto altos niveles de PDR en México. Pacientes y Métodos: Muestras de individuos mexicanos
mayores de 18 afios, con VIH y sin tratamiento antirretroviral (TAR) previo que fueron reclutados de
2008 a 2016. Se obtuvieron secuencias del gen pol del VIH del plasma de 1,194 individuos de la
Zona Metropolitana del Centro, 773 de Cancun y 668 de Tijuana. Resultados: Una proporcion mas
alta de mujeres, menores niveles educativos y de empleo fueron observados en Tijuana (p<0.0001,
en todos los casos). De 2012 a 2016, la prevalencia de PDR a cualquier antirretroviral (ARV) fue
16.7% en la Zona Metropolitana, 14.4% en Tijuana y 14.9% en Cancun. La prevalencia de PDR a
inhibidores no analogos de nucledsidos de la retrotranscriptasa (NNRTI) fue la mas alta en las tres
zonas (10.8%, 7.1%, y 9.6% respectivamente, p>0.05). Se observé un incremento en el tiempo de
prevalencia de PDR a NNRTI en la Zona Metropolitana (p=0.0045) y Tijuana (p=0.0333) en 2008-
2016. Se observé un incremento de resistencia en el tiempo al antirretroviral efavirenz, un NNRTI,
en las tres zonas (p<0.05, en todos los casos), alcanzando 11.8% en la Zona Metropolitana, 6.1%
en Tijuana y 8.3% en Cancun en 2016. El incremento de resistencia a efavirenz coincidié con el
incremento en frecuencia de la mutacion K103N (p=0.0069 en la Zona Metropolitana, p=0.0278 en
Tijuana, no significativa en Cancun). Conclusion: El presente estudio sugiere escenarios de PDR
diferentes en las tres diferentes zonas de la epidemia de VIH en México al mostrar niveles mas bajos
de resistencia a NNRTI en Tijuana comparado con la Zona Metropolitana del Centro y Cancun. Sin
embargo, el incremento de resistencia en el tiempo a efavirenz y de la mutacién K103N en las tres
zonas sugiere la necesidad de una estrategia nacional en salud para responder a la resistencia del
VIH previa al tratamiento.

PALABRAS CLAVE: PDR, NNRTI, EFV, Zona Metropolitana, Tijuana, Cancun.
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I. Introduccion

l. INTRODUCCION

Epidemiologia de la Infeccion por VIH

Desde la identificacion del Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) como el agente causal del
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) en 1983,% 2 la infeccion por VIH se ha reconocido
como un grave problema de salud publica. Para finales de 2016, la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) estimé cerca de 37 millones de personas viviendo con VIH (PVV) a nivel mundial;® 4 sin
embargo, nicamente el 70% (25.5 millones) de ellas conocia su status.®® La Regién Subsahariana
es la zona mas afectada por la infeccion por VIH con prevalencias superiores al 2% en poblacion
general adulta (Figura 1).% ® Para fines de 2016 la OMS reporté 1.8 millones de nuevas infecciones

y un millén de muertes por enfermedades relacionadas a SIDA.34

Figura 1: Prevalencia de la infeccién por VIH por nacidn en adultos de 15-49 afios. La regidon mas afectada es la
region Subsahariana, el sur de Asia y el pacifico, y Latinoamérica y el caribe. La intensidad en los colores indica mayor
prevalencia de infeccion por VIH en adultos. Tomado de http://aidsinfo.unaids.org/. ®

En América, la OMS registré 3.3 millones de personas viviendo con VIH para fines de 2016, en
particular, en la regién de Latinoamérica y el Caribe registré 2.1 millones.*® En México, seguin datos

oficiales del Centro Nacional para la Prevencion y el Control del VIH y el SIDA (CENSIDA), la
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I. Introduccion

estimacion de personas que viven con VIH fue de 210 mil a principios de 2017, de las cuales, cerca
del 80% son hombres. Ademas, CENSIDA también reporté 11 mil nuevas infecciones y cerca de 5

mil defunciones en 2016°. La prevalencia nacional de VIH en México fue de 0.24% (Figura 1).°

Genomay estructura del VIH

El VIH pertenece al género Lentivirus de la familia de los retrovirus,” cuya principal célula blanco son
los linfocitos T CD4+. El VIH es un virus esférico envuelto de 90-120 nm que obtiene su envoltura
de la membrana plasmaética de la célula hospedera.®

El genoma del VIH consta de dos copias de RNA (+) de cadena sencilla de aproximadamente 9.7
Kb. ™ 9 El genoma viral consiste en tres genes principales (gag, pol y env) y 6 genes
reguladores/accesorios (vif, vpu, vpr, tat, rev y nef), flanqueados por una region no codificante (LTR,
long terminal repeat) (Figura 2).% 1° La regiéon LTR es importante para la transcripcién reversa e
integracién viral. Los tres genes principales son; gag, que codifica para proteinas estructurales de la
cépside; pol, que codifica para las enzimas virales indispensables para el ciclo de replicacion; y env,
gue codifica para proteinas que forman las espiculas embebidas en la envoltura del virién.® 11

El gen gag codifica para las proteinas de matriz (MA, pl7), de la capside (CA, p24), de la
nucleocapside (NC, p7) y p6. La proteina de matriz, forma una cubierta en la cara interna de la
envoltura viral. La proteina de la capside forma la capside conica, caracteristica del VIH, que
envuelve al genoma. La proteina de la nucleocapside forma complejos estables con el RNA viral
para protegerlo. p6 es importante para la liberacion del virus de la célula hospedera.” 12

El gen pol codifica para las enzimas virales: proteasa (PR, p10), transcriptasa reversa (RT, p51/p66)
e integrasa (IN, p32). La RT es la enzima que lleva a cabo la transcripcion reversa, primero sintetiza
DNA a partir del RNA viral (actividad de transcriptasa reversa) y luego sintetiza la cadena
complementaria de DNA (actividad de polimerasa de DNA). La integrasa inserta el DNA viral,
sintetizado por la RT, en el genoma de la célula hospedera. La proteasa corta las poliproteinas
virales para que adquieran sus propiedades funcionales. La proteasa es esencial para la maduracion
de las particulas virales. Estas tres enzimas, proteasa, transcriptasa reversa e integrasa, son blancos
muy importantes para la terapia contra el VIH.® 12

El gen env codifica para las proteinas que forman las espiculas embebidas en la envoltura:
glicoproteina de superficie (SU, gpl120) y proteina transmembranal (TM, gp4l). La glicoproteina
gp120 forma trimeros que interaccionan con los receptores y correceptores que permiten la entrada
del virus a la célula hospedera. La proteina transmembrana es la responsable de fusionar la

envoltura viral con la membrana de la célula hospedera para lograr una infecciéon exitosa.® 12

Claudia Garcia Morales 2



I. Introduccion

El genoma del VIH también codifica para dos proteinas reguladoras para activar la transcripcién viral
(Tat, p15) y para controlar el splicing y exportar los transcritos virales del nacleo hacia el citoplasma
(Rev, pl19). Ademas, el genoma del VIH también codifica para proteinas accesorias (Vif, p23; Vpr,

pl15; Vpu, pl16; y Nef, p27) con diversas funciones importantes para la patogénesis viral. 3

Figura 2. Organizacion del genoma y estructura del VIH. Se muestra la organizaciéon del genoma (parte superior),
las proteinas producidas por los principales genes (gag, pol y env) (centro) y la estructura del virion (parte inferior).
Modificado de Avila-Rios S, et al 2009.14

Ciclo replicacion del VIH

El ciclo de replicacion del VIH (figura 3) inicia cuando el viribn se acerca y se fusiona con la
membrana de la célula hospedera. Para este proceso, las glicoproteinas virales gp120 y gp41 tienen
una funcién importante. Primero, gp120 se une al receptor celular CD4 y luego al correceptor CCR5
0 CXCRA4. Esto provoca cambios conformacionales que hacen que gp4l se exponga y pueda

insertarse en la membrana de la célula hospedera, permitiendo la fusién de las membranas.*> 16
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I. Introduccion

Después de que se ha llevado a cabo la fusién, la capside es liberada en el citoplasma de la célula
hospedera. Luego, en un proceso dindmico, ocurre la descapsidacion en la que intervienen proteinas
virales y celulares. 17

En el citoplasma, mientras ocurre la descapsidacion, se lleva a cabo la transcripcion reversa o
retrotranscripcion. La retrotranscripcion es el proceso de sintesis de DNA a partir de RNA viral por
accion de la enzima viral transcriptasa reversa o retrotranscriptasa (RT). Para el proceso de
retrotranscripcion, la RT primero sintetiza una cadena de DNA a partir del RNA viral (actividad de
retrotranscriptasa); luego, la RT sintetiza la cadena complementaria de DNA (actividad de
polimerasa de DNA) para obtener la doble hebra de DNA; por ultimo, cuando el RNA viral ha sido
copiado a DNA, la RT degrada este RNA.® La actividad de la RT es uno de los principales blancos
de la terapia antirretroviral.

El DNA sintetizado forma un complejo con proteinas (complejo de pre-integracion), que incluye la
integrasa, proteinas de la capside y algunas proteinas celulares. Este complejo de pre-integracion
entra al ndcleo con ayuda de varias nucleoporinas que forman el complejo del poro nuclear. Una vez
gue el DNA se encuentra dentro del nlcleo, la integrasa lo integra al genoma celular. Para el proceso
de integracion, la integrasa se une directamente al DNA y procesa el extremo 3, es decir, remueve
dos nucledtidos del extremo 3" para dejar extremos 3"-hidroxilo (3"-OH) libres. Después, la integrasa
usa los grupos 3"-hidroxilo libres para atacar al DNA celular por el surco mayor. Este ataque deja un
hueco en el extremo 5 -fosfato del DNA celular que le permite a la integrasa insertar el DNA viral.
Finalmente, los espacios que quedan son reparados por la maquinaria celular. La integracion se
lleva a cabo preferencialmente en sitios con genes transcripcionalmente activos.® 1% 2° a actividad
de la integrasa, al igual que la RT, es también blanco de la terapia antirretroviral.

La transcripcidén del RNA viral se lleva a cabo en el ndcleo, donde la participacién la proteina Tat es
muy importante para incrementar las tasas de transcritos. EI RNA sintetizado puede servir
directamente como mRNA para traducir proteinas o como RNA gendmico viral. En cualquiera de los
dos casos, el RNA viral es trasportado hacia el citoplasma con ayuda de la proteina viral Rev. En el
citoplasma se lleva a cabo la traduccién a proteinas. Tanto la transcripcion como la traduccién se
llevan a cabo de manera similar a la transcripcién y traduccién de proteinas celulares.?! 22

Las proteinas virales son sintetizadas como precursores inmaduros en forma de polipéptidos. Estos
polipéptidos virales y el RNA viral son transportados hacia la membrana celular donde el virién es
ensamblado y liberado mediante gemacion. Al momento de liberarse, el virus se lleva parte de la

membrana plasmatica de la célula que, junto con gp120 y gp41, conformaran la envoltura viral.%
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I. Introduccion

Figura 3. Ciclo de replicacion del VIH. Se muestran enumeradas las etapas principales en el ciclo de replicacion del
VIH, iniciando con la fusion de membranas, seguida de la descapsidacion, transcripcion reversa, importacion al nicleo,
integracion, sintesis de RNA viral y proteinas, ensamble del virién, liberacion y maduracién. Modificado de Pau AK et
al, Infect Dis Clin North Am 2014. 24
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I. Introduccion

El viribn que se libera de la célula hospedera no es infeccioso (inmaduro). Para lograr la maduracion
del virion la funcion de la proteasa es muy importante. La proteasa actla sobre los precursores
poliproteicos de Gag-Pol (que contiene a MA, CA, NC, p6, PR, RT e IN) y Gag (que contiene a MA,
CA, NC y p6). De esta manera las proteinas de la capside y las enzimas adquieren sus funciones.
El corte de los precursores poliprotéicos de Gag-Pol y Gag dan la forma conica a la cépside,
caracteristica del VIH. 22 Junto con la RT y la integrasa, la proteasa es otro de los principales blancos

de la terapia antirretroviral.

Variabilidad del VIH

El VIH se caracteriza por ser uno de los virus mas variables conocidos. La gran variabilidad del VIH
es resultado, principalmente, de las altas tasa de replicacion, de mutacion y de recombinacién del
virus.?® Se ha estimado que la tasa de replicacion del VIH en una persona puede ser de hasta 10°
viriones en un solo dia. La alta tasa de mutaciones y de recombinacion se debe a que la RT, que es
la enzima que lleva a cabo la transcripcion reversa (sintesis de DNA de doble cadena a partir de
RNA de cadena sencilla), es muy propensa a cometer errores y carece de actividad de correccion.
2 La retrotranscriptasa tiene baja fidelidad para incorporar nucleétidos durante el proceso de
transcripcion reversa, cometiendo de 1-10 errores por genoma en cada ciclo de replicacion,® 2 y
generando no solo mutaciones puntuales sino también inserciones y deleciones en el genoma viral.
Asimismo, la recombinacion es otra fuente importante de la variabilidad del VIH, se ha estimado que

puede haber de 3-9 eventos de recombinacién por genoma en cada ciclo de replicacion.®°

Figura 4. Clasificacion del VIH en tipos, grupos, subtipos, sub-subtipos y formas recombinantes. Se muestran
los dos tipos de VIH con sus respectivos grupos. Sélo se muestran los subtipos, sub-subtipos y formas recombinantes
del VIH tipo I. CRF, forma recombinante circulante; URF, forma Unica recombinantes.

Claudia Garcia Morales 6



I. Introduccion

Su notable variabilidad permite al VIH evadir la respuesta inmune y la terapia antirretroviral, siendo
esto un importante obstaculo para el control y erradicacion de la epidemia.?® 3133

La gran variabilidad en el genoma del VIH ha originado la necesidad de clasificarlo en: tipos, grupos,
subtipos, sub-subtipos, formas recombinantes circulantes (CRF, circulating recombinant forms) y
formas Unicas recombinantes (URF, unique recombinant forms) (Figura 4).

De los dos tipos, VIH-1 y VIH-2, el VIH-1 se encuentra diseminado en todo todas partes del mundo
causando mas del 95% de las infecciones a nivel mundial, mientras que al VIH-2 dificilmente se le
encuentra fuera del Centro de Africa. La homologia genética entre el VIH-1y el VIH-2 es de 40-50%.
El VIH-1 se divide en los grupos M, N, O y P. De ellos, el grupo M es el mas diseminado causando
mas del 90% de las infecciones a nivel mundial. A su vez, el grupo M se divide en Subtipos. Estos
subtipos tienen una diferencia genética entre ellos de 25-35% y se encuentran distribuidos de
manera caracteristica en las poblaciones, siendo el subtipo C el mas prevalente (Figura 5) con casi
el 50% de las infecciones mundiales, seguido del subtipo Ay el B con poco mas del 10% cada uno.
El Subtipo B es el mas prevalente en Europa y América.?’En los Ultimos afios se ha observado un

incremento considerable de formas recombinantes circulantes y formas Gnicas recombinantes.?®

Figura 5. Distribucién mundial de los subtipos del grupo M del VIH-1 y sus recombinantes. El tamafio de los
pasteles representa el nimero relativo de personas que viven con VIH en la region. Tomado de Hemelaar J et al Trends
Mol Med 2012.%¢
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I. Introduccion

Historia natural de lainfeccidon por VIH.

La historia natural tipica de la infeccion por VIH, sin tratamiento antirretroviral (TAR), consta de 3
etapas: aguda, crénica y SIDA (Figura 6). Durante estas tres etapas, el VIH destruye el sistema
inmune.

La etapa aguda tiene una duracion de 3-6 meses, se caracteriza por una disminucion drastica e
irreversible en la cuenta de linfocitos T CD4+, principalmente en el intestino, y una replicacion viral
muy elevada (miles de millones de viriones por dia).3*%¢ La alta tasa de replicacion facilita la
diseminacion viral en todo el cuerpo y facilita la transmisién del virus a otros individuos. Durante la
etapa aguda, el 40-90% de los individuos desarrollan sintomas parecidos a una gripe (fiebre, dolor
de cabeza, dolor de garganta, fatiga, malestar general), también puede haber diarrea, salpullido
entre otros, entre las 2 y 4 semanas. A este conjunto de sintomas se le conoce como sindrome
retroviral agudo, que generalmente coincide con el pico maximo de viremia en plasma.3’ Después
del pico maximo de viremia en plasma, la carga viral cae, debido a un control parcial por el sistema

inmune, hasta un punto en el que se establece (set point viral). Este punto marca el inicio de la etapa

cronica.
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Figura 6. Historia natural de la infeccién por VIH. La historia natural de la infeccion por VIH consta de tres etapas:
etapa aguda, crénica y SIDA, en base a dos parametros clinicos, Conteo de linfocitos T CD4+ (linea azul) en sangre
total y Carga viral (linea roja) en plasma. Imagen modificada de An et al, Trends Genet (2010).
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La etapa crénica (latencia clinica) se caracteriza por replicacion viral baja pero sostenida y
disminucion gradual e irreversible en la cuenta de linfocitos T CD4+ en sangre. Durante esta etapa,
la mayoria de los individuos permanecen asintomaticos. La etapa crénica tiene una duracion de 8-
10 afios en la mayoria de las personas con VIH.34-3¢

La etapa de SIDA es la etapa final de la infeccion, se caracteriza por replicacion viral muy elevada y
una deplecién casi total de los linfocitos T CD4+ con conteos menores de 200 CD4/uL. Durante la
etapa de SIDA aparecen multiples enfermedades oportunistas y canceres. Las principales
enfermedades oportunistas reportadas son neumonia por P. jiroveci, tuberculosis, histoplasmosis,
coccidiomicosis, toxoplasmosis, criptococosis, infecciones por virus herpes simple vy

citomegalovirus.3+36

Tratamiento contra VIH

EL tratamiento antirretroviral (TAR) ha modificado significativamente el curso natural de la infeccion
por VIH al grado de haberla transformado de una enfermedad mortal a un padecimiento cronico
controlable.® Sin embargo, el TAR no es capaz de restaurar por completo la salud, no es capaz de
erradicar al virus del cuerpo ni de curar la infeccion y debe tomarse de por vida.

Los objetivos principales del tratamiento antirretroviral son: directamente suprimir la replicacion viral
hasta niveles clinicamente indetectables (menos de 40-50 copias de RNA viral por mL de plasma),
restaurar el sistema inmune (incrementar la cuenta de linfocitos T CD4+), reducir las morbilidades
asociadas a la infeccion para mejorar la calidad de vida de las personas con VIH, y reducir la
transmision de virus a otros individuos.® 24 39.40

Para tratar la infeccion por VIH se dispone de cinco clases de farmacos antirretrovirales (ARV) que
actuan en diferentes puntos especificos y estratégicos del ciclo de replicacion. Las clases de
farmacos antirretrovirales son: inhibidores de la entrada (de fusion y antagonistas de CCR5),
inhibidores andlogos de nucleésidos de la RT (NRTI, nucleoside reverse transcriptase inhibitors),
inhibidores no anélogos de nucledsidos de la RT (NNRTI, non-nucleoside reverse transcriptase
inhibitors), inhibidores de integrasa de transferencia de cadena (INSTI, integrase strand transfer
inhibitors) e inhibidores de proteasa (PI, protease inhibitors) (Figura 7).24 4

Los inhibidores de la entrada impiden la interaccion del virus con las moléculas celulares o evitan la
fusion de membranas. Maraviroc es un antagonista de CCR5 que evita que éste se una a gp120.
Enfuvirtida es un polipéptido que se une a gp41 evitando que ésta sufra cambios conformacionales,

de esta manera se evita la fusion de la membrana viral con la celular.1® 42
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Figura 7: Ciclo de replicacion del VIH y principales blancos terapéuticos. Los sitios en donde acttan las clases de
antirretrovirales se muestran en letras rojas. Modificado de Pau AK et al, Infect Dis Clin North Am 20142
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Los NRTIs son andlogos a los nucledtidos o nucledsidos naturales que actian como terminadores
de cadena durante la transcripcion reversa. Los NRTIs entran a la célula y son activados mediante
fosforilacion por enzimas celulares. De esta manera, los NRTIs compiten con los dNTPs naturales
para ser incorporados en la cadena naciente de DNA. La elongacion de la cadena de DNA es
bloqueada porque los analogos de nucledsidos carecen de un 3"-OH en el anillo de ribosa, que es
el sitio donde se agregan los dNTPs naturales, deteniendo asi la elongacion de la cadena.® 42

Los NNRTIs son pequefios compuestos hidrofébicos que se unen a un sitio hidrofébico adyacente
al sitio activo de la transcriptasa. Esta unién modifica el sitio activo de la enzima disminuyendo o
inhibiendo su actividad de polimerizar el DNA durante el proceso de retrotranscripcion.® 42

Los INTSI se unen al sitio catalitico de la enzima inhibiéndola y evitando asi la integrasa transfiera
la cadena de DNA viral, sintetizado por al RT, al genoma de la célula hospedera.t® 4

Los Pls son compuestos que actian al final del ciclo de replicacion al evitar la maduracién de los
viriones. Los Pls se unen al sitio activo de la proteasa. Esto provoca que la proteasa ya no pueda
cortar las poliproteinas que daran origen a las proteinas estructurales de la capside y a las enzimas

virales. 19 42

Historia del desarrollo del tratamiento contra VIH

Histéricamente, la terapia antirretroviral inici6 como monoterapia con la aprobacién del uso de
zidovudina, un NRTI, por la FDA en 1987 (Figura 8), en individuos con enfermedad avanzada
quienes prolongaron su sobrevivencia. Sin embargo, rapidamente empezaron a surgir virus
resistentes a zidovudina.*®

Con la aprobacion de nuevos NRTIs por la FDA, lleg6 la era de la terapia dual (1992-1996). Usando
zidovudina combinada con didanosina o zalcitabina se observaron mejores resultados para
incrementar los CD4+ y sobrevivencia que solo usando monoterapia. Sin embargo, estos resultados
eran poco duraderos y a pesar del beneficio clinico, los efectos adversos seguian siendo un
problema. * 43 Cuando se incluyé lamivudina como base de la terapia dual, se observaron mejores
resultados de tolerancia y la aparicion de cepas resistentes fue mas retardada. Sin embargo,
agregando tres farmacos, no se observaron beneficios adicionales.

Para 1996, fue aprobado el uso de los NNRTIs y los Pls, que combinados con los NRTIs, mostraron
mejores resultados, surgiendo asi la Terapia Antirretroviral Altamente Activa (HAART, highly active
antiretroviral therapy).® %4 El uso de la terapia combinada demostré su superioridad para suprimir la
replicacion viral mas rapido y por periodos mas prolongados comparado con terapia dual y la

aparicion de virus resistentes fue todavia mas retardada.*®
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En los afios siguientes, se siguid investigando con nuevos farmacos. En general, los nuevos
farmacos fueron mejor tolerados y mas potentes.** 4 Asimismo, empezaron a estar disponibles
combinaciones de farmacos, de la misma o diferente clase, en una sola pastilla (Figura 8). Esto
mejoro considerablemente la adherencia al tratamiento antirretroviral, lo que se tradujo en una mayor
esperanza de vida para las personas con VIH y disminucién en la transmisién del virus.*?

Con el inicio de la terapia antirretroviral altamente activa, surgieron las primeras guias para el uso
del tratamiento, apoyadas con la observacion de que la triple terapia disminuia la mortalidad y
morbilidad asociadas con la infeccién por VIH.* Sin embargo, la principal duda era cuando era el

mejor momento para iniciar tratamiento.

=== Monoterapia
Terapia dual

m— HAART
Inhibidor de la entrada

Potenciador farmacocinético

Figura 8: Linea del tiempo de la aprobacién por la FDA de farmacos antirretrovirales y sus combinaciones. Se
muestran las siglas y el nombre genérico del antirretroviral. NRTI, inhibidores analogos de nucledsidos de la RT; NNRTI,
inhibidores no analogos de nucledsidos de la RT; INSTI, inhibidores de transferencia de la cadena de la Integrasa; PI,
inhibidores de proteasa. Modificado de Cihlar T, et al, 2016.4
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Las primeras guias recomendaban iniciar tratamiento con conteos de CD4+ menores a 200
células/uL con el objetivo de evitar los efectos adversos de los farmacos. Sin embargo, varios
estudios demostraron que iniciar tratamiento temprano se asociaba con mejores beneficios clinicos
y mayor tiempo de sobrevivencia. Esto convirtid a la infeccion por VIH en una enfermedad cronica
manejable.*?

Después, la OMS en sus guias recomenda iniciar tratamiento con conteos de CD4+ menores a 350
células, mientras que en los paises industrializados se iniciaba tratamiento con conteos menores a
500 células/uL.®®

Actualmente, la recomendacion de las guias de la OMS es iniciar tratamiento lo mas pronto posible
una vez hecho el diagnéstico, independientemente de la cuenta de CD4+.4¢ 47 Esta recomendacion
fue acufada después de la observacion de que el inicio temprano (CD4+>500) del tratamiento
resultaba en un mejor recuperacion clinica (recuperacién de CD4+) para las personas con VIH,

comparado con personas que iniciaban tarde (CD4+<500) el tratamiento. 48 4°

Cobertura de Tratamiento del VIH en personas con VIH

Como resultado de la respuesta global contra el VIH, en los dltimos afios se ha incrementado
considerablemente la cantidad de personas que toman tratamiento antirretroviral (Figura 9). De los
37 millones de personas con VIH que estimé la OMS para fines de 2016, 19 millones estaban
recibiendo terapia antirretroviral, cifra que equivale al 53% del total estimado de personas que viven
con VIH (Figura 9a). * 5 %° Esta cifra se ha alcanzado gracias a que las guias de la OMS para el uso
del tratamiento antirretroviral, recomiendan tratar a todas las personas con VIH, independientemente
de su conteo de linfocitos T CD4+,46: 47: 51,52

En la region de América, el 66% (68 millones) de PVV estaban en tratamiento antirretroviral para
2016.* En México, para finales de 2016 habia cerca de 84 mil personas recibiendo tratamiento
(aprox. 70% de las PVV) (Figura 9b), de los cuales cerca de 16 mil fueron nuevos iniciadores.®

La terapia para iniciar tratamiento recomendada por las guias de la OMS debe consistir en 2 NRTIs+
1 NNRTI (0 1 INSTI). La combinaciéon usada con mayor frecuencia es tenofovir+lamivudina (o
emtricitabina)+efavirenz (TDF+3TC[o FTC]+EFV). TDF+FTC+EFV, mejor conocida comercialmente
como Atripla (Figura 8) que esta disponible en una sola pastilla al dia, por lo que ayuda a una mejor
adherencia al tratamiento. El esquema de tratamiento TDF+FTC+EFV es el mas recomendado en

los paises con ingresos econdmicos intermedios y bajos. 41 46:47. 51,53
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a) Cobertura de Tratamiento Antiretroviral a nivel mundial
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b) Cobertura de Tratamiento antirretroviral en México.

Figura 9: Cobertura de tratamiento antirretroviral. En el grafico de cobertura a nivel mundial (a) se muestra el %
anual de personas con tratamiento. En el grafico de México (b) se muestra el nimero absoluto de personas con
tratamiento en cada trimestre en la Secretaria de Salud. Tomado del Boletin de Censida 2017. ¢

En México, el uso de esquemas basado en EFV se han incrementado en los ultimos afos. En la
Secretaria de Salud, para 2016 el 80% de las personas iniciaron tratamiento antirretroviral con
esquemas basados en EFV, 60% de las personas iniciaron tratamiento particularmente con
TDF+FTC+EFV en régimen de una sola pastilla al dia (Figura 10).5*
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Figura 10. Esquemas de inicio de tratamiento de primera linea en México de 2009-2016 en la secretaria de salud.
En el grafico se muestran los esquemas de tratamiento de primera linea usados en los Ultimos afios. Comunicacion
personal: Mtra Valenzuela-Lara M.

Resistencia al Tratamiento contra el VIH

Como ha sido demostrado en muchos estudios, el uso del tratamiento antirretroviral ha reducido
significativamente la transmisién de virus, asi como la morbilidad y mortalidad asociadas con VIH.*>
46,55 Sin embargo, es bien sabido que la exposicion al tratamiento puede inevitablemente incrementar
el riesgo de que surjan, se transmitan y diseminen virus resistentes, principalmente cuando no hay
buenas politicas de salud para responder a la resistencia del VIH a los antirretrovirales (HIVDR, HIV
drug resistance).? % 57

La resistencia a los antirretrovirales es causada por cambios (mutaciones) que ocurren en el genoma
del virus. Estas mutaciones pueden afectar la capacidad de los farmacos para inhibir la replicacion
viral. En general, cualquier farmaco esta en riesgo de ser parcial o completamente inactivo frente a

los virus resistentes, incluidos los farmacos nuevos.%®
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La resistencia a los antirretrovirales se divide en tres principales categorias: resistencia adquirida
(ADR, acquired HIV drug resistance), resistencia transmitida (TDR, transmitted HIV drug resistance)
y resistencia pretratamiento (PDR, pretreatment HIV drug resistance). La resistencia adquirida se
genera cuando las mutaciones surgen debido a la replicacion viral, supresion virologica subdptima,
en individuos que estan en tratamiento. La resistencia transmitida generalmente es detectada en
individuos que adquieren virus ya resistentes que pueden permanecer por largo tiempo.® %° La
resistencia pretratamiento es detectada en individuos que inician tratamiento por primera vez o en
individuos que reinician tratamiento con esquemas de primera eleccién, después de haber dejado el
tratamiento.>? 58 €0 Por tanto, la resistencia pretratamiento puede incluir tanto resistencia transmitida

como resistencia adquirida.5®

Panorama de la resistencia pretratamiento del VIH

La resistencia pretratamiento puede incrementar el riesgo de fallo temprano al tratamiento de
primera vez, por lo que la vigilancia de resistencia del VIH en poblaciones que inician tratamiento es
ahora una fuerte recomendacién de la OMS, principalmente en paises con recursos econémicos
limitados. 46

Varios estudios han evidenciado alta prevalencia de resistencia pretratamiento a cualquier
antirretroviral (7.3%-19.4%), principalmente asociado con resistencia a inhibidores no analogos de
la RT(4.9%-11.3%).%1¢’Ademas, varios meta-andalisis globales y regionales también han demostrado
incremento de resistencia pretratamiento en el tiempo, debido principalmente al incremento de
resistencia a inhibidores no anélogos de la RT en todas las regiones del mundo, incluida la region
de Latinoamérica y el Caribe (Figura 11).%872

Adicionalmente, en 2014-2016 se han llevado a cabo encuestas con representatividad nacional en
algunos paises del mundo (Figura 12a). Estas encuestas se realizaron siguiendo las metodologias
recomendadas por la OMS para la vigilancia de resistencia del VIH a los antirretrovirales.®® En la
region Latinoamericana, seis paises han realizado encuestas con representatividad nacional:
México, Guatemala, Nicaragua, Colombia, Brasil y Argentina.®® En estas encuestas, Nicaragua,
Guatemala y Argentina, han documentado resistencia pretratamiento de VIH a inhibidores no
analogos de la RT por arriba de 10% (Figura 12b).%® 3 74 Mientras que para México la OMS ha
reportado 9.2% de prevalencia de resistencia de HIV a los no analogos, exclusivamente en personas

sin exposicién previa al tratamiento.%®
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Figura 11: Incremento temporal de resistencia pretratamiento a NNRTI en diversas regiones del mundo. Los
circulos rojos en las gréficas representan la cantidad de personas que se incluyeron en los andlisis; la linea negra
representa la tendencia. Tomado de Gupta et al Lancet ID 2017 y HIV Drug Resistance Report 2017 de la OMS.58: 72

En México en 2015, de febrero a julio, se realizo la primera encuesta con representatividad nacional
siguiendo las metodologias establecidas por la OMS.®® Para esta encuesta se seleccionaron
aleatoriamente 25 clinicas de las cuales se obtuvieron muestras de 288 pacientes sin tratamiento
antirretroviral previo para evaluar la resistencia pretratamiento (Figura 13). La mayoria de las
personas con resistencia pretratamiento se encontraban con infeccion muy avanzada (176 mediana
de CD4+). %
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a) Paises que implementaron encuestas en 2014-2016

B DR a NNRTI<10%
'PDR a NNRTI>10%
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b) Niveles de PDR a NNRTI
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Figura 12: Paises que implementaron encuestas con representatividad nacional para vigilancia de PDR en 2014-
2016 (a) y niveles de PDR a NNRTI por Pais (b). En la grafica (b) las barras azules corresponden a paises africanos,
las barras verdes corresponden a paises latinoamericanos y el morado al Unico pais asiatico que realiz6 su encuesta
con representatividad nacional entre 2014-2016. Tomado de HIV Drug Resistance Report 2017 de la OMS.58

Los resultados de 260 secuencias virales fueron incluidas en el Reporte de 2017 de Resistencia. El
83% (221/260) de las secuencias pertenecian a hombres con mediana de edad de 32.9 afios,
guienes en su mayoria (82.6%), posteriormente iniciaron tratamiento ARV con esquemas basados
en inhibidores no analogos de la RT. La resistencia pretratamiento en personas sin tratamiento
previo fue de 13.5%, siendo los inhibidores no analogos de la RT la clase de farmacos mas afectada

(9.2%), seguido de analogos de nucledsidos de la RT (5.5%) e inhibidores de proteasa (2.6%).58
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Figura 13: Distribuciéon geogréafica de las 25 clinicas participantes en la encuesta con representatividad nacional
pararesistencia pretratamiento. Se muestra la cantidad de muestras con la que contribuy6 cada clinica seleccionada.
CAPASITS, Centro Ambulatorio para la Prevencion y Atencion en VIH SIDA e Infecciones de Transmision Sexual.
Tomado de Avila-Rios et al, Lancet HIV 2016. %4

Los resultados preliminares de la encuesta nacional de vigilancia de Resistencia pretratamiento en
México,>* fueron presentados ante CENSIDA. Con la observacién de que en México existen
disparidades en los programas estatales en diferentes partes de México,® "> ® CENSIDA sugiri6
obtener datos, al menos, a nivel regional (sub-nacional). Sin embargo, realizar encuestas
subregionales requieren mucha planeacion logistica, recursos materiales, monetarios y humanos.
Como un primer acercamiento para evaluar diferencias regionales de resistencia en el pais, se llevo
a cabo este estudio en el que se evalud retrospectivamente la prevalencia de resistencia
pretratamiento, asi como su incremento en el tiempo en tres zonas geogréaficas de México: Tijuana,

Zona Metropolitana del Centro y Cancun.
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Il. PLATEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

PLANTEAMIENTO

¢La prevalencia de resistencia pretratamiento del VIH, asi como su tendencia de cambio en el tiempo

es diferente en las diferentes regiones de México?

JUSTIFICACION

El uso del tratamiento antirretroviral ha reducido significativamente la transmision de virus, asi como
la morbilidad y mortalidad asociadas con VIH. Sin embargo, la exposicion al tratamiento puede
inevitablemente incrementar el riesgo de que surjan, se transmitan y diseminen virus resistentes.
Por lo que la vigilancia de la resistencia debe ser parte de las politicas de salud para responder a la
resistencia del VIH a los antirretrovirales.

En los ultimos afios, a nivel mundial, se ha incrementado la cobertura al tratamiento antirretroviral.
Luego de la observacion de que el inicio del tratamiento en etapas mas tempranas de la infeccién
permite una mejor recuperacion clinica (cuenta de CD4+),%8 la OMS recomienda iniciar tratamiento
lo mas pronto posible, una vez hecho el diagndstico de VIH, sin importar la cuenta de linfocitos T
CD4+.% En personas que inician tratamiento, la OMS ha recomendado el uso de esquemas basados
en inhibidores no analogos de nucledsidos de la RT, efavirenz especificamente. Siguiendo esta
recomendacion, los esquemas de tratamiento basados en no analogos de nucledsidos son
ampliamente usados en paises con bajos/medianos ingresos econdmicos, incluyendo paises
latinoamericanos y entre ellos, México.46: 53 77

El incremento en cobertura al tratamiento ha tenido como consecuencia el incremento de resistencia
pretratamiento del VIH a los antirretrovirales. Sin embargo, las pruebas para detectar resistencia del
VIH a los antirretrovirales no son ampliamente recomendadas en las guias de tratamiento
antirretroviral y no estan disponibles en la mayoria de los paises, por lo tanto, las personas con virus
resistentes podrian no ser identificadas y podrian no recibir el esquema de tratamiento mas efectivo
para ellos, pudiendo esto llevar a la trasmisién y diseminacion de las cepas virales resistentes.

Los altos niveles de resistencia a inhibidores no analogos de la RT observados en diversos estudios
ponen en riesgo los planes de control mundial del VIH para 2030.7”® La OMS, a través de su Plan

Global de Accién contra Farmacorresistencia del VIH en 2017, recomienda el cambio a esquemas
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de primera linea basados en INSTI cuando los niveles de resistencia a inhibidores no analogos de
la RT son mayores a 10%."°

El Programa Nacional de VIH en México esta actualmente analizando opciones para implementar
una estrategia de salud publica nacional para responder a los altos niveles de resistencia, cercanos
al 10% para inhibidores no anélogos de la RT, observados en la encuesta con representatividad
nacional realizada en 2015. Entre estas opciones se encuentran: sustituir los esquemas de
tratamiento basados en efavirenz por esquemas basados en dolutegravir y hacer genotipo a todas
las personas antes de que inicien tratamiento antirretroviral.

Sin embargo, debido a los elevados costos de los antirretrovirales, licencias y politicas
administrativas, hacer sustitucion de esquemas de tratamiento, sigue siendo un reto para el
Programa Nacional en México. Por otra parte, México es un pais grande y complejo, con miles de
personas iniciando tratamiento anualmente, por lo que hacer genotipo a todas las personas que
inician tratamiento todavia no es una politica recomendada a nivel nacional debido a la escasez de
recursos.

Una alternativa para apoyar en la toma de decisiones de salud respecto a VIH en el pais puede ser
evaluar si existen diferencias en prevalencia de resistencia pretratamiento e incremento en el tiempo
en zonas especificas del pais. Como un primer acercamiento para observar diferencias en
resistencia en diferentes regiones del pais y en seguimiento a la encuesta con representatividad
nacional de 2015, se realiz6 este estudio retrospectivo en el que se evalud la resistencia
pretratamiento y su incremento en el tiempo en tres puntos especificos (denominados aqui como
zonas) criticos para la epidemia de VIH en México: La Zona Metropolitana del Centro, Tijuana y
Cancun.

Tijuana, una ciudad en la frontera con EUA localizada en Baja California, estado del noroeste,
caracterizada por una epidemia mezclada con varias poblaciones y situaciones de riesgo. Las
poblaciones de riesgo en Tijuana incluyen: hombres que tienen sexo con hombres, usuarios de
drogas inyectadas, trabajadores sexuales, extranjeros y mexicanos que pagan por Sexo con
mexicanos, migrantes mexicanos y centroamericanos. Mientras, las situaciones riesgo incluyen:
pobreza y marginalizacién, discriminacién y violencia.®83 Cancun, localizada en Quintana Roo,
estado del sureste, es conocido por ser un centro turistico con la epidemia de VIH influenciada por
turismo sexual e incremento de conductas de riesgo que resultan en una alta prevalencia de VIH
comparado con la media nacional.” 84 La Zona Metropolitana, incluyendo la Ciudad de México y los
suburbios, contiene el 25% de personas con VIH de todo el pais,®* y refleja la epidemia concentrada
caracteristica de México, que afecta especialmente a hombres que tienen sexo con hombres,
hombre y mujeres trabajadores sexuales y personas transgénero. Por otra parte, en 2016 Baja
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California y Quintana Roo, estuvieron entre los 5 estados con la proporcion mas baja de personas
gue lograron supresion viral (74%y 77%, respectivamente). Ambos estados también mostraron estar
bajo la media nacional en retencién en tratamiento a los 12 meses (84%, ambos) y cobertura de
carga viral (70% y 68%, respectivamente).’®
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. OBJETIVOS

Objetivo general
Determinar la prevalencia de resistencia pretratamiento del VIH a las diferentes clases de farmacos

antirretrovirales, asi como sus tendencias en el tiempo en tres zonas geograficas de México

Objetivos especificos

1. Determinar la prevalencia de resistencia pretratamiento del VIH a las diferentes clases de
farmacos antirretrovirales en tres zonas geogréficas de México

2. ldentificar las mutaciones asociadas con resistencia mas prevalentes en las tres zonas
geograficas

3. Estimar la resistencia pretratamiento a los antirretrovirales y a los esquemas de tratamiento
més usados en México

4. Determinar las tendencias en el tiempo de la resistencia pretratamiento en las tres zonas
geograficas

5. Determinar las tendencias en el tiempo de la resistencia pretratamiento a los antirretrovirales
y a los esquemas de tratamiento mas usados en México

6. Determinar prevalencia de resistencia pretratamiento en individuos con infeccion reciente o
establecida

7. Identificar las redes de trasmision de virus resistentes en las tres zonas geograficas
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IV. MATERIALES Y METODOS

Poblacién de estudio y consideraciones éticas

Se condujo un estudio transversal retrospectivo en 2,948 individuos mexicanos VIH+ virgenes al
tratamiento antirretroviral, mayores de 18 afios procedentes de las siguientes tres zonas geograficas:
La Zona Metropolitana (del Centro) (n=1,285), Tijuana (n=743) y Cancun (n=920) (Figura 14). Los
individuos de Tijuana fueron reclutados en el Hospital General de Tijuana, Baja California. Los
individuos de Cancun se reclutaron en el Centro Ambulatorio para la Prevencion y Atencién en SIDA
e Infecciones de Transmision Sexual (CAPASITS). Los individuos de la Zona Metropolitana fueron
reclutados tanto en la Ciudad de México como en el Estado de México, incluyendo: la Clinica
Especializada Condesa, el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), el Hospital
General y el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion en la Ciudad de México; y los

CAPASITS Nezahualcoyotl, Tlalnepantla y Ecatepec en el estado de México.

2948 muestras Individuos con infeccién por VIH, virgenes al tratamiento

° ZMC: 1285 ARV mayores de 18 afios en reclutados de 2008 a 2016
- Tijuana: 743 en tres diferentes zonas geograficas de Mexico
-Cancln: 920

2625 muestras
-ZMC: 1194

- Tijuana: 664
-Cancln: 767

Incluidos en:
- Anélisis de tendencia de PDR
- Anélisis Filogenéticos

323 muestras
-ZMC: 91

- Tijuana: 79
-Cancln: 153

Excluidos por:

- Identificacion de exposicion
previa a ARV

- Individuos duplicados

- Genotipificacion fallida

Incluidos en:

678 muestras de 2008-2011 1947 muestras de 2012-2016

- Anédlisis de variables clinicas/demogréaficas

'ZMC:MS -ZMC:576 -Comparacion de prevalence de PDR
- Tijuana: 60 - Tijuana: 604 - Anélisis de frecuencia de mutaciones de resistencia
- Cancln: 0 -Canclin: 767

- Determinaciéon de infeccién reciente

Figura 14: Diagrama de Flujo con la seleccidn de los participantes. El nUmero de participantes seleccionados y su
inclusién en los diferentes andlisis es mostrado. ZMC, Zona Metropolitana del Centro, ARV, antirretrovirales, PDR,
resistencia pretratamiento.
El presente estudio formo parte del protocolo E10-10 que fue revisado y aprobado por el H. Comité
de Etica del INER y se condujo de acuerdo a la Declaracion de Helsinki. Cada participante firmo una
carta de consentimiento por escrito previo a una donacion de muestra Unica de sangre colectada
como sigue: 3 tubos de EDTA (BD, San José, CA) de 6 mL, 2 tubos de EDTA-PPT (BD, San Josg,
CA) de 5 mL y 1 tubo de EDTA (BD, San José, CA) de 4 mL.
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Al momento de la donacion de sangre se aplicé un cuestionario para obtener datos demogréficos de
cada uno de los participantes. Las muestras fueron embaladas y enviadas al Centro de Investigacion

en Enfermedades Infecciosas (CIENI) del INER en la Ciudad de México, donde fueron procesadas.

Conteo de CD4+y carga viral en plasma

La Carga Viral en plasma (CVp) y la cuenta de linfocitos T CD4+ son pruebas de seguimiento que
se realizan rutinariamente en el INERa las personas que viven con VIH. De las muestras obtenidas
de los pacientes, los tubos con EDTA (BD, San José, CA) se usaron para ensayos moleculares de
evaluacién de resistencia y para conteo de linfocitos T CD4+ por Citometria de Flujo usando el kit
Trucount en el instrumento FACSCanto Il (BD Biosciencies, San José, CA). Los tubos EDTA-PPT
(BD, San José, CA) se usaron para determinacién de CVp mediante el sistema m2000 (Abbott,
Abbott Park, IL).

Secuenciacion del gen pol VIH

De los tubos con EDTA, se separaron y criopreservaron alicuotas de 1 mL de plasma. A partir de 1
mL de plasma se extrajo RNA viral usando un kit comercial (QIAmp Viral RNA Kit; Valencia, CA) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Se obtuvo un fragmento que incluia proteasa (PR) y retrotranscriptasa (RT), inicialmente, mediante
un protocolo casero estandarizado (Posiciones HXB2: PR 1-99, RT 1-335) 8. Posteriormente, para
estandarizar con otros laboratorios pertenecientes a la OMS, el fragmento PR-RT se obtuvo
mediante el protocolo estandarizado del CDC (Posiciones HXB2: PR 6-99, RT 1-251).86

Tanto para el método casero como para el método de CDC se hizo RT-PCR anidada con los
iniciadores mostrados en la tabla 1. En ambos métodos se usaron 0.5 uL de SuperScript Il OneStep
RT PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA) y 0.1 uL de polimerasa Platinum Tag DNA (Invitrogen) para las
primeras y segundas rondas de amplificacion, respectivamente, de acuerdo a lo recomendado por
el fabricante, en volimenes finales de 25 uL, con concentracion final de 5% de DMSO.

Los amplicones fueron visualizados en gel de agarosa al 1% y purificados con un kit comercial
(QlAquick PCR Purification Kit; QIAGEN). Las secuencias fueron obtenidas usando la quimica de
BigDye terminator 3.1 (Thermo Fisher, Walttham, MA) en el secuenciador automatico 3730xI Genetic
Analyzer (Thermo Fisher, Walttham, MA). Las secuencias fueron ensambladas y editadas usando la

herramienta Recall (hitp://pssm.cfenet.ubc.ca/) (University of Columbia, CA). El control de calidad

de las secuencias se realiz6 en la herramienta de OMS (http://pssm.cfenet.ubc.ca/who qc/). Ambas

herramientas son recomendadas por la OMS y estan disponibles en linea.
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Tabla 1: Iniciadores usados en el estudio

Nombre del Secuencia del iniciador (5"-->3") Posicion Proposito
iniciador en HXB2
PR 5 OUTER CCCCTAGGAAAAAGGGCTGTTG 2009-2030 RT- PCR
RT 3' OUTER GTTTTCAGATTTTTTAAATGGCTCTTG 3576-3602 RT- PCR
PR 5 INNER TGAAAGATTGTACTGAGAGACAGG 2057-2080 PCR
RT 3’ INNER GGCTCTTGATAAATTTGATATGTCC 3559-3583 PCR
Método POL A CCAGAAGAGAGCTTCAGGTCTGGGG 2164-2288 Secuenciacion
Casero POL B GTTAAACAATGGCCATTGACAGAAG 2610-2634 Secuenciacion
Estandarizado POLC GGAAAGGATCACCAGCAATATTCCA 3007-3031 Secuenciacion
POL D CCCTCARATCACTCTTTGGCAACG 2252-2275 Secuenciacion
POL F CTTTTGGGCCATCCATTCCTGGCTT 2586-2610 Secuenciacion
POL G CCATCCCTGTGGAAGCACATTGTA 2985-3008 Secuenciacion
POL H TGCCCCTGCTTCTGTATTTCTGCTA 3526-3550 Secuenciacion
PRTM-F1 | TGAARGAITGYACTGARAGRCAGGCTAAT | 2057-2085 RT-PCR, parte 1
PRTM-F1 11 ACTGARAGRCAGGCTAATTTTTTAG 2068-2092 RT-PCR, parte 2
RT-R1 ATCCCTGCATAAATCTGACTTGC 3370-3348 RT-PCR
Método PRT-F2 CTTTARCTTCCCTCARATCACTCT 2243-2266 | PCR y Secuenciacion
Estandarizado RT-R2 CTTCTGTATGTCATTGACAGTCC 3326-3304 | PCR y Secuenciacion
de CDC SegF3 AGTCCTATTGARACTGTRCCAG 2556-2577 Secuenciacion
SeqR3 TTTYTCTTCTGTCAATGGCCA 2639-2619 Secuenciacion
SeqF4 CAGTACTGGATGTGGGRGAYG 2869-2889 Secuenciacion
SeqR4 TACTAGGTATGGTAAATGCAGT 2952-2931 Secuenciacion

Estimacion de resistencia a farmacos
A partir de las secuencias del gen pol obtenidas, se estimé la resistencia del VIH usando la
herramienta HIVdb v8.3 de la Universidad de Stanford (https://hivdb.stanford.edu/), disponible en

linea. Se definié como resistentes a aquellas secuencias virales con un Score de Stanford (SS) <15
para cualquiera de los siguientes antirretrovirales: nevirapina, efavirenz, cualquier Inhibidor anéalogo
de nucleésidos (NRTI), darunavir/ritonavir, lopinavir/ritonavir o atazanavir/ritonavir, de acuerdo al
criterio recomendado por la OMS.%° Para evaluar resistencia a los esquemas de tratamiento se
considero resistencia cuando cualquiera de los componentes del esquema tenia un SS <15.

Para evaluar resistencia individual a cada farmaco antirretroviral o a los esquemas de tratamiento,
se utilizaron los siguientes umbrales: nivel bajo (15-29), intermedio (30-59) y alto (>60) de
resistencia, de acuerdo a los puntajes de la herramienta HIVdb v8.3.

La frecuencia de mutaciones de resistencia fue calculada por conteo directo de las mismas (ausencia

0 presencia), incluyendo todas las mutaciones consideradas en la herramienta HIVdb v8.3.

Determinacién de infeccion reciente
La infeccion reciente (RI, recent infection) en los participantes se identificd, indirectamente, mediante
un algoritmo que minimiza falsos diagnosticos recientes. El algoritmo consistié en lo siguiente: en

individuos con <1 afio de diagnd@stico, conteo de CD4+2200 células/uL, CVp>400 copias de RNA/mL,
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se les hizo la prueba de avidez de anticuerpos IgG especificos de VIH (HIV-1-Lag-Avidity; Sedia,
Portland, OR) por duplicado en plasma.®” Tipicamente, las personas con infecciéon por VIH tienen
una avidez y proporcion de anticuerpos mas baja en los primeros meses de la infeccion que puede
determinarse por avidez.®®

Se considerd infeccidn reciente en aquellas muestras que cumplieron los criterios para hacerles la
prueba de avidez de anticuerpos y cuyo resultado de densidad Optica normalizada (ODn) fue <1.5.
Los resultados con ODn<1.5 fueron confirmados nuevamente por duplicado. Las muestras de
participantes que no cumplieron con los criterios para hacerles prueba de avidez de anticuerpos o
que en las pruebas de avidez tuvieron resultado de ODn>1.5, se clasificaron en el grupo con
infeccion establecida (LSI, long-standing infection). El algoritmo para RI utilizado tiene un periodo de
ventana de 130 dias (95% Cl 118-142).%"

Andlisis filogenético

Para examinar la diseminacién de virus resistentes en las zonas geogréficas de estudio, se
construyeron arboles filogenéticos usando las secuencias del gen pol obtenidas y se buscaron
clusters (grupos de secuencias virales) con resistencia. Primero, las secuencias fueron alineadas
por codones usando ClustalW en Mega v.6,%° previa remocién de codones asociados con resistencia
de acuerdo a la herramienta HIVdb v8.3. Luego, se construyeron arboles filogenéticos usando
Maximun Likelihood con el modelo de sustitucion de nucleétidos GTR+I+| en la herramienta

FastTree 2.1.9 (http://microbesonline.org/fasttree).®® En los alineamientos y arboles se incluyeron

secuencias de referencia de diferentes subtipos de VIH que se obtuvieron de la base de secuencias

de Los Alamos (www.hiv.lanl.gov). Los &rboles obtenidos se visualizaron y colorearon en Mega v.6.

Por ultimo, los posibles clusters de transmision fueron identificados usando la herramienta Cluster
Picker,* con un umbral de distancia genética de 21.5%.% La herramienta Cluster Picker permite la
identificacion de clusters en &rboles filogenéticos soportado por el nodo o agrupamiento de

secuencias (bootstraps y probabilidad) y la distancia genética maxima pareada dentro del cluster.

Anélisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 usando GraphPad Prism v7 (San Diego, CA). Las comparaciones
entre grupos se realizaron usando las pruebas de exacta de Fisher o Chi cuadrada para variables
categoricas o agrupadas y Kruskal-Wallis o0 Mann-Whitney para variables numéricas. Para observar
tendencias de resistencia y frecuencia de mutaciones en el tiempo, se uso correlacion de Spearman.

p<0.05 fue considerada estadisticamente significante.
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V. RESULTADOS

Caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de las poblaciones de estudio
Se analizaron y compararon datos demograficos y clinicos de participantes enrolados en el periodo

2012 a 2016, que fue el periodo con reclutamiento activo en las tres zonas, (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas clinicas y demograficas de los individuos en estudio 2012-2016.

Variable clinica/demografica Zona Tijuana Cancun Valor de
Metropolitana p?
Nimero de individuos 576 604 767
Mediana de edad, afios (IQR) 30 (24-37) 34 (26-42) 30 (24-37) < 0.0001
Género, n (%)
Hombre 520 (90.3) 430 (71.2) 638 (83.2) < 0.0001
Mujer 56 (9.7) 174 (28.8) 129 (16.8) < 0.0001
Mediana de log CV, copias RNA/mL (IQR) 5.1 (4.5-5.6) 4.9 (4.3-5.5) 4.9 (4.4-5.4) 0.0004
Mediana de LT CD4+, cels/uL (IQR) 257 (102-413) 222 (65-444) 255 (106-447) ns
Mediana del % de LT CD4+ T cels/uL (IQR) 14 (7-19) 14 (7-22) 13 (7-20) ns
Infeccion Reciente, n (%)
Reciente ® 157 (27.3) 166 (27.5) 212 (27.6) ns
Establecida 419 (72.7) 438 (72.5) 555 (72.4) ns
Estado civil, n (%)
Unidén Libre 36 (6.2) 158 (26.2) 134 (17.3) < 0.0001
Casado 61 (10.6) 48 (7.9) 62 (9.3) ns
Soltero 384 (66.7) 368 (60.9) 556 (72.5) < 0.0001
Otro/desconocido 95 (16.5) 30 (5.0) 16 (2.1) < 0.0001
Nivel educativo, n (%)
No sabe leer ni escribir 2 (0.3) 9 (1.5) 24 (3.1) 0.0006
Primaria 25 (4.3) 156 (25.8) 113 (14.7) < 0.0001
Secundaria 226 (39.2) 314 (52.0) 401 (52.3) < 0.0001
Universitario/Técnico 230 (39.9) 82 (13.6) 190 (24.8) < 0.0001
Posgrado 14 (2.4) 3(0.5) 7 (0.9) 0.0063
Otro/desconocido 79 (13.7) 40 (6.6) 32(4.2) < 0.0001
Situacion laboral, n (%)
Empleado 307 (53.3) 171 (28.3) 377 (49.2) < 0.0001
Desempleado 131 (22.7) 309 (51.2) 303 (39.5) < 0.0001
Estudiante 56 (9.7) 11 (1.8) 40 (5.2) < 0.0001
Otro/desconocido 82 (14.2) 113 (18.7) 47 (6.1) < 0.0001
Factor de riesgo para VIH, n (%)
Heterosexual 113 (19.6) 330 (54.6) 289 (37.7) < 0.0001
HSH 305 (52.9) 131 (21.5) 346 (45.1) < 0.0001
Bisexual 20 (3.5) 50 (8.3) 26 (3.4) < 0.0001
uDI 3(0.5) 37 (6.1) 10 (1.3) < 0.0001
Otro/desconocido 135 (23.4) 52 (8.6) 96 (12.5) < 0.0001
Subtipo, n (%)
B 569 (98.8) 696 (98.9) 756 (98.6) ns
No-B 7(1.2) 8 (1.1) 11 (1.4) ns

2p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo usando chi2 o Kruskal-Wallis

bInfeccion reciente fue definida usando un algoritmo descrito en metodologia.

HSH, hombres que tienen sexo con hombres; UDI, Usuarios de drogas intravenosas; ns, no estadisticamente
significativo; IQR, rango intercuartil.
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Las tres zonas se caracterizaron por reclutar pacientes en etapas tardias de la infeccion por VIH
(Conteo de LT CD4+ de 257 en la Zona Metropolitana, 255 en Canclin y 222 en Tijuana). Sin
embargo, se observaron diferencias entre las zonas en la mayoria de las variables demograficas. La
mediana de edad fue més alta en Tijuana (34 afios, p<0.0001) que en la Zona Metropolitana (30
afios) y Cancun (30 afios). La proporcion de mujeres también fue mas alta en Tijuana (28.8%,
p<0.0001) que en la Zona Metropolitana (9.7%) y Cancun (16.8%). Por el contrario, Tijuana mostro
menores niveles de escolaridad, particularmente, personas con carrera técnica o licenciatura (13.6,
p<0.0001) comparado con Cancun (24.8%) y la Zona Metropolitana (39.9%). Tijuana también mostré
menor porcentaje de personas empleadas (28.3%, p<0.0001) que Cancun (49.2%) y que la Zona
Metropolitana (53.3%).

La proporcién de hombres que tienen sexo con hombres (HSH) fue mayor en la Zona Metropolitana
(52.9%, p<0.0001), seguido de Cancun (45.1%) y Tijuana (21.5%). Por el contrario, hubo mas
personas heterosexuales en Tijuana (54.6%, p<0.0001) que en la Zona Metropolitana (19.6%) y
Cancun (37.7%). La proporcion de usuarios de drogas inyectadas (UDI) fue mas alto en Tijuana
(6.1%, p<0.0001) que en la Zona Metropolitana (0.5%) y Cancun (1.3%).

El Subtipo B fue el méas prevalente, con mas del 98% en cada una de las zonas geogréficas
estudiadas. Sin embargo, aunque en muy baja frecuencia, también se encontraron algunos subtipos
no B, entre ellos los subtipos C, G y F1, asi como los recombinantes BD, CRF12_BF y CRF18_cpx.
Estas observaciones sugieren distintos panoramas epidemioldgicos para cada una de las zonas
geogréficas estudiadas. Por ejemplo: diferentes modos de transmisién y diagndstico todavia mas
tardio en algunas zonas geograficas del pais. Esto justificaria diferentes estrategias de manejo de

la infeccion por VIH por region.

Comparacion de resistencia pretratamiento entre zonas geogréaficas

La prevalencia de resistencia pretratamiento (PDR) a cualquier ARV, a NRTIs, NNRITs y Pls se
comparo en el periodo 2012-2016 en las tres zonas geograficas. La prevalencia de PDR a cualquier
ARV en las tres zonas juntas fue de 11.1% (95%, Cl 9.8%-12.6%), siendo los NNRTIs (7.2%, [95%,
Cl 6.1%-8.5%)]) la clase de ARV mas afectada (p<0.0001), seguido de los NRTIs (4.0% [95%, CI
3.1%-4.9%]) y los Pls (1.6% [95%, Cl 1.1%-2.3%]) (Figura 15).

Al analizar las zonas geograficas por separado, consistentemente se encontraron niveles moderados
de PDR a cualquier ARV. En la Zona Metropolitana, la prevalencia de PDR a cualquier ARV fue
13.4% (95% CI 10.7%-16.4%), en Tijuana 8.9% (95% CI 6.8%-11.5%) y en Cancun 11.2% (95% CI
9.1%-13.7). De la misma manera, la prevalencia de PDR a NNRTIs fue la mas alta en las tres zonas
geograficas: 8.7% (p<0.0001 respecto a las otras clases de ARV) en la Zona metropolitana, 4.8%
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(p=0.0156) en Tijuana y 8.1% (p<0.0001) en Cancun. La prevalencia de PDR a PlIs fue la mas baja
en cada una de las zonas geogréficas con menos de 2.0% de prevalencia en cada region (Figura
15).

Al comparar entre zonas, la PDR a NNRTIs fue menor en Tijuana que en la Zona Metropolitana

(p=0.0100) y que en Cancun (p=0.0161). Las PDR a cualquier ARV, a NRTIs y a Pls fueron similares
entre zonas.
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Figura 15. Prevalencia de resistencia pretratamiento en tres regiones de le epidemia de VIH en México en 2012-
2016. PDR fue estimada a partir de las secuencias de proteasa y retrotranscriptasa usando la herramienta HIVdb (v8.3)
de la universidad de Stanford. Se definié como resistente a aquellas secuencias con puntaje 215 para los siguientes
ARV: darunavir/ritonavir, lopinavir/ritonavir, atazanavir/ritonavir, cualquier NRTI, nevirapina y efavirenz. Las barras de
error representan intervalos de confianza del 95%. Se muestran comparaciones estadisticamente significativas (p<0.05,
prueba exacta de fisher). ARV, antirretroviral; NNRTI, inhibidores no analogos de nucledsidos de la RT; NRTI,
inhibidores analogos de nucledsidos de la RT; PI, inhibidores de proteasa.

No se observaron diferencias en caracteristicas epidemiologicas y clinicas entre individuos con y sin
resistencia pretratamiento en ninguna de las zonas (datos no mostrados).
Estos resultados, confirman el dominio de resistencia pretratamiento a NNRTIs en cada una de las

zonas geogréficas evaluadas, pero sugiere niveles mas bajos de prevalencia de resistencia
pretratamiento en Tijuana.
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Patron de mutaciones asociadas con resistencia a antirretrovirales

El patrén de mutaciones asociadas con resistencia a antirretrovirales (DRM, drug resistance
mutatios) fue diferente entre zonas, especialmente mutaciones para NNRTISs; sin embargo, las
mutaciones mas prevalentes fueron conservadas en cada una de las tres zonas geograficas.

Las mutaciones méas prevalentes para Pls fueron: Q58E (1.4%) y M46IL (0.7%) en la Zona
Metropolitana; M46IL (2.0%) y Q58E (1.0%) en Tijuana; y M46IL (2.0%) y L90M (1.3%) en Cancun.
Sin embargo, en Cancun L90M (1.3%, p=0.0002) e 154V (1.0%, p=0.0374) fueron mas prevalentes
(Figura 16a).
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Figura 16. Prevalencia de DRM en las tres zonas estudiadas de 2012-2016. Se incluyeron todas las DRM
consideradas en la herramienta HIVdb (v.8.3) de la universidad de Stanford, mostrando aquellas mutaciones con
frecuencia >0 en al menos una regién. Se muestran comparaciones estadisticamente significativas (p<0.05, prueba
chi2). NNRTI, inhibidores no analogos de nucledsidos de la RT; NRTI, inhibidores analogos de nucleosidos de la RT;
P1, inhibidores de proteasa.

Las mutaciones mas prevalentes para NRTIs fueron: M41L y la revertante T215 en la Zona
Metropolitana (2.1% cada una) y Cancun (1.5% y 2.0%, respectivamente) y D67EN (2.3%) y la
revertante T215 (2.3%) en Tijuana. Sin embargo, D67AEN fue mas frecuente en Tijuana (2.3%,
p=0.0007) y M184V en la Zona Metropolitana (1.2%, p=0.0015) (Figura 16b).
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Las mutaciones mas prevalentes para NNRTIs fueron: V179DET (5.6%) y K103NS (4.7%) en la
Zona Metropolitana; K103N (4.4%) y V179DET (3.4%) en Cancun y V179DET (7.1%) y E138AKR
(2.6%) en Tijuana. Sin embargo y de manera interesante, K103N fue menos frecuente en Tijuana
(1.7%, p=0.0069), mientras V179DET fue mas frecuente (7.1%, p=0.0075). Y188CFL fue mas
frecuente en la Zona Metropolitana (1.2%; p=0.0189) y G190AES fue menos frecuente en Tijuana
(0%; p=0.0158) (Figura 16b).

Todos estos resultados sugieren diferente distribucion de frecuencia en las tres zonas geograficas
estudiadas. En particular, es notable la baja frecuencia de K103N en Tijuana y alta frecuencia en la

Zona Metropolitana y Cancun.

Resistenciaindividual a los antirretrovirales y alos esquemas de tratamiento mas usados en
México

Se consider6 resistencia a cualquier ARV cuando el puntaje en la base HIVdb v8.3 fue SS=15.
Adicionalmente, se clasificé como resistencia baja (SS=215-29), intermedia (SS 30-59) o alta (SS260).
En general, los ARV mas afectados por PDR, fueron los NNRTIs nevirapina (NVP, 6.1%) y efavirenz
(EFV, 5.7%) (Figura 16a). Consecuentemente, resistencia al esquema de tratamiento mas utilizado
en México: tenofovir+emtricitabina+efavirenz (TDF+FTC+EFV), fue 7.9%. PDR a otros esquemas
basados en efavirenz fue similar, influenciado justamente por PDR a este farmaco, mientras que
esquemas basados en PI tuvieron menos resistencia pretratamiento.

Considerando las zonas geograficas por separado, los niveles de PDR a nevirapina y efavirenz
fueron los mas altos tanto para la Zona Metropolitana (8.7% y 8.3%) como para Tijuana (4.5% vy
4.0%) y Cancun (7.2% y 6.6%) (Figuras 17b-d). Sin embargo, al comparar entre zonas geograficas,
los niveles de PDR a nevirapina y a efavirenz, en Tijuana fueron mas bajos comparado con la Zona
Metropolitana y Cancun (p<0.05 en todos los casos, datos no mostrados). De manera interesante,
PDR a rilpivirina (RPV), estuvo entre las mas altas (5.6% para la Zona Metropolitana, 4.3 para
Cancuny 5.6% para Tijuana) (Figura 17b-d) y en concordancia con la alta prevalencia de la mutacion
que con mayor frecuencia rilpivirina selecciona: E138AKR (2.3% en Zona Metropolitana, 2.6% en
Tijuana y 1.7% en Cancun) (Figura 16b).

PDR a los esquemas de tratamiento de primera vez fue influenciada por EFV, principalmente. En la
Zona Metropolitana, PDR a TDF+FTC+EFV alcanz6 10.1%, abacavir+lamivudina+efavirenz
(ABC+3TC+EFV) tuvo 9.9% y zidovudina+lamivudina+efavirenz (AZT+3TC+EFV) tuvo 11.8%. En
Cancun, PDR a TDF+FTC+EFV y a ABC+3TC+EFV fue 80.0% para cada uno y PDR a
AZT+3TC+EFV fue 8.3%. En Tijuana, PDR a estos tres esquemas fue menor que en la Zona
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Metropolitana y Cancun. PDR a TDF+FTC+EFV y a ABC+3TC+EFV en Tijuana fue 5.6% para cada
unoy 7.1% para AZT+3TC+EFV.
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Figure 17. Niveles de resistencia por ARV y esquemas de tratamiento en 2012-2016. Los niveles de resistencia a
cada antirretroviral se estimaron a partir de las secuencias de proteasa y retrotranscriptasa virales usando la herramienta
HIVdb (v8.3) de la universidad de Stanford. Los niveles de resistencia se clasificaron de acuerdo al puntaje de Stanford
(SS) como alto: SS=60, intermedio: SS 30-59, bajo: SS=15-29. Se muestra la resistencia de antirretrovirales que
recomienda la OMS incluir para PDR, asi como los esquemas de tratamiento de primera vez mas usados. PI:
atazanavir/r (ATV/r), darunavir/r (DRVIr), lopinavir/r (LPV/r). NRTI: lamivudina (3TC), abacavir (ABC), zidovudina (AZT),
estavudina (D4T), didanosina (DDI), emtricitabina (FTC), tenofovir (TDF); NNRTI: efavirenz (EFV), nevirapina (NVP).

Como se esperaba, los esquemas de tratamiento basados en Pls fueron menos afectados que los

basados en NNRTIs. El régimen de tratamiento basado en Pls mas usado, TDF+FTC+ATV/r alcanz6

resistencia de 3.5% en la Zona metropolitana, 3.0% en Tijuana y 3.0% en Cancun (Figura 17b-d).

Todos estos resultados son consistentes con la observacién de que, en las zonas geograficas

estudiadas, efavirenz y nevirapina son los antirretrovirales mas afectados, asi como los esquemas

de tratamiento a basados en efavirenz, que son los mas utilizados, en particular TDF+FTC+EFV.

33

Claudia Garcia Morales



V. Resultados

Incremento de resistencia pretratamiento en el tiempo

Se buscaron tendencias de cambios de PDR en el tiempo en las tres zonas geograficas. Para ello,
de la Zona Metropolitana se incluyeron 1,193 secuencias virales de participantes reclutados de 2008
a 2016; de Tijuana, se incluyeron 60 secuencias virales de participantes reclutados en 2008 y 604
secuencias de 2012 a 2016; y de Cancun, se incluyeron 767 secuencias de participantes reclutados
de 2012 a 2016.

Considerando juntas las zonas tres zonas geograficas, se observo tendencia de incremento de PDR
a cualquier ARV (7.5% a 12.7%, p=0.0589, r=0.666) de 2008 a 2016. Esta tendencia de incremento
de PDR a cualquier ARV fue atribuible al incremento significativo de PDR a NNRTI (1.9% a 9.9%,
p<0.0001, r=0.98) (Figura 18a). PDR a Pl y a NRTI permanecieron estables a lo largo del tiempo de
estudio (1.3 % a 1.4%, p=0.677, r=0.17; y 5.6% a 3.0%, p=0.8432, r=-0.08, respectivamente).
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Figure 18. Cambios de resistencia pretratamiento en el tiempo. Se estimaron las prevalencias de PDR a partir de
las secuencias de proteasa y retrotranscriptasa por afio, usando la herramienta HIVdb (v8.3) de la universidad de
Stanford. Se definid PDR en aquellos individuos cuyas secuencias virales tenia puntaje de Stanford (SS) >15 a cualquier
ARV. Se muestra incremento significativo (p<0.05, correlacién de Spearman). PDR, resistencia pretratamiento; NNRTI,
Inhibidores no analogos de nucledsidos de la RT; NRTI, Inhibidores analogos de nucleodsidos de la RT; PI, Inhibidores
de proteasa.
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Al analizar las zonas geograficas por separado, se observd incremento de PDR a cualquier ARV
(7.7% a 15.7%, p=0.0020, r=0.90) y a NNRTI (1.9% a 11.8%, p=0.0008, r=0.93) en la Zona
Metropolitana de 2008 a 2016. Tijuana también mostré incremento significativo de PDR a NNRTI
(1.7% a 8.5%, p=0.0333, r=0.88) de 2008 a 2016 (Figura 18b y 18c). En la Zona Metropolitana ni en

Tijuana se observo incremento de PDR a PI ni a NRTI. Cancun no mostré ningun incremento

significativo de PDR de 2012 a 2016 a ninguna de las clases de antirretrovirales.

Considerando PDR a TDF+FTC+EFV, que es el esquema de tratamiento mas usado en México, se

observé un incremento de PDR a cualquier ARV al analizar las zonas geofréficas juntas (2.9% to
9.1%, p=0.0045, r=0.86) de 2008 a 2016. Este incremento de PDR a TDF+FTC+EFV estuvo
atribuible a un incremento de PDR a efavirenz (1.1% to 8.8%, p=0.0002, r=0.97) (Figures 19).
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Figure 19. PDR temporal al esquema de tratamiento antirretroviral mas usado en México. La prevalencia de
resistencia a ARV y esquema de tratamiento mas usado en México fue evaluada por afio a partir de las secuencias de
proteasa y retrotransciptasa usando la herramienta HIVdb (v8.3) de la universidad de Stanford. Se definié a individuos
con PDR a aquellos cuya secuencia viral tenia puntaje de Stanford (SS)>15 a cualquier ARV. Se muestra incremento
significativo (p<0.05, correlacion de Spearman). EFV, efavirenz; TDF, tenofovir; FTC, emtricitabina; PDR, resistencia

pretratamiento.
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De manera interesante, incremento en PDR a efavirenz fue observado en las tres zonas geogréficas
de manera independiente (1.0% a 11.8%, p=0.0008, r=0.93 en Zona Metropolitana; 1.7% a 6.1%,
p=0.0333, r=0.88 en Tijuana y 2.5% a 8.3%. p=0.0333, r=0.88 en Cancun) que resultdé en un
incremento en PDR a TDF+FTC+EFV en la Zona Metropolitana (2.6% a 13.7%, p=0.0007, r=0.93) y
Cancun (5.1% a 8.3%, p=0.0333, r=0.88) (Figura 18). No se observo incremento significante de PDR
a TDF ni a FTC en ninguna de las zonas.

Luego, se buscaron cambios de frecuencia en el tiempo de mutaciones asociadas con resistencia
que pudieran explicar el incremento de PDR en el periodo de estudio. Se evaluaron las mutaciones
mas frecuentes, incluyendo: M46I/L, Q58E y L90M para Pl; M41L, TAMs, M184V vy la revertante
T215 para NRTI; K103N/S, V179DET, y E138A/K/R para NNRTI (Figura 20).
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Figura 20. Cambios de frecuencia Temporal de mutaciones asociadas con resistencia. La frecuencia de
mutaciones relevantes asociadas con resistencia fue estimada a partir de las secuencias de proteasa y
retrotranscriptasa usando la herramienta HIVdb (v8.3) de la universidad de Stanford. Se muestran cambios significativos
(p<0.05, correlacién de Spearman). Mutaciones a Pl se muestran en la columna de la izquierda, mutaciones a NRTI en
la columna del centro y mutaciones a NNRTI en la columna de la derecha. *Mutaciones asociadas a analogos de timina
incluye: M41L, D67N, K70R, L210W, T215Y/F y K219Q/E.

Se observd un incremento de frecuencia en el tiempo de la mutacién K103N/S al analizar las
regiones geograficas juntas (0.5% a 4.7%, p=0.0061, r=0.85) de 2008 a 2016. Cuando se

consideraron las zonas geograficas de manera independiente, también se observo incremento en el
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tiempo de K103/S en la Zona Metropolitana (0.6% a 9.8%, p=0.0369, r=0.72) y en Tijuana (0.0% a
3.7%, p=0.0278, r=0.90).

Todos estos resultados confirman un incremento de resistencia pretratamiento a efavirenz en todas
las regiones, explicado por incremento en frecuencia de K103N/S y, por lo tanto, también incremento

de resistencia a los esquemas de tratamiento basados en efavirenz.

Prevalencia de resistencia pretratamiento en personas con infeccién reciente

Se determind infeccién reciente (RI, recent infection) o establecida (LSI, long standing unfection) en
todas las personas que fueron reclutadas de 2012-2016, como se describe en metodologia. La
proporcion de individuos con RI fue 27.3% en la Zona Metropolitana, 27.5% en Tijuana y 27.6% en
Cancun (Tabla 3y 4).

Al comparar las variables clinicas y demogréaficas en personas con infeccion reciente e infeccion
establecida, como se esperaba, en las tres zonas geograficas las personas con infeccion reciente
fueron mas jovenes, tuvieron cargas virales y conteos de linfocitos T CD4+ mas altas, comparados
con personas con infeccion establecida (Tabla 3). Del resto de las variables demogréficas, la Unica
diferencia consistente en las tres zonas fue que hubo una mayor proporcién de hombres que tienen
sexo con hombres en infeccion reciente que en infeccién establecida, lo que puede sugerir que los
hombres que tienen sexo con hombres se diagnostican més tempranamente, principalmente en la
Zona Metropolitana (63.1% de HSH en infeccion reciente contra 49.2% en infeccion establecida,
p=0.0036). Mientras que, las personas heterosexuales acuden mas tarde al diagnéstico,
principalmente en Tijuana (45.5% en RI contra 58.3% en LSI, p=0.0058).

Se evalué prevalencia de PDR en individuos con infeccion reciente. No se observaron diferencias
en prevalencia de PDR entre individuos con infeccién reciente e infeccién establecida para ninguna
clase de farmacos en ninguna de las zonas (Tabla 4). Consistente con los resultados previos, en la
Zona Metropolitana y Cancun, PDR a NNRTI fue mas alta que a NRTI y a PI tanto en infeccion
reciente como en infeccion establecida (p<0.001 en todos los casos), mientras que en Tijuana PDR

a NNRTI fue mas alta en infeccién establecida (p=0.02), pero no en infeccién reciente.
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas y demograficas de los individuos con infeccion reciente (RI)? y establecida (LSI).

Zona Metropolitana (n=576) Tijuana (n=604) Cancun (n=767)
Variable clinica/demografica RI LSl p° RI LSl pP° RI LSl p°

NUmero de individuos (%) 157 (27.3) 419 (72.7) 165 (27.6) 439 (72.4) 209 (27.6) 558 (72.4)
Mediana de edad, afios (IQR) 28 (24-34) 31 (25-39) 0.0001 29 (23-36) 35 (28-43) <0.0001 27 (23-33) 30 (25-38)  <0.0001
Género, n (%)

Hombre 144 (91.7) 376 (89.7) ns 119 (72.1) 311 (70.8) ns 177 (84.7) 461 (82.6) ns

Mujer 13 (8.3) 43 (10.3) 46 (27.9) 128 (29.2) 32 (15.3) 97 (17.4)
Mediana de log CV, copias RNA/mL (IQR) 4.9 (4.3-5.5) 5.1 (4.6-5.6) ns 4.5 (3.9-5.0) 5.1(4.5-5.6) <0.0001 4.6 (4.2-5.0) 5.0 (4.4-5.4) <0.0001
Mediana de LT CD4+, cels/uL (IQR) 400 (324-536) 174 (65-325) <0.0001 486 (345-632) 116 (41-283) <0.0001 449 (337-603) 176 (67-332) <0.0001
Mediana del % de LT CD4+ T cels/uL (IQR) 19 (14-23) 11 (6-17) <0.0001 22 (17-28) 10 (5-18) <0.0001 19 (14-23) 11 (5-17) <0.0001
Estado civil, n (%)

Unién Libre 9(5.7) 27 (6.4) ns 33 (15.8) 100 (17.9) ns 41 (24.8) 39 (26.7) ns

Casado 13 (8.3) 48 (11.5) ns 13 (6.2) 49 (8.8) ns 9 (5.5) 39 (8.9) ns

Soltero 121 (77.1) 263 (62.8) 0.0011 160 (76.6) 396 (71.0) ns 108 (65.5) 260 (59.2) ns

Otro/desconocido 14 (8.9) 81 (19.3) ns 3(1.4) 13 (2.3) ns 7(4.2) 23 (5.2) ns
Nivel educativo, n (%)

No sabe leer ni escribir 0 (0.0) 2 (0.5) ns 0(0.0) 9(2.1) ns 4(1.9) 20 (3.6) ns

Primaria 5(3.2) 20 (4.8) ns 37 (22.4) 119 (27.1) ns 20 (9.6) 93 (16.7) 0.0159

Secundaria 58 (36.9) 168 (40.1) ns 82 (49.7) 232 (52.8) ns 118 (56.5) 283 (50.7) ns

Universitario/Técnico 73 (46.5) 157 (37.5) ns 33(20.0) 49 (11.2) ns 58 (27.8) 132 (23.7) ns

Posgrado 6 (3.8) 8(1.9) ns 2(1.2) 1(0.2) 0.0073 319 4 (0.7) ns

Otro/desconocido 15 (9.6) 64 (15.3) ns 11 (6.7) 29 (6.6) ns 6 (2.9) 26 (4.7) ns
Situacion laboral, n (%)

Empleado 83 (52.9) 224 (53.5) ns 48 (29.1) 123 (28.0) ns 118 (56.5) 259 (46.4) 0.0149

Desempleado 31 (19.7) 100 (23.9) ns 75 (45.5) 234 (53.3) ns 67 (32.1) 236 (42.3) 0.0102

Estudiante 29 (18.5) 27 (6.4) <0.0001 7(4.2) 4 (0.9) 0.0120 15(7.2) 25 (4.5) ns

Otro/desconocido 14 (8.9) 68 (16.2) ns 35(21.2) 78 (17.8) ns 9 (4.3) 38 (6.8) ns
Factor de riesgo para VIH, n (%)

Heterosexual 25 (15.9) 88 (21.0) ns 75 (45.5) 256 (58.3) 0.0058 67 (32.1) 222 (39.8) ns

HSH 99 (63.1) 206 (49.2) 0.0036 53 (32.1) 78 (17.8) 0.0002 119 (56.9) 227 (40.7) <0.0001

Bisexual 7 (4.5) 13 (3.1) ns 16 (9.7) 34 (7.7) ns 6 (2.9) 20 (3.6) ns

uDlI 0 (0.0) 3(0.7) ns 11 (6.7) 29 (6.6) ns 0 (0.0) 10 (1.8) ns

Otro/desconocido 26 (16.6) 109 (26.0) ns 10 (6.1) 42 (9.6) ns 17 (8.1) 79 (14.2) ns
Subtipo, n (%)

B 153 (97.5) 416 (99.3) ns 203 (97.1) 553 (99.1) ns 203 (97.1) 553 (99.1) ns

No-B 4 (2.5) 3(0.7) ns 6 (2.9) 5(0.9) ns 6 (2.9) 5(0.9) ns

3Infeccidn reciente fue definida usando un algoritmo descrito en metodologia.
bp <0.05 fue considerado estadisticamente significativo usando chi2 o Kruskal-Wallis
HSH, hombres que tienen sexo con hombres; UDI, Usuarios de drogas intravenosas; ns, no estadisticamente significativo; IQR, rango intercuartil.
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Tabla 4. PDR en individuos con infeccion reciente e infecciéon establecida

PDR a
. Pl NRTI NNRTI
n (%) C%Z'?gué(‘;; é\IF;V % (95% Cl) % (95%Cl) % (95% Cl) p”
sona Todo 576 (100.0) 13.1(10.7-16.4) 1.4(0.6-2.7) 5.2(3.5-7.4) 8.7(6.5-11.3) <0.0001
Metropolitana R 157 (27.3)  17.8(12.2-24.7) 1.9(0555) 5.1(2.2-9.8) 12.1(7.4-18.3)  0.0008
LSI 419 (72.7)  11.7(8.8-15.2) 1.2(0.4-2.8) 5.3(3.3-7.8) 7.4(5.1-10.3)  <0.0001
p? ns ns ns ns
Todo 604 (100.0) 8.9(6.8-11.5) 15(0.7-2.8) 3.8(24-57) 4.8(3.2-6.8) 0.005
Tijuana RIC 166 (27.5) 7.2(3.8-12.3)  0.6(0.1-3.3) 3.6(1.3-7.7) 3.0 (1.0-6.9) ns
LSI 438 (72.5) 9.6(7.0-12.7)  1.8(0.8-3.6) 3.9(2.3-6.1) 5.5 (3.5-8.0) 0.02
p? ns ns ns ns
Todo 767 (100.0) 11.2(9.1-13.7) 2.0(1.1-3.2) 3.1(2.0-4.6) 8.1(6.3-10.2) <0.0001
Cancin RIC 212 (27.6)  11.3(7.4-16.4) 0.9(0.1-3.4) 2.8(1.0-6.1) 85(5.1-13.1)  0.0002
LSI 555 (72.4)  11.2(8.7-14.1) 2.3(1.3-4.0) 3.2(1.9-5.1) 7.9(5.8-10.5)  <0.0001
p? ns ns ns ns

2p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo comparando NNRTI, Pl y NRTI con prueba chi?.
b RI fue definida como menos de 130 dias de seroconversion usando el algoritmo descrito en Metodologia.

¢ p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo comparando Rly LSI con la prueba exacta de Fisher ARV, cualquier
ARV; RI, Infeccidn Reciente; LSI, Infeccion establecida; Cl, intervalo de confianza; ns, no significativo; PI, inhibidores de
proteasa; NRTI, Inhibidores analogos de nucledsidos de la RT; NNRTI, Inhibidores no analogos de nucleosidos de la RT.

De manera interesante, se observo incremento significativo de PDR a NNRTI en el tiempo en
individuos recientemente infectados en la Zona Metropolitana de 2012 a 2016 (0% a 23.1%,
p=0.0167, r=1). Sin embargo, esto no se observd en individuos con infeccion establecida (Figura

21). No se observo incremento significativo de PDR en individuos con infeccion reciente o con

infeccion establecida, en Tijuana ni Cancun.
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Figura 21. Tendencia de resistencia pretratamiento en individuos con infeccién reciente y con infeccién
establecida. Infeccion reciente fue definida como con menos de 130 dias usando el algoritmo descrito en métodos. Los
niveles de resistencia por afio de reclutamiento fueron estimados de las secuencias de proteasa y retrotranscriptasa
usando la herramienta de HIVdb (v8.3) de la universidad de Stanford. Individuos con PDR fueron definidos como
aquellos con puntaje 215 a cualquiera de los siguientes ARV: darunavir/ritonavir, lopinavir/ritonavir, atazanavir/ritonavir,
cualquier NRTI, nevirapina y efavirenz. Se muestran tendencias significativas (p<0.05, correlacion de Spearman).
NNRTI, Inhibidores no analogos de nucledsidos de la RT; NRTI, Inhibidores analogos de nucleésidos de la RT; PI,
Inhibidores de proteasa; PDR, resistencia pretratamiento
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En la Zona Metropolitana, K103N fue la Unica mutacién significativamente mas frecuente en
individuos con infeccion reciente (7.6%, p=0.04) que en individuos con infeccion establecida (3.6%)

(Figura 22). Ninguna otra mutacion en ninguna zona, mostré diferencia significativa.
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Figura 22. Frecuencia de mutaciones asociadas con resistencia a antirretrovirales en individuos con infeccién
reciente o establecida. Se incluyeron todas las DRM consideradas en la herramienta HIVdb (v.8.3) de la universidad
de Stanford, mostrando aquellas mutaciones con frecuencia >0 en al menos una region. Se muestran diferencias
significativas en frecuencias (p<0.05, prueba de exacta de Fisher). Infeccion reciente fue definida como con menos de
130 dias usando el algoritmo descrito en métodos. CMZ, Central Metropolitan Zone.

Transmision de virus con resistencia a antirretrovirales

Los arboles filogenéticos permiten la identificacion de clusters (grupos de secuencias) con alguna
caracteristica en particular. Para caracterizar la transmisién de virus con resistencia a ARV, se
construyeron arboles filogenéticos con las secuencias virales obtenidas. En los éarboles se
identificaron clusters verdaderos usando la herramienta cluster picker usando un umbral de distancia

genética de 21.5% y se colorearon las secuencias virales con resistencia a antirretrovirales.
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Primero, se construy6 un arbol filogenético con todas las secuencias incluidas en el estudio para ver
si las secuencias virales se agrupaban por zona geografica. En el arbol se observé que muchas de
las secuencias tienden a agruparse en clusters dependiendo de la zona geogréfica (121
clusters)(Figura 23), aunque también se encontraron algunos clusters intermezclados entre las

zonas (14 clusters).

- Total de Clusters: 135

- Clusters intermezclados: 14

- Clusters especificos de region: 121
- Clusters de Cancun: 62

- Clusters de MZ: 45

- Clusters de Tijuana: 14

Figura 23. Arbol filogenético de secuencias virales incluidas en todo el estudio. Las secuencias se alinearon
usando ClustalW en Mega v.6 y se les removieron los codones asociados con resistencia. Los arboles se construyeron
usando Maximun Likelihood con el modelo de sustitucion de nucleétidos GTR+I+] en la herramienta FastTree 2.1.9.
Los clusters fueron identificados usando Cluster Picker con 21.5% como humbral de distancia genética. En el arbol,
cada linea representa una secuencia. , secuencias de referencia obtenidas de la base de los Alamos. rojo,
secuencias de Cancun; , secuencias de la Zona Metropolitana; y azul oscuro, secuencias de Tijuana.
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Se encontraron 14 clusters (2-3 secuencias) intermezclados entre zonas geograficas. El 64% (9/14)
de los clusters estuvieron compuestos de hombres Gnicamente, donde al menos un hombre se
identific6 como hombre que tiene sexo con hombres. El 64% (9/14) de los clusters incluyeron al
menos una persona con infeccion reciente. Tres clusters tuvieron al menos un virus resistente a
antirretrovirales (Figura 24).
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Infeccion Reciente

Figura 24. Arbol filogenético de secuencias virales de individuos de la corte completa. Las secuencias se
alinearon usando ClustalW en Mega v.6 y se les removieron los codones asociados con resistencia. Los arboles se
construyeron usando Maximun Likelihood con el modelo de sustitucion de nucle6tidos GTR+I+| en la herramienta
FastTree 2.1.9. Los clusters fueron identificados usando Cluster Picker con 21.5% como humbral de distancia genética.
En el arbol, cada linea representa una secuencia. , secuencias de referencia obtenidas de la base de los
Alamos. Negro, secuencias de virus no resistentes dentro de un cluster; , virus resistentes a PI; rojo, virus
resistentes a NNRTI; , virus resistentes a NRTIs; y azul oscuro, virus resistentes a dos clases de ARV. NNRTI,

Inhibidores no analogos de nucleésidos de la RT; NRTI, Inhibidores analogos de nucledsidos de la RT; PI, Inhibidores
de proteasa.

Se encontraron 121 clusters (2-6 secuencias) especificos de zona geogréfica, de los cuales, 15%
(19/121) contenian tres 0 mas secuencias. El 75.8% (95/121) de los clusters estuvieron compuestos

Unicamente por hombres y 61.2% (74/121) incluyeron al menos un hombre autoidentificado como
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hombre que tiene sexo con hombres. Cancun mostré la mayor cantidad de clusters (51.2%, 62/121),
seguido de la Zona Metropolitana (37.25, 45/121) y Tijuana (11.6%, 14/121).

Del total de los clusters, en 88% (107/121) incluyeron personas a las que se les hizo determinacién
de infeccion reciente o establecida. De estos clusters, el 62% (66/107) tuvieron al menos una
secuencia viral procedente de una persona con infeccion reciente. En Cancun, 65% (40/62) clusters
tuvieron al menos una secuencia viral procedente de una persona con infeccion reciente, en la Zona
Metropolitana, 63 % (21/33) y en Tijuana 41% (5/12).

En total, se encontraron 28.1% (34/121) clusters con al menos un virus con PDR. De estos clusters,
13.2% (16/121) contenian virus resistentes a NNRTIs, 5.8%(7/121) a NRTIs, 6.6%(8/121) a Pls, y
2.5%(3/121) a dos clases de antirretrovirales.

Del total de clusters con virus resistentes, Cancun tuvo la mayor cantidad (55.8%, 19/34), seguido
de la Zona Metropolitana (29.4%, 10/34) y Tijuana (14.7%, 5/34) (Figura 25-27).

Del total de clusters con virus resistentes, 82.4% (28/34) incluyeron solo hombres. Clusters
conteniendo mujeres fueron encontrados en Cancun y Tijuana, pero no en la Zona Metropolitana.
Las mutaciones asociadas con resistencia mas frecuentes en los clusters fueron: K103N (23.5%,
8/34), E138A (20.5%, 7/34) y M46L/l (17.6%, 6/34). De manera interesante, no se encontraron
clusters con K103N en Tijuana (Tabla 4).

En la Zona Metropolitana, 22% (10/45) de los clusters tenian al menos un virus con resistencia
(Figura 25), de los cuales, 4%(2/45) tenian virus resistentes a Pls, 11% (5/45) a NNRTIs y 6% (3/445)
a NRTIs. Todos los clusters estuvieron compuestos por hombres. En la Zona Metropolitana, 70%
(7/10) de los clusters con virus resistente, incluyeron al menos una persona con infeccion reciente,

todos ellos hombres.
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Figura 25. Arbol filogenético de secuencias virales de individuos de la Zona Metropolitana. Las secuencias se
alinearon usando ClustalWwW en Mega v.6 y se les removieron los codones asociados con resistencia. Los arboles se
construyeron usando Maximun Likelihood con el modelo de sustitucion de nucleétidos GTR+I+| en la herramienta
FastTree 2.1.9. Los clusters fueron identificados usando Cluster Picker con 21.5% como humbral de distancia genética.
En el arbol, cada linea representa una secuencia. , secuencias de referencia obtenidas de la base de los
Alamos. Negro, secuencias de virus no resistentes dentro de un cluster; , virus resistentes a PI; rojo, virus
resistentes a NNRTI; , virus resistentes a NRTIs; y azul oscuro, virus resistentes a dos clases de ARV. NNRTI,
Inhibidores no analogos de nucleésidos de la RT; NRTI, Inhibidores analogos de nucledsidos de la RT; PI, Inhibidores
de proteasa.

T215S

En Tijuana, 35%(5/14) de los clusters tenian virus resistentes (Figura 26), de los cuales 7% (1/14)
tenia resistencia a PI, 21% (3/14) a NNRTIs y 7% (1/14) a NRTIs. Los clusters fueron mezclados
entre hombres y mujeres. En Tijuana, 60% (3/5) de los clusters con virus resistentes, incluyeron al

menos una persona con infeccion reciente.
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Figura 26. Arbol filogenético de secuencias virales de individuos de Tijuana. Las secuencias se alinearon usando
ClustalW en Mega v.6 y se les removieron los codones asociados con resistencia. Los arboles se construyeron usando
Maximun Likelihood con el modelo de sustitucion de nucleétidos GTR+I+1 en |la herramienta FastTree 2.1.9. Los clusters
fueron identificados usando Cluster Picker con 21.5% como humbral de distancia genética. En el arbol, cada linea
representa una secuencia. , secuencias de referencia obtenidas de la base de los Alamos. Negro, secuencias
de virus no resistentes dentro de un cluster; , Virus resistentes a PI; rojo, virus resistentes a NNRTI; ,
virus resistentes a NRTIs; y azul oscuro, virus resistentes a dos clases de ARV. NNRTI, Inhibidores no analogos de
nucledsidos de la RT; NRTI, Inhibidores analogos de nucledsidos de la RT; PI, Inhibidores de proteasa.

En Cancun, el 30%(19/62) de los clusters tenian al menos un virus resistente (Figura 27), de los
cuales, 8% (5/52) tenian virus resistentes a Pls, 12% (8/62) a NNRITs y 4% (4/562) a NRTIs y 4%
(4/62) a dos clases. Los clusters estuvieron compuestos en su mayoria por hombres, generalmente
hombres que tienen sexo con hombres. Unicamente 5 clusters estuvieron mezclados entre hombres
y mujeres. En Cancun, 68% (13/19) de los clusters con virus resistentes, incluyeron al menos una

persona con infeccion reciente, hombres la mayoria de ellos.
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Figura 27. Arbol filogenético de secuencias virales de individuos de Cancin. Las secuencias se alinearon usando
ClustalW en Mega v.6 y se les removieron los codones asociados con resistencia. Los arboles se construyeron usando
Maximun Likelihood con el modelo de sustitucion de nucleétidos GTR+I+1 en la herramienta FastTree 2.1.9. Los clusters
fueron identificados usando Cluster Picker con 21.5% como humbral de distancia genética. En el arbol, cada linea

representa una secuencia.
virus no resistentes dentro de un cluster;

, secuencias de referencia obtenidas de la base de los Alamos. Negro, secuencias de
, virus resistentes a PI; rojo, virus resistentes a NNRTI;

, virus

resistentes a NRTIs; y azul oscuro, virus resistentes a dos clases de ARV. NNRTI, Inhibidores no analogos de nucledsidos

de la RT; NRTI, Inhibidores analogos de nucleosidos de la RT; PI, Inhibidores de proteasa.

Estos resultados sugieren transmision de virus resistentes en diferentes modos de transmision

principalmente dentro de una misma zona geogréfica, en Tijuana tiende a prevalecer mas la

transmision heterosexual, mientras que en la Zona Metropolitana es mas entre hombres. Por tanto,

realizar estudios por region geografica puede ayudar no solo a identificar diferencias en prevalencias

de resistencia sino también en la identificacion de modos de transmision.
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VI. DISCUSION

En seguimiento a la encuesta con representatividad nacional que se llevé a cabo en 2015, siguiendo
los criterios de la OMS,* el objetivo principal del presente estudio fue determinar la prevalencia de
resistencia pretratamiento y su incremento en el tiempo en tres zonas geograficas de México:
Tijuana, la Zona Metropolitana del Centro y Cancun que son criticas en la epidemia de VIH en
México.

La eleccion del primer esquema de tratamiento para las personas con VIH es decisiva para producir
una buenay duradera respuesta contra el virus. Las actuales guias para el uso de los ARV en México
recomiendan el uso de esquemas de tratamiento basados en EFV,”” como recomiendan las guias
de la OMS y como todavia es la opcién ampliamente usada en paises en vias de desarrollo.*® En
México, mas del 80% de las personas con VIH iniciaron tratamiento con esquemas basado en EFV
para 2016 (Figura 10).7> "¢

En México, el programa Nacional de VIH ha tenido éxito en procurar el inicio de tratamiento para
todas las personas diagnosticadas con VIH y ligandolas al servicio clinico. Para fines de 2016, habia
mas de 127,000 personas con tratamiento ARV en México. Sin embargo, por diversos factores, en
diversos puntos del pais existen desigualdades en algunos indicadores tempranos asociados con
resistencia. Los indicadores tempranos en los que se han observado las mayores desigualdades en
México son: retencion en la atencion a los 12 meses, proporcion de personas que logran suprimir la
carga viral a los 12 meses y, de la mano, cobertura de la carga viral.”®

Considerando este escenario de desigualdades, y considerando la complejidad y el costo de la
implementacion de una politica nacional de salud en respuesta a los altos niveles de resistencia
observados (incluyendo cambio a esquemas de primera vez basados en DTG o realizando pruebas
de resistencia para todas las personas que inician tratamiento ARV), el Programa Nacional de Salud
ha propuesto posibles estrategias localizadas, por ejemplo encuestas subnacionales, para
responder a la resistencia donde la urgencia podria ser mayor.

Aunque nuestro estudio tiene limitaciones al ser retrospectivo y hacer muestreo por conveniencia, el
tiempo de reclutamiento (9 anos) y la alta densidad muestreada en los centros de referencia en cada
zona hacen fuertes nuestras observaciones. En el caso de Tijuana, la vigilancia se realizé en el
segundo centro de referencia de VIH mas grande de la Ciudad. En Cancun, el estudio se realizé en
el centro més grande de la Ciudad y de Quintana Roo. Para la Zona Metropolitana, se incluyeron

clinicas en las que el 23% de las personas iniciaron tratamiento en 2016, del total del pais
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Considerando el periodo de estudio en el que el reclutamiento de pacientes fue constante para las
tres zonas (2012-2016), observamos prevalencias similares de PDR a cualquier antirretroviral en
cada una (13.4% para la Zona Metropolitana, 8.9% para Tijuana y 11.2% para Cancun) con una
clara predominancia de PDR a NNRTI (8.7%, 4.8% y 8.1%, respectivamente). Estos resultados
concuerdan con la encuesta con representatividad nacional que también mostré alta prevalencia de
resistencia pretratamiento (16%) asociada con resistencia a NNRTI (11%).5* Los resultado del
presente estudio también concuerdan con resultados obtenidos en otras encuestas nacionales
realizadas en Latinoamérica, donde se han reportado prevalencias similares de resistencia.
Argentina reportd resistencia pretratamiento a cualquier ARV de 13% y 10% de resistencia a
NNRTIs, ® mientras que Guatemala reporto resistencia pretratamiento de 14.1% y 12.0% resistencia
a NNRTIs. ™.

Por otro lado, nuestro estudio mostré diferencias en prevalencia de resistencia a clases de
antirretrovirales en particular en las zonas geograficas. En Tijuana hubo una menor prevalencia de
resistencia a NNRTIs (p<0.05) y también menor frecuencia de la mutacion K103NS (p<0.005)
respecto a Cancun y la Zona Metropolitana. Sin embargo, aun cuando la prevalencia de PDR a
NNRTI es Tijuana fue mas baja que en la Zona Metropolitana, un claro incremento de PDR a NNRTI
en el tiempo fue observado en ambas zonas durante los 9 afos de reclutamiento. Estas
observaciones apoyan los hallazgos previos en Latinoamérica y el Caribe, asi como en paises
especificos de la region, en donde se muestra un incremento de resistencia pretratamiento a NNRTI
debido al uso diseminado de esquemas de tratamiento de primera vez basados en efavirenz y
nevirapina. 5870

Ademas, aunque el incremento de PDR a NNRTI no fue significante en Cancun, si se observo un
incremento de resistencia efavirenz en las tres zonas, alcanzando 11.8% en la Zona Metropolitana,
6.1% en Tijuana y 8.3% en Cancun para 2016. Esos incrementos coincidieron con incremento en
frecuencia de virus portando la mutacion K103N (especialmente en la Zona Metropolitana). La
mutacion K103N es seleccionada por el uso de efavirenz y nevirapina, por si sola confiere alto nivel
de resistencia a estos dos farmacos. Ademas, esta mutacién no afecta la capacidad del virus para
replicarse, por lo que puede mantenerse por largo tiempo aun en ausencia de tratamiento.®® % Lo
que explica porque no hubo diferencias en prevalencia de resistencia pretratamiento en personas
con infeccion reciente contra infeccion establecida.

Por otra parte, el incremento en frecuencia de K103N fue més baja en Tijuana, consistente con un
nivel de resistencia mas baja a efavirenz. Justamente, evidencia de transmision de clusters con
K103N fue observado en La Zona Metropolitana y Cancun, pero no en Tijuana. Incluso, cuando el

incremento no fue significante, la prevalencia de TAMs en Tijuana alcanzé niveles mas altos que en
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la Zona Metropolitana y Cancun en 2016 (7.3% contra 0% y 0.4%, p<0.0001). Esto podria sugerir
diferentes practicas en la prescripcién de ARV (otro de los indicadores tempranos para resistencia)
en Tijuana comparado con Cancun o la Zona Metropolitana.

Aun cuando los niveles de resistencia a efavirnez pueden variar entre zonas, la evidencia sugiere
incremento significativo en el tiempo que debe ser considerado al tomar decisiones en salud publica.
De manera importante, las caracteristicas demogréficas y clinicas entre las tres zonas estudiadas
mostraron diferencias importantes. Como se esperaba, se observaron mas IDUs, mujeres y
heterosexuales en Tijuana comparado con la Zona Metropolitana y Cancin. Tijuana también mostro
menores proporciones de personas empleadas y nivel educativo. Incluso, aun cuando no se
encontraron diferencias en variables clinicas ni demograficas en personas con y sin PDR en ninguna
de las zonas, esas diferencias generales entre las zonas, sugiere importantes diferencias en
poblaciones blanco que podria justificar divergentes estrategias de salud publica en respuesta a la
resistencia del VIH a los antirretrovirales.

En la comparacién entre personas con infeccion reciente e infeccion establecida, es de destacarse
gue en las tres zonas geogréficas se observé una mayor proporcion de hombres que tiene sexo con
hombres en infeccion reciente que en infeccion establecida. Esto sugiere que los hombres que tienen
sexo con hombres acuden mas pronto al diagnoéstico de VIH, principalmente en la Zona
Metropolitana. Asimismo, aunque no hubo diferencias en las prevalencias de resistencia entre
personas con infeccién reciente o establecida durante el periodo analizado, si se observé que en la
Zona Metropolitana hubo incremento de resistencia a NNRTIs en personas con infeccién reciente,
lo que apoya la idea de que, en la Zona Metropolitana las personas acuden mas tempranamente al
diagndstico. Por otra parte, es interesante observar que, en las tres zonas geograficas, mas del 60%
de los clusters incluyeron al menos una persona con infeccion reciente, lo que claramente demuestra
gue los virus resistentes estan siendo transmitidos, principalmente entre hombres.

De manera importante, clusters de virus con PDR incluyendo mujeres fueron solo encontrados en
Tijuana y Cancun, pero no en la Zona Metropolitana. Una caracteristica comun de las tres zonas fue
la llegada tardia a la atencion clinica y el consecuente inicio tardia de la terapia antirretroviral, como
reportado previamente en México.%

Por ultimo, en México parece haber una regionalizacién de la epidemia al observar agrupamiento de
secuencias por region, con diferencias en prevalencias de resistencia y diferentes modos de
Aunque es sabido que la falta de adherencia al tratamiento es la principal causa del surgimiento de
virus resistentes a los antirretrovirales en personas que toman tratamiento (resistencia adquirida) y
gue estos virus resistentes pueden ser transmitidos y permanecer por largo tiempo en personas sin
tratamiento previo (resistencia transmitida),?> 46 6% es importante mencionar que existen otras
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causas por las que pueden surgir virus resistentes. Dentro de estas causas podemos mencionar la
combinacion inadecuada de farmacos o a la presencia de niveles de farmaco insuficiente asociada
a diferencias en metabolismo, problemas de absorcion o penetracion insuficiente en zonas
anatémicas especificas.®® 1% Asimismo, la seleccién de mutaciones de resistencia podria asociarse
en algunos casos especificos a la presion inmune del hospedero, en particular la seleccién por
respuestas restringidas por los genes HLA.1%119 Asi mutaciones de resistencia a farmacos
antirretrovirales, teéricamente podrian también funcionar como mutaciones de escape inmune
asociadas a alelos HLA especificos y seleccionarse en personas con el alelo relevante, aun sin la
presencia del farmaco selector. En estos casos, las mutaciones suelen presentarse como
polimorfismos con mayor frecuencia en ciertos subtipos virales o poblaciones particulares.'%* 1% Sin
embargo, es importante mencionar que estudios recientes de nuestro grupo de investigacion han
evidenciado que en poblacién mexicana (asi como poblaciones de Canada y Estados Unidos),
infectada predominantemente por virus de subtipo B, el traslape de la presion selectiva por farmacos
antirretrovirales y de la presién selectiva inmune es minimo.1% De cualquier manera, existen algunas
excepciones dignas de mencionarse como los polimorfismos de la posicion E138 de la transcriptasa
inversa, asociados simultdneamente a presion selectiva por rilpivirina y a presion por respuesta
inmune restringida por HLA B*18,1% que han llevado al enriquecimiento de estos polimorfismos en
poblaciones con altas frecuencias de dicho alelo HLA, aun sin la presencia de presién selectiva por
el farmaco.

En conclusion, nuestro estudio sugiere escenarios diferentes sobre PDR en tres zonas importantes
de la epidemia de VIH en México, con poblaciones con diferentes caracteristicas demograficas,
diferente dinamica en la transmisién del VIH y bajos niveles de PDR a NNRTI en Tijuana con parado
con Cancun y la Zona Metropolitana. Sin embargo, incremento de resistencia a EFV en el tiempo
observada en las tres zonas, sugiere que una estrategia nacional para responder a los altos niveles

de PDR puede eventualmente ser justificada.
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Background: Pretreatment drug resistance (PDR) levels to NNRTI approaching 10% have recently been reported
in Mexico. However, subnational differences may exist in PDR prevalence and transmission dynamics.

Objectives: We longitudinally assessed HIV PDR in three geographic areas of Mexico.

Patients and methods: HIV-infected, antiretroviral-naive individuals were recruited from 2008 to 2016, from the
Central Metropolitan Zone (CMZ), Cancun and Tijuana (1194, 773 and 668 respectively). PDR was estimated using
the Stanford HIVdb tool from plasma HIV pol sequences.

Results: A higher proportion of females, lower education and lower employment rate were observed in Tijuana,
while a higher proportion of MSM was observed in the CMZ (P < 0.0001, all cases). For 2012-16, PDR was 13.4%,
8.9% and 11.2% in the CMZ, Tijuana and Cancun respectively. NNRTI PDR was highest in the three regions (8.7%,
4.8% and 8.1% respectively, P < 0.05); nevertheless, NNRTI PDR in Tijuana was lower than in the CMZ (P = 0.01).
For 2008-16, we observed increasing efavirenz resistance trends in all regions (P < 0.05, all cases), reaching
11.8%, 6.1% and 8.3% respectively in 2016. Increasing efavirenz resistance was mostly associated with increas-
ing K103N frequency (P = 0.007 CMZ, P = 0.03 Tijuana, not significant for Cancun).

Conclusions: Our study suggests different NNRTI PDR prevalence and transmission dynamics in three geograph-
ical areas of Mexico. Even when increasing trends in efavirenz resistance were observed in the three areas, our
observations support that, in a large country such as Mexico, subnational surveillance and locally tailored inter-
ventions to address drug resistance may be a reasonable option.

Introduction

By the end of 2016, the WHO reported 37 million people globally
living with HIV."? Of them, 18.2 million were receiving ART as a re-
sult of the global response to HIV,'* following the publication of
the 2016 WHO guidelines on the use of antiretroviral drugs that
recommend treating all persons living with HIV regardless of CD4 T
cell count.* ART has significantly reduced transmission, morbidity
and mortality associated with HIV infection around the world.*®
However, the increase in ART exposure without a well-defined pub-
lic health response to HIV drug resistance has inevitably increased

the risk of emergence, transmission and spread of drug-resistant
viruses, which can lead to early first-line ART failure.”® Several
studies have evidenced high pretreatment drug resistance (PDR)
levels mainly associated with NNRTIs.®*® Furthermore, meta-
analyses have evidenced a temporal increase in PDR associated
with NNRTI globally and in the Latin American and Caribbean re-
gion.***9 Additionally, in 2015-16, nationally representative
reports from some Latin American countries following WHO-
recommended methodologies for HIV drug resistance surveillance
have documented levels of NNRTI PDR >10% among people start-
ing first-line ART.?°?2 NNRTI-based regimens are widely used in

© The Author 2017. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Antimicrobial Chemotherapy. All rights reserved.
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low-/middle-income countries, including Latin America, as they
are the currently recommended first-line option by the WHO.*
Because baseline HIV drug resistance testing is not recommended
and is not readily available in most low-/middle-income countries,
persons with PDR may not be identified and may not receive an
ART regimen that would be most effective for them, which could
lead to further transmission and spread of drug-resistant HIV.
In Mexico, the first nationally representative WHO PDR survey
found an overall PDR prevalence of 13.5%, with 9.2% NNRTI
PDR.?"?3 The National HIV Program in Mexico is currently analysing
options to implement a national public health strategy to respond
to the high PDR levels observed. Owing to the size and complexity
of the country, a possible alternative may be to assess if internal
differences exist in PDR prevalence and trends within the country
to prioritize specific regions. The aim of this study was to assess
PDR prevalence and temporal trends in three geographic areas of
Mexico: the Central Metropolitan Zone (CMZ), Tijuana and Cancun.

Patients and methods
Study population

A cross-sectional, retrospective, surveillance study was conducted in 2948
HIV-infected, ART-naive Mexicans aged >18years old, enrolled in three
geographic areas: the CMZ (n= 1285 individuals from Mexico City and
Mexico State); Tijuana, Baja California (n = 743); and Cancun, Quintana Roo
(n=920). Individuals from Tijuana were enrolled at Tijuana’s General
Hospital; individuals from Cancun at the Ministry of Health HIV clinic
(CAPASITS) in Cancun; and individuals from the CMZ at the Condesa
Specialized Clinic, the National Institute of Respiratory Diseases (INER), the
National Institute of Medical Sciences and Nutrition, the General Hospital in
Mexico City, CAPASITS Nezahualcoyotl, CAPASITS Tlalnepantla and
CAPASITS Ecatepec in the State of Mexico. The flowchart for study popula-
tion selection and analyses is shown in Figure S1 (available as
Supplementary data at JAC Online).

The study used convenience sampling, inviting all persons with recent
HIV diagnosis in the participating centres to donate blood samples during
recruitment periods. The geographic areas included were selected to con-
trast three regions in Mexico with known different epidemiological charac-
teristics, which stand out as critical points of the national epidemic and
could show different dynamics of HIV drug resistance spread: Tijuana, a
border city characterized by a complex epidemic intermixing several risk
populations including MSM, persons who inject drugs, people who have
transactional sex, Mexican and Central American migrants, together with
high-risk situations including poverty and marginalization, discrimination
and violence;?*?” Cancun, a well-known tourist centre with an epidemic
influenced by sex tourism and increasing risk resulting in higher overall HIV
prevalence compared with the national average;”®?° and the CMZ, includ-
ing Mexico City and suburbs, comprising 25% of persons living with HIV in
the country,’® and reflecting the characteristic concentrated epidemic in
Mexico heavily affecting MSM and transsexual persons. Participating clinics
were also selected by convenience, depending on the possibility of estab-
lishing long-term collaborations for drug resistance surveillance.

All samples were sent to and processed at INER, Mexico City, within 48 h
of collection. CD4+ T cell counts were assessed using the Trucount Kit in
FACSCanto II instruments (BD Biosciences, San Jose, CA, USA), and plasma
viral load was determined with the m2000 system (Abbott, Abbott Park, IL,
USA).

Ethics

This study was reviewed and approved by the Ethics Committee of the INER
and was conducted according to the principles of the Declaration of

Helsinki. Participants gave written informed consent before blood sample
donation. Demographic data were collected through direct application of a
questionnaire at the time of sample donation.

HIV sequencing and drug resistance assessment

HIV RNA was extracted from 1mL of plasma (QIAamp Viral RNA Kit;
QIAGEN, Valencia, CA, USA). HIV protease (PR) and RT were amplified using
a previously described inhouse-developed protocol (HXB2 positions: PR
1-99, RT 1-335)%C or the standardized CDC protocol (HXB2 positions: PR
6-99, RT 1-251).>! Sequences were obtained using the BigDye 3.1 chemistry
on a 3730xl Genetic Analyser (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) and
assembled using ReCall (http://pssm.cfenet.ubc.ca/). HIV drug resistance
was assessed using the Stanford HIVdb tool v8.3 (https://hivdb.stanford.
edu/). Sequences with PDR were defined as those with a Stanford Score of
15 or higher to the following antiretroviral drugs: nevirapine, efavirenz, any
NRTI, darunavir/ritonavir, lopinavir/ritonavir or atazanavir/ritonavir, accord-
ing to the criterion suggested by the WHO.3? To identify susceptibility to in-
dividual antiretrovirals or ART regimens, the following thresholds were
considered: low- (15-29), intermediate- (30-59) and high-level resistance
(>60), according to Stanford HIVdb scores. Drug resistance mutation fre-
quency was calculated by direct counting. In this case, we included all mu-
tations considered by the Stanford HIVdb tool, even when some of them
were not relevant for the estimation of overall PDR prevalence
(e.g. E138AKR, associated with resistance to rilpivirine and etravirine, which
are not used in Mexico).

Duration of infection

Recent infections were identified using a multitest algorithm as follows: in-
dividuals with <1 year of diagnosis, CD4+ T cell counts >200 cells/mm?,
plasma viral load >400 RNA copies/mL, HIV-1-Lag-Avidity EIA (Sediq,
Portland, OR, USA) ODn <1.5 (confirmed in duplicate). This algorithm has a
seroconversion period window of 130 days (95% CI 118-142).%

Phylogenetic analysis

Sequences were aligned by codons using ClustalW in Mega v6,3“ after re-
moval of codons associated with drug resistance according to Stanford
HIvdb v8.3.3> Maximum likelihood trees were constructed using the
GTR 4+ T" + [ nucleotide substitution model in FastTree 2.1.9 (http://microbe
sonline.org/fasttree).>® Reference sequences for different HIV subtypes
were obtained at Los Alamos HIV Sequence Database (www.hiv.lanl.gov)
and included in the alignments. Trees were visualized and coloured in Mega
V6. Possible clusters of transmission were identified using Cluster Picker,"38
with a 1.5% genetic distance threshold.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed in GraphPad Prism 7 (San Diego, CA,
USA). Comparisons between groups were performed using Fisher’s exact or
%’ test for categorical variables and Kruskal-Wallis or Mann-Whitney tests
for continuous numerical variables. Trends in time for HIV drug resistance
prevalence and frequency of drug resistance mutations were assessed with
Spearman correlation.

Results

Epidemiological and clinical characteristics of the
study cohorts
Demographic and clinical data for participants enrolled during the

2012-16 period, in which enrolment was active for the three co-
horts, were compared (Table 1). As has been previously described,
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HIV pretreatment drug resistance in three regions of Mexico

Table 1. Epidemiological and clinical characteristics of the study population®

Demographic/clinical variable Mz Tijuana Cancun Pvalue®
Number of individuals 576 604 767
Median age, years (IQR) 30 (24-37) 34 (26-42) 30 (24-37) <0.0001
Gender, n (%)
male 520 (90.3) 430(71.2) 638 (83.2) <0.0001
female 6(9.7) 174 (28.8) 129 (16.8) <0.0001
Median viral load, log copies/mL (IQR) 1 (4.5-5.6) 9 (4.3-5.5) 9 (4.4-5.4) 0.0004
Median CD4+ T counts, cells/mm? (IQR) 257 (102-413) 222 (65-444) 255 (106-447) NS
Median % CD4+ T cells, (IQR) 4 (7-19) 4(7-22) 3(7-20) NS
Longevity of infection, n (%)°
recent 157 (27.3) 166 (27.5) 212 (27.6) NS
long-standing 419 (72.7) 438 (72.5) 555 (72.4) NS
Marital status, n (%)
domestic partnership 6 (6.2) 158 (26.2) 134 (17.3) <0.0001
married 1(10.6) 8(7.9) 62 (9.3) NS
single 384 (66.7) 368 (60.9) 556 (72.5) <0.0001
other/unknown 5(16.5) 0(5.0) 16 (2.1) <0.0001
Education, n (%)
illiterate 2(0.3) 9(1.5) 24 (3.1) 0.0006
elementary 25 (4.3) 156 (25.8) 113 (14.7) <0.0001
high school 226(39.2) 314 (52.0) 401 (52.3) <0.0001
degree/technician 230 (39.9) 82 (13.6) 190 (24.8) <0.0001
postgraduate 14 (2.4) 3(0.5) 7(0.9) 0.006
other/unknown 79 (13.7) 40 (6.6) 32 (4.2) <0.0001
Employment, n (%)
employed 307 (53.3) 171 (28.3) 377 (49.2) <0.0001
unemployed 131 (22.7) 309 (51.2) 303 (39.5) <0.0001
student 6(9.7) 11 (1.8) 40 (5.2) <0.0001
other/unknown 2 (14.2) 113 (18.7) 47 (6.1) <0.0001
HIV transmission risk factor, n (%)
heterosexual 113 (19.6) 330 (54.6) 289 (37.7) <0.0001
MSM 305 (52.9) 131 (21.5) 346 (45.1) <0.0001
bisexual 0(3.5) 50(8.3) 26 (3.4) <0.0001
IvDU 3(0.5) 37 (6.1) 10 (1.3) <0.0001
other/unknown 135 (23.4) 52 (8.6) 96 (12.5) <0.0001
Subtype, n (%)
B 569 (98.8) 696 (98.9) 756 (98.6) NS
non-B 7(1.2) 8(1.1) 11 (1.4) NS

NS, non-significant.

“Participants enrolled in the 2012-16 period were considered for the analysis.
bP < 0.05 was considered statistically significant using 32 or Kruskal-Wallis test.

“Longevity of infection was defined using a multitest algorithm as described in the Patients and methods.

the three cohorts were characterized by late presentation to clin-
ical care (median CD4 count 257, 255 and 222 cells/mm? for the
CMZ, Cancun and Tijuana respectively).***° The median age in
Tijuana was higher than in the CMZ and Cancun (34 years versus
30, and 30 respectively, P < 0.0001), as well as the proportion of fe-
males (28.8% versus 9.7%, and 16.8%, P < 0.0001). Education lev-
els (persons with degree: 13.6% versus 39.9%, and 24.8%;
P<0.0001) and employment rates (28.3% versus 53.3%, and
49.2%; P<0.0001) were lower in Tijuana, compared with the CMZ
and Cancun. The proportion of MSM was highest in the CMZ
(52.9%), followed by Cancun (45.1%) and Tijuana (21.5%)

(P<0.0001). As expected, persons who inject drugs were more fre-
quently found in Tijuana than in the CMZ or Cancun (6.1% versus
0.5%, and 1.3%; P <0.0001). HIV subtype B was the most preva-
lent (>98% in all regions). Non-B viruses found included: BD, C, F1,
G, CRF12_BF and CRF18_cpx.

PDR comparison between cohorts

PDR level for the 2012-16 period was estimated and compared be-
tween cohorts. The overall PDR prevalence considering all regions
together was 11.1% (95% CI 9.8%-12.6%), NNRTI being [7.2%,
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Figure 1. PDR prevalence in three geographic areas of the Mexican HIV epidemic, 2012-16. PDR was estimated from HIV protease and RT sequences
using the Stanford HIVdb tool (v8.3). Individuals with PDR were defined as those having a score >15 for any of the following drugs: darunavir/ritona-
vir, lopinavir/ritonavir, atazanavir/ritonavir, any NRTI, nevirapine and efavirenz. Error bars represent 95% CI. Significant comparisons (*P <0.05,

**P<0.01, **P<0.001 and ****P < 0.0001 by Fisher’s exact test) are shown.

(95% CI 6.1%-8.5%)] the most affected drug class, followed
by NRTL [4.0% (95% CI 3.1%-4.9%)] and PI [1.6% (95% CI
1.1%-2.3%)] (P < 0.0001) (Figure 1). Analysing each cohort separ-
ately, we consistently observed moderate overall PDR levels:
13.4% (95% CI 10.7%-16.4%), 8.9% (95% CI 6.8%-11.5%) and
11.2% (95% (I 9.1%-13.7%) for the CMZ, Tijuana and Cancun re-
spectively; with higher levels of NNRTI PDR (8.7%, 4.8% and 8.1%
respectively; P<0.05) compared with other drug classes.
Nevertheless, NNRTI PDR in Tijuana was lower than in the CMZ
(P=0.01). No differences were observed in epidemiological and
clinical characteristics between individuals with PDR and without
PDR in the CMZ, Tijuana or Cancun (Table S1). Taken together,
these results confirm the dominance of NNRTI PDR in each of
the evaluated zones, but suggest slightly lower PDR prevalence
in Tijuana.

Drug resistance mutation patterns

Drug resistance mutation frequency distributions in the three co-
horts showed some important point differences (Table 2).
The most prevalent PI resistance mutations were: Q58E (1.4%)
and M46IL (0.7%) in the CMZ; M46IL (2.0%) and L90OM (1.3%) in
Cancun; and M46IL (2.0%) and Q58E (1.0%) in Tijuana. L9OM
(P=0.0020) and 154V (P=0.0374) were more prevalent in
Cancun. Of note, these mutations alone probably confer little-to-
no PI resistance. The most frequent NRTI resistance mutations
were: M4 1L (2.1% and 0.8%) and T215 revertants (2.1% and 2.0%)

in the CMZ and Cancun respectively, and D67AEN (2.3%) and T215
revertants (2.3%) in Tijuana. D67AEN was more frequent in Tijuana
(P=0.0007) and M184V was more frequent in the CMZ
(P=0.0015). The most prevalent NNRTI resistance mutations
were V179DET (5.6%) and K103NS (4.7%) in the CMZ; K103N
(4.4%) and V179DET (3.4%) in Cancun; and V179DET (7.1%) and
E138AKR (2.6%) in Tijuana. Of note, K103N had lower (1.7%,
P =10.0069) and V179DET higher (7.1%, P=0.0075) frequency in
Tijuana; Y188CFL was more frequent in the CMZ (1.2%;
P=0.0189), and G190AES was less frequent in Tijuana (0%;
P=0.0158). It is worth mentioning that, even when E138AKR was
not considered for PDR estimations in our analyses, the moderate
frequency of this mutation needs to be taken into account if rilpivir-
ine is ever to be used as part of rescue or prevention regimens in
Mexico. In all, these results suggest different drug resistance mu-
tation frequency distributions in the three studied regions, with
notably lower prevalence of K1I03N in Tijuana.

Susceptibility to individual drugs and the most widely
used ART regimens

Overall, the most affected drugs were nevirapine (6.1%) and efa-
virenz (5.7%) (Figure 2). Consequently, PDR to the most widely
used ART regimen in Mexico, tenofovir + emtricitabine + efavirenz,
was 7.9%.

Considering each cohort separately, PDR level (at least low-
level resistance) was highest to nevirapine (8.7%, 7.2% and 4.5%
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Table 2. Drug resistance mutation frequency in three geographic areas of Mexico®

PI NRTI NNRTI

CMZ  Tijuana Cancun CMZ  Tijuana Cancun CMZ  Tijuana Cancun
Mutation (n=576) (n=604) (n=767) Pvalue® Mutation (n=7576) (n=604) (n=767) Pvalue® Mutation (n=576) (n=604) (n=767) Pvalue®
L10F 3(0.5) 1(0.2) 0(0.0) NS M&4IL 12(2.1)  9(1.5) 6(0.8) NS  A98G 1(0.2) 2(0.3) 4(0.5) NS
K20MT 1(0.2) 2(0.3) 0(0.0) NS  E44D 1(0.2) 2(0.3) 2(0.3) NS L1001 0(0.0) 2(0.3) 0(0.0) NS
L23I 0(0.0) 0(0.0) 1(0.1) NS A62V 0(0.0)0 1(0.2) 2(03) NS KIOIEP  4(0.7) 3(0.5) 3(0.4) NS
L24F 1(0.2) 0(0.0) 1(0.1) NS K65NR 1(0.2) 1(02) 0(0.00 NS KIO3NS 26(47) 10(1.7) 34 (4.4) 0.007
D30ON 0(0.0) 2(03) 1(0.1) NS D67AEN 3(0.5) 14(2.3) 3(0.4) 0.0007 V106AM 1(0.2) 2(0.3) 1(0.1) NS
L33F 3(0.5) 2(0.3) 6(0.8) NS T69DN 3(0.5) 2(03) 3(0.5 NS V108l 3(0.5) 3(0.5) 10(1.3) NS
V321 1(0.2) 1(02) 0(0.0) NS K70EWQT 1(0.2) 0(0.0) 2(0.3) NS E138AKR 13(2.3) 16(2.6) 13(1.7) NS
K&43T 1(0.2) 0(0.0) 2(03) NS L74FIV 2(0.3) 2(03) 0(0.00 NS V179DET 32(5.6) 43(7.1) 26(3.4) 0.008
M&46IL 4(0.7) 12(2.0) 15(2.0) NS V75ILM 0(0.00 0(0.0) 2(0.3) NS Y181C 3(0.5 5(0.8) 7(0.9) NS
147AV 1(0.2) 1(0.2) 1(0.1) NS  F77L 2(03) 0(0.0) 1(0.1) NS  Y188CFL 7(1.2) 1(0.2) 2(0.3) 0.02
G48R 1(0.2) 0(0.0) 0(0.00 NS VYI15F 1(0.2) 1(0.2) 0(0.00 NS GI90AES 6(1.00 0(0.0) 11(1.4) 0.02
150V 1(0.2) 0(0.0) 0(0.00 NS M184lV 7(1.2) 0(0.0) 1(0.1) 0.002 H221Y 1(0.2) 2(03) 5(0.7) NS
F53L 0(0.0)0 1(0.2) 1(01) NS L210W 2(03) 1(0.2) 2(0.3) NS P225H 1(0.2) 0(0.0) 4(0.5 NS
154V 3(0.5) 0(0.0) 8(1.0) 0.04  T215YF 1(0.2) 0(0.0) 0(0.00 NS F227L 1(0.2) 2(0.3) 1(.1) NS
Q58E 8 (1.4) 6(1.0) 6(0.8) NS T215CDENLS 12(2.1) 14(2.3) 15(2.0) NS M230L 2(0.3) 0(0.00 0(0.0) NS
G73ST 0(0.0) 1(0.2) 2(0.3) NS K219QENR 5(09) 11(1.8) 4(0.5) NS P236L 0(0.0) 1(0.2) 0(0.0) NS
T74P 0(0.00 2(03) 0(.00 NS K238N 0(0.0) 2(0.3) 1(01) NS
VB2AFT  2(0.3) 4(0.7) 8(1.0) NS Y318F 1(0.2) 0(0.0 0(.0) NS
N88DG  2(0.3) 2(03) 2(03) NS
L9OM 0(0.0) 1(0.2) 10(1.3) 0.002

Values shown are n (%).

°All drug resistance mutations reported by the Stanford HIVdb tool (v.8.3) were considered. Mutations with frequency >0 in at least one region are
shown. Participants enrolled in the 2012-16 period were considered for the analysis.
5P < 0.05 was considered statistically significant using y? test; NS, not significant.

for the CMZ, Cancun and Tijuana respectively) and efavirenz (8.3%,
6.6% and 4.0%). However, the PDR level to these two drugs in
Tijuana was lower than in Cancun and the CMZ (P<0.05 in all
cases) (Figure 2). Of note, PDR to rilpivirine (mainly low-level resist-
ance) was among the highest in the three cohorts (5.6%, 5.6% and
4.3%), largely associated with E138AKR (2.3%, 1.7% and 2.6).
High-level PDR to PI was rare in Tijuana and high-level PDR to NRTI
was low in Tijuana and Cancun compared with the CMZ. PDR to
first-line regimens was highly influenced by efavirenz resistance
reaching 10.1%, 9.9% and 11.8% for tenofovir + emtricitabine +
efavirenz, abacavir + lamivudine + efavirenz and zidovudine + la-
mivudine + efavirenz respectively in the CMZ. PDR levels for the
same regimens were 8.0%, 8.0% and 8.3% respectively in Cancun;
and 5.6%, 5.6% and 7.1% in Tijuana. As expected, PI-containing
ART regimens were less affected than NNRTI-containing regimens,
with the most widely PI-containing regimen, tenofovir + emtricita-
bine + atazanavir/ritonavir reaching 3.5%, 3.0% and 3.0% in the
CMZ, Cancun and Tijuana respectively. Overall, our results suggest
that efavirenz/nevirapine and NNRTI-based ART regimens are more
highly affected by HIV drug resistance in all the studied regions.

PDR temporal trends

Considering all cohorts together, we observed a significant increase
in NNRTI PDR from 2008 to 2009 (1.9%-9.9%, P < 0.0001, r = 0.98)

(Figures 3 and S2). Dividing by cohort, we observed increasing over-
all PDR (7.7%-15.7%, P=0.002, r = 0.90), associated with increas-
ing NNRTI PDR (1.9%-11.8%, P=0.0008, r=0.92) in the CMZ.
Tijuana also showed increasing NNRTI PDR (1.6%-8.5%, P = 0.03,
r=0.89), but the trend was not significant in Cancun.

Of note, an increasing trend in efavirenz resistance was observed
in all three independent cohorts (1.0%-11.8%, P=0.0008, r = 0.93
inthe CMZ; 1.7%-6.1%, P = 0.03, r = 0.88 in Tijuana; and 2.5%-8.3%.
P=10.03,r=0.88in Cancun) (Figure 3), that resulted in an overall sig-
nificant increase in PDR tenofovir + emtricitabine + efavirenz in the
CMZ (2.6%-13.7%, P=0.0007, r=0.93) and Cancun (5.1%-8.3%,
P=0.03, r=0.88) (Figure S3). No significant trends in resistance to
tenofovir and emtricitabine were observed.

We next looked for temporal trends in drug resistance mutation
frequency associated with the observed PDR trends (Figure S4). We
observed a significant increasing trend only for KI03N/S in all co-
horts together (0.5%-4.7%, P=0.006, r = 0.85), and for the CMZ
(0.6%-9.8%, P = 0.04, r =0.72) and Tijuana (0.0%-3.7%, P = 0.03,
r=0.90) (Figures 3 and S4). Furthermore, even when an increasing
trend was not significant, thymidine analogue mutations in
Tijuana reached higher levels than in the CMZ or Cancun in 2016
(7.3% versus 0%, and 0.4% respectively, P < 0.0001).

Taken together, these results confirm increasing trends in efa-
virenz resistance in all regions, mainly explained by increasing
K103N frequency.
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Figure 2. Drug resistance levels by antiretroviral drug, 2012-16. PDR levels by drug were estimated from HIV protease and RT sequences using
the Stanford HIVdb tool (v8.3). Drug resistance levels were classified according to the Stanford score (SS) as: high, >60; intermediate, 30-59; or low,
>15-29. PDR to the most frequently used first-line ART combinations is shown. PIs: ATV/r, atazanavir/r; DRV/r, darunavir/r; LPV/r, lopinavir/r. NRTIs:
3TC, lamivudine; ABC, abacavir; ZDV, zidovudine; D4T, stavudine; /r, /ritonavir; DDI, didanosine; FTC, emtricitabine; TDF, tenofovir. NNRTIs: EFV, efavir-

enz; NVP, nevirapine.

Duration of infection and PDR

We assessed HIV drug resistance in recently infected individuals in
each region. The rate of recently infected individuals was 27.3%,
27.5% and 27.6% in the CMZ, Tijuana and Cancun respectively
(Tables 1 and S2).

No significant differences were observed in PDR prevalence be-
tween individuals with recent and long-standing infection for any
drug class in any of the three cohorts. In the CMZ and Cancun,
NNRTI PDR was higher than NRTI and PI PDR both in individuals
with recent and long-standing infection (P<0.005 in all cases),
while in Tijuana NNRTI PDR was higher only in individuals with
long-standing infection (P=0.02) (Table S2). Interestingly, we
observed anincreasing trend in NNRTI PDR in recently infected indi-
viduals in the CMZ from 2012 to 2016 (0%-23.1%, P=0.02, r=1),
which was not observed in individuals with long-standing infection
(Figure S5). Of note, only K103N showed significantly higher fre-
quency in individuals with recent versus long-standing infection in
the CMZ (7.6% versus 3.6%, P = 0.04) (Figure S6).

Transmission networks of viruses with PDR

To get further insight on PDR transmission, we examined transmis-
sion clusters within each cohort. We found a total of 121 clusters
including two to six individuals; 15.7% (19 of 121) of the clusters

included more than two sequences and 78.5% (95 of 121) of clus-
ters included only males and 61.2% (74 of 121) included at least
one self-identified MSM.

Overall, 28.1% (34 of 121) of clusters included at least one virus
with drug resistance mutations: 13.2% (16 of 121) with NNRTI,
5.8% (7 of 121) with NRTI, 6.6% (8 of 121) with Pl and 2.5% (3 of
121) with multiple class mutations (Table 3); 82.4% (28 of 34) of
clusters with drug-resistant viruses included only males and the
clusters including females were only observed in Cancun and
Tijuana, but not in the CMZ. The most frequent drug resistance mu-
tations found in clusters were K103N (6.6%, 8 of 121), E138A
(5.7%, 7 of 121) and protease M46L/T (4.9%, 6 of 121).
Interestingly, no clusters with K103N were observed in Tijuana.
The CMZ, Tijuana and Cancun comprised 37.2% (45 of 121), 11.6%
(14 of 121) and 51.2% (62 of 121) of clusters respectively, with
22.2% (10 of 45), 35.7% (5 of 14) and 30.6% (19 of 62) of clusters
respectively including sequences with drug resistance mutations.
Overall, these results suggest onward transmission of viruses with
PDRin the three regions.

Discussion

We present a study on HIV PDR in three geographic areas of
Mexico: the CMZ, Tijuana and Cancun, contrasting subnational
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Figure 3. Temporal PDR trends in three geographic areas in the Mexican
HIV epidemic. (a) NNRTI PDR, (b) EFV resistance and (c) K103NS fre-
quency were estimated by year of enrolment from HIV protease and RT
sequences using the Stanford HIVdb tool (v8.3). Individuals with PDR
were defined as those having a Stanford score >15 to any NNRTI or to
EFV. Significant trends (*P < 0.05, **P<0.01 and ***P < 0.001, Spearman
correlation) are shown. EFV, efavirenz.

differencesin drug resistance prevalence and transmission charac-
teristics. Our study follows up on a nationally representative PDR
survey in which a PDR level of 13.5%, associated mainly with
NNRTIs (9.2%) was observed (applying the same drug resistance

definition criterion as here).?*?* Our study supports the findings of
the national survey, with an overall PDR level reaching 12.8% in
2016, mainly associated with NNRTI (9.9%), considering the three
surveyed regions together. Our observations are also consistent
with nationally representative PDR surveys carried out in other
Latin American countries between 2015 and 2016 showing NNRTI
PDR levels approaching 10%, including Argentina (9.4%)?° and
Guatemala (13.3%).2% Nevertheless, our study reveals differences
in PDR prevalence and transmission characteristics within Mexico,
with lower NNRTI PDR prevalence in Tijuana, different drug resist-
ance mutation prevalence and different transmission dynamics as
suggested by demographic characteristics of individuals within
transmission clusters in each area. Additionally, we show clear evi-
dence of a significant temporal increase in efavirenz resistance in
all areas. These observations support previous findings in the Latin
America and Caribbean region,**™*%“* as well as in specific coun-
tries in the region, showing increasing NNRTI PDR, associated with
the widespread use of efavirenz- or nevirapine-containing first-line
ART regimens.”*#?? Indeed, Mexican ART guidelines currently rec-
ommend the use of NNRTI-based first-line regimens,*® in agree-
ment with WHO ART guidelines,* with >80% of persons currently
starting on efavirenz-containing regimens.?%%43

The Mexican HIV Program has been highly successful in pro-
curing ART for all persons diagnosed with HIV and linked to care,
with >127000 persons on ART by the end of 2016.® However,
important inequalities in early warning indicators associated
with HIV drug resistance exist within the country, including re-
tention in care, viral load suppression rate and viral load cover-
age.*”> Considering this scenario, and considering the costs of
implementing a nationwide public health response to HIV drug
resistance (including switching to dolutegravir-based first-line
regimens or performing HIV drug resistance tests in all persons
starting ART), the Mexican HIV Program has proposed possible
localized strategies to respond to HIV drug resistance where the
urgency would be highest. To do this, subregional HIV drug resist-
ance surveys are warranted. Our study explores for the first time
the possible existence of subnational differences in HIV
PDR prevalence and trends and supports the need to perform
subnational HIV drug resistance surveillance in a big and diverse
country such as Mexico. We contrast observations in three geo-
graphical zones, chosen because of their known distinct charac-
teristics and importance within the HIV epidemic in Mexico:
Tijuana, a city in the north border considered a ‘melting pot’ for
groups at higher risk of HIV acquisition;**"?’ Cancun, a well-
known tourist centre with an epidemic influenced by high-risk
conduct;’®*? and the CMZ, reflecting the characteristic concen-
trated epidemic in Mexico disproportionately affecting MSM and
transgender persons.”® Of note, Baja California and Quintana
Roo, where Tijuana and Cancun are respectively located, were
among the top five states with the lowest rates of viral suppres-
sion in 2016 (74% and 77% respectively), and they were both
under the national average of retention on ART at 12 months
(both 84%) and viral load coverage (70% and 68%).“* Although
our study has the limitation of using convenience sampling,
most probably resulting in sampling biases, the long follow-up,
relatively large cohorts and inclusion of reference centres for
the epidemics in each zone make our observations relevant and
support the need for further subnationally representative
surveys.
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Table 3. Demographic characteristics of large clusters®

Cluster Size Bootstrap PDR® PDR class DRM*® Male MSM Het Unknown
CMZ-01 4 1 4lh NRTI T215S 4l4 - - 4/4
CMZ-05 2 0.956 1/2 PI K20MT 212 - 1/2 1/2
CMZ-06 2 0.931 2/2 NNRTI E138A 212 - - 212
tMZ-11 3 0.975 2/3 NNRTI K103N 3/3 - - 3/3
CMZ-32 2 0.939 1/2 NRTI M41IML 2/2 2/2

CMZ-33 2 0.985 1/2 NRTI M184MV 2/2 1/2 1/2
CMZ-39 2 1 1/2 NNRTI K103N 2/2 212

CMZ-42 2 0.995 2/2 PI M461, N88G, L9OM, Q58E 212 2/2

CMZ-44 2 0.997 1/2 NNRTI K103N 212 1/2 1/2
CMZ-45 2 0.954 1/2 NNRTI E138A 2/2 1/2 172
Tij-03 2 1 2/2 PI M46L 2/2 1/2 1/2

Tij-04 2 1 212 NNRTI V106A, E138A, F227L 2/2 212

Tij-05 2 0.996 212 NNRTI E138A 2/2 1/2 1/2

Tij-15 2 0.937 2/2 NRTI D67N, K219Q 1/2 212

Tij-17 3 1 1/3 NNRTI V108I 3/3 - 3/3 -
Can-02 2 1 2/2 NNRTI K103N 2/2 2/2

Can-04 2 0.936 2/2 PI M46L 2/2 2/2

Can-09 2 1 1/2 NNRTI K103N, K238N 2/2 212

Can-10 2 0.948 212 PI M46L 2/2 1/2 1/2

Can-14 2 0.998 2/2 NRTI M&41L, T215D 212 1/2 1/2
Can-15 2 0.95 1/2 NNRTI K103N 212 1/2 1/2

Can-18 3 0.981 3/3 PI M46MIL 2/3 2/3 1/3 -
Can-21 2 1 1/2 NRTI T69TADN 2/2 2/2

Can-30 3 0.929 1/3 NNRTI K103NS, E138EA, P225H 3/3 3/3 - -
Can-34 2 0.989 1/2 NNRTI V106VA 1/2 2/2

Can-39 4 0.989 1/4 PI 154S, F53L 4l4 2/4 214 -
Can-42 2 1 2/2 NNRTI K103N 212 2/2

Can-47 3 0.993 1/3 PI M46MI 2/3 1/3 1/3 1/3
Can-51 2 0.954 2/2 PI+NNRTI 154V, V82F, L90M, L33F, G190A 2/2 1/2 1/2

Can-52 3 0.948 3/3 PI+NNRTI 154V, V82F, L90M, L33F, G190A 3/3 2/3 1/3 -
Can-05 3 1 3/3 PI+NNRTI Q58E, A98G 3/3 3/3 - -
Can-58 2 0.997 2/2 NNRTI E138A 1/2 212

Can-62 2 1 1/2 NRTI K70Q 1/2 212

Can-66 2 0.941 1/2 NNRTI E138A 2/2 2/2

DRM, drug resistance mutations; Het, heterosexual.

“Clusters, defined by within-cluster patristic distances <1.5%, were identified using Cluster Picker. Clusters including sequences with PDR are shown.
®PDR was estimated using the Stanford HIVdb tool. Individuals with PDR were defined as those having a score >15 to any antiretroviral drug.
CAll drug resistance mutations reported by the Stanford HIVdb tool (v.8.3) are shown.

As expected, we observed increasing trends in efavirenz
resistance in the three studied regions. However, PDR transmission
in each region showed specific characteristics that could be
associated with unique epidemiological and demographic charac-
teristics of the affected populations. These general differences
between zones suggest important differences in target populations
that could warrant specific public health response strategies to HIV
drug resistance in different zones. For example, we observed an
increasing trend in NNRTI PDR transmission among recently infected
persons in the CMZ, mainly composed by MSM, while no difference
between individuals with recent and long-standing infection was
observed in Tijuana and Cancun. Similar evidence of NNRTI resist-
ance transmission in recently infected individuals in a large Latin

American city has been recently described in Rio de Janeiro.** Also
noteworthy is the observation that clusters of viruses with PDR,
including women, were only found in Cancun and Tijuana, not in the
CMZ, suggesting differences in target groups for prevention efforts.

In conclusion, our study suggests different scenarios on HIV
drug resistance in three geographic areas of Mexico comprising
populations with different demographic characteristics, PDR trans-
mission dynamics, performance in early warning indicators and
NNRTI PDR prevalence. Even when increasing trends in efavirenz
resistance were observed in the three areas, our study supports
that, in a large country such as Mexico, subnational surveillance
and locally tailored interventions to address drug resistance may
be areasonable option.
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