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Celem pracy byla ocena czestosci zakazen szczepami HIV-1 o obni-
zonej wrazliwosci na leki antyretrowirusowe oraz identyfikacja wzorcow
opornosci w Polsce. W badanej grupie chorych 14,7% zakazonych bylo
szczepem opornym. Najczesciej identyfikowanym subtypem byt HIV-1 B
—88,8%. Wysoki odsetek zakazen szczepami opornymi w Polsce uzasadnia
koniecznos¢ powszechnego stosowania oznaczen lekoopornosci.
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WSTEP

Opornos¢ HIV-1 na leki jest coraz czgstsza przyczyna niepowodzenia leczenia anty-
retrowirusowego (ART) oraz istotnym utrudnieniem w doborze opcji terapeutycznych (1).
Glowne czynniki wirusowe bgdace podstawa rozwoju lekoopornosci to niska wiernosé
odwrotnej transkryptazy oraz intensywna replikacja HIV. Skutkiem tych dwoch zjawisk jest
powstawanie szczepow zmutowanych, migdzy innymi w obszarach kodujacych odwrotna
transkryptazg (RT) oraz proteazg (Pr) — enzymy, przeciwko ktorym skierowane sa glowne
grupy stosowanych obecnie lekow antyretrowirusowych (ARV).
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Najczesciej stosowana metoda oceny opornosci na leki jest technika genotypowania
—identyfikacji mutacji powiazanych z obserwowang zmniejszong podatnoscia na leki. W tym
celu wykorzystuje si¢ technike sekwencjonowania wybranych regionéw genomu HIV-1.

Celem pracy byta ocena czgstosci zakazen szczepami HIV-1 o obnizonej wrazliwosci
na leki ARV, identyfikacja dominujacych wzorcéw oporno$ci oraz ustalenie wzorcow sub-
typow HIV-1 w Polsce. W przedstawianej analizie uwzgl¢dniono wyniki badania probek
otrzymanych w okresie od 1 kwietnia 2004 do 1 kwietnia 2006 roku. Liczba osrodkow
uczestniczacych w badaniu zapewnila wysoka reprezentatywno$é wynikow.

MATERIAL I METODY

Probki do badania pochodzity od pacjentéw uczestniczacych w programie SPREAD
oraz tych, u ktorych planowano rozpoczgcie leczenia antyretrowirusowego. Za czynniki
kwalifikujace do badania uznano: poziom wiremii w osoczu powyzej 1000 kopii HIV-1
RNA /mL, okres ponizej 3 miesi¢cy od rozpoznania zakazenia oraz brak wczesniejszej
historii ART.

Przeanalizowano wyniki badania 116 probek krwi z dziewigciu o§rodkow klinicznych
oraz aresztow $ledczych zajmujacych si¢ opicka nad osobami zakazonymi HIV, pobranych
w okresie od 1 kwietnia 2004 do 1 kwietnia 2006 roku. Dane demograficzne i kliniczne
przedstawiono w tabeli 1.

U wszystkich pacjentow uczestniczacych w badaniu oznaczono ilo§ciowo wiremig (test
Cobas Amplicor HIV-1 Monitor Test, Roche Diagnostics Systems, Branchburg, NJ, USA)
oraz ilo$¢ limfocytoéw TCD4+ i stosunek ilosciowy do limfocytow T CD8+ (test TriTest,
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA).

Po otrzymaniu probek peinej krwi separowano osocze, ktore przechowywano w tem-
peraturze -20°C do czasu dalszych analiz. Izolacj¢ RNA wykonywano przy uzyciu buforu
lizujacego (Roche) i zmodyfikowanej metody Chomczynskiego.

Sekwencjonowanie wykonywano testem ViroSeq™ HIV-1 Genotyping System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) zgodnie z protokotem producenta. Deklarowany przez
dostawce dolny limit detekeji testu stuzacego do genotypowania wynosi 2000 kopii/mL;
w praktyce otrzymywano wyniki dodatnie w probkach o wiremii co najmniej 1000 kopii/mL.
Wynik pierwotny (elektrogram sygnatow poszczegoélnych nukleotyddéw) poddawano ocenie
eksperckiej, w ktorej weryfikowano identyfikowane nukleotydy. Interpretacja oddziatywania
wykrytych mutacji na podatnos¢ na leki byta dokonywana przez program zintegrowany
z systemem ViroSeq.

Dla identyfikacji subtypow HIV-1 sekwencje eksportowano do narzgdzia internetowego
HIVdb Program Genotypic Resistance Interpretation Algorithm.

WYNIKI

Mutacje warunkujgce obnizona podatnos$¢ na leki Odsetek mutacji powigzanych
z obnizona wrazliwoscia na nukleozydowe inhibitory odwrotnej transkryptazy (NRTI) byt
najwyzszy dla mutacji K70R/E, T69S/N oraz T215D/E 1 wynosit po 2,6% (3 przypadki).
W 2 probkach (1,7%) wykryto takze mutacjg G333E. Posrod mutacji powodujacych wzrost
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opornosci na nienukleozydowe inhibitory odwrotnej transkryptazy (NNRTI) zidentyfiko-
wano: V1081, A98G, M230L, K101E oraz K103N, kazda z nich w 2 przypadkach (1,7%).
W grupie mutacji warunkujacych obnizenie wrazliwos$ci na inhibitory proteazy (PI) naj-
czescie] wykrywano mutacje V771 — 6 przypadkow (5,2%), nastgpnie L10I i M361 — po 3
przypadki (2,6%) oraz N88D, F53L i M461 — po 2 przypadki (1,7%).

Interpretacja lekoopornosci W badanej grupie w 17 probkach (14,7%) stwierdzono
obecno$¢ szczepu opornego na co najmniej jeden lek. W dalszych 11 przypadkach (9,5%)
wykryto mutanty definiowane jako ,,0 mozliwie obnizonej wrazliwosci”. We wszystkich
przypadkach identyfikowana opornos$¢ dotyczyta lekow z pojedynczej klasy, nie wykryto
mutantéw opornych na wigcej niz jedna klasg lekow.

Czgsto$¢ opornosci na leki poszczegdlnych klas wynosita: NRTI -41,2 %, NNRTI oraz
PI—p029,4%. W klasie NRTI najczesciej identyfikowano opornos¢ na zydowudyng AZT
i stawudyneg d4T (odpowiednio 6,9% i 4,3%). Odsetki szczepéw opornych na poszczegdlne
leki z klasy NNRTTI byty prawie rowne 1 wynosity 5,2% dla newirapiny NVP oraz po 4,3%
dla delawirdyny DLV i efawirenzu EFV. W klasie PI najczgsciej obserwowano oporno$é
na nelfinavir NFV — 3 przypadki (2,6%).

Subtypy HIV-1 Uzyskane sekwencje nukleotydowe wykorzystano rowniez do iden-
tyfikacji subtypu HIV-1. Stwierdzono dominacj¢ subtypu B, obecnego w 88,8% probek.
Nowe stwierdzone w Polsce subtypy to CRF03 AB (6%), CRFO5 DF i D (po 1,7%) oraz
C1CRFO01_AE (po 0,9%).

DYSKUSJA

Lekoopornos¢ HIV staje si¢ coraz czgstsza przyczyna niepowodzenia HAART. Obecnie
dostepne leki nie zapewniaja eradykacji wirusa, zmniejszaja jedynie tempo jego replikacji,
musza wigc by¢ przyjmowane do konca zycia. Powstaje ciagta presja ewolucyjna pro-
wadzaca do selekcji i utrwalania w populacji mutantéw lekoopornych. Drugim istotnym
czynnikiem narastania lekoopornosci jest udowodniona licznymi badaniami transmisja
wariantow lekoopornych (4,5). Istotnym czynnikiem sprzyjajacym powstawaniu i propagacji
lekoopornosci jest tez czgsto spotykane nieregularne przyjmowanie lekow przez chorych
(niska adherencja).

Wigkszo$¢ powstajacych mutacji albo pozostaje bez wptywu na sekwencje kodowanych
aminokwasow, wigc na funkcjonowanie enzymoéw, albo prowadzi do powstania form tak
defektywnych, ze wirus traci zdolnos¢ replikacji. Niektore mutacje powoduja powstawanie
wariantow lekoopornych o wydajnosci replikacji uposledzonej w stosunku do typu dzikiego,
jednak, w obecnosci leku, majacych nad nim wyrazna przewagg ewolucyjna.

Badania programu SPREAD wykazaty, ze wér6d osob nowo diagnozowanych w Europie
>10% jest zakazanych szczepem opornym, a zjawisko to w ciagu ostatnich lat nasila si¢ (2).
Obserwacje te spowodowaty zmiany w europejskich zaleceniach dotyczacych oznaczania
lekooporno$ci — obecnie zalecaja one wykonywanie testow przed rozpoczeciem agresywnej
ART (HAART), gdy czesto$¢ zakazen szczepem lekoopornym przekracza w danym kraju
10% (3). Liczne badania udowodnily przydatnos$¢ kliniczna i zasadno$¢ ekonomiczna
testowania (6,7). Obecnie uwaza si¢ je za niezb¢dne w kompletnej diagnostyce 0sob za-
kazonych HIV.
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W Polsce oznaczanie lekoopornosci HIV rozpoczgto w roku 2000. Poczatkowo stoso-
wano testy odwrotnej hybrydyzacji, w 2002 roku wprowadzono technik¢ sekwencjonowa-
nia populacyjnego. Dzigki tej zmianie zaoferowano lekarzom kompletne informacje m.in.
o wszystkich wykrytych mutacjach oraz ich interpretacji kliniczne;.

Udzial naszej Pracowni Diagnostyki Molekularnej w badaniach migdzynarodowych
oraz wspolpraca z firmami farmaceutycznymi umozliwia nieodptatne oznaczanie lekoo-
pornosci.

W przedstawianym badaniu uczestniczyto 9 osrodkow leczacych pacjentow zakazonych
HIV oraz aresztow $ledczych, dzigki temu uzyskano wysoka reprezentatywnosc¢ rezultatow.
Uzyskane wyniki dowodza, ze 14,7% 0s6b ze $wiezo wykrytym zakazeniem HIV-1 w Polsce
jest zakazonych szczepem opornym. Warto$¢ ta jest wyzsza niz $rednia dla Europy wyno-
szaca 10,9% (2). Wedlug zalecen europejskich czgsto$¢ wystgpowania szczepdw opornych
>10% uzasadnia oznaczanie opornosci przed rozpoczgciem ART. Randomizowane badania

Tabela I. Charakterystyka grupy badanej (N=116)
Table I.  Characteristics of analysed cohort (N=116)

Wiek Zakres: 18-65 lat

Srednia: 31 lat

39 pacjentow (33,6%) < 25 lat

52 pacjentow (44,8%) 25-40 lat

25 pacjentow (21,6%) > 40 lat

38 (32,8%) kobiet

78 (67,2%) me¢zczyzn

41 (35,3%) 0so6b miasta > 500 tys mieszkancow
20 (17,2%) os6b miasta 100 tys - 500 tys mieszkancow
54 (46,6%) os6b miasta < 100 tys mieszkancow
1 (0,9%) osoba brak danych

46 (39,7%) o0s6b — kontakt heteroseksualny

44 (37,9%) 0s6b — dozylne stosowanie narkotykow
17 (14,7%) 0s6b — kontakt homo lub biseksualny
7 (6%) 0s6b — nieznana

2 (1,7%) osoby — nie udzielito odpowiedzi

24 (21%) 0s6b - >500 komorek/mm?

28 (24,1%) 0s6b — 350-500 komorek/mm?

23 (19,8%) 0s6b — 200-350 komorek/mm?

38 (32,8%) 0s6b - <200 komoérek/mm?

3 (2,6%) 0s6b — nie wykonano oznaczenia

8 (6,9%) 0sob - <10 tys kopii/mL

41 (35,3%) 0sob — 10 tys—100 tys kopii/mL

42 (36,2) 0s6b - >100 tys kopii/mL

25 (21,6%) 0s6b — nie wykonano oznaczenia
103 (88,8%) przypadki — subtyp B

7 (6%) przypadki — subtyp CRF03 AB

2 (1,7%) przypadki — subtyp CRFO5_DF

2 (1,7%) przypadki — subtyp D

1 (0,9%) przypadki — subtyp CRFO1_AE

1 (0,9%) przypadki — subtyp C

Ple¢

Zamieszkanie

Przypuszczalna droga zakazenia
— mozliwa wigcej niz jedna od-
powiedz

Liczba limfocytow CD4

Wiremia HIV-1 RNA

Rozpoznane subtypy HIV-1
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kliniczne udowodnity przewage leczenia wykorzystujacego oznaczanie lekoopornosci
i opini¢ eksperta nad leczeniem standardowym (6,7). Czynnikiem utrudniajacym miarodajne
poréwnania danych pomigdzy poszczegblnymi krajami lub badaniami jest uzywanie réznych
algorytmow interpretacyjnych oraz réznice w definiowaniu opornosci.

Ustalone sekwencje nukleotydowe regionow proteazy i odwrotnej transkryptazy moga
by¢ takze uzyte w badaniach filogenetycznych: identyfikacja subtypu wirusa, badan epi-
demiologicznych lub ocena pokrewienstwa genetycznego. Analiza uzyskanych sekwencji
wykazata zmiany wzorca subtypow HIV-1 w Polsce w latach 1996-2006. W badaniach
przeprowadzonych w 1996 roku zidentyfikowano wylacznie subtyp B (8). W obecnym
badaniu wykryto takze subtypy inne niz B, typowe dla pochodzacych z Europy Wschodnig;j
0s6b sprzedajacych seks oraz 0s6b odurzajacych si¢ przez wstrzykiwanie narkotykow (9).

Podobne tendencje stwierdzono oceniajac zmiany wzorca genotypow HCV (10,11).
Sadzimy, ze jest to efekt miedzy innymi wzmozonej migracji i ze zréznicowanie genetyczne
badanych wirus6w bedzie wzrastac.

WNIOSKI

Uzyskane dane dokumentuja wysoki odsetek zakazen szczepami opornymi HIV-1
w Polsce; zjawisko to obserwowane jest tez w innych krajach europejskich.

Uzasadnia to koniecznos¢ powszechnego stosowania oznaczen lekoopornosci w Pol-
sce.
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TRANSMISSION OF HIV-1 DRUG RESISTANCE AMONG
NEWLY DIAGNOSED PATIENTS IN POLAND

SUMMARY

OBJECTIVE. HIV-1 drug resistance is becoming a growing concern. It is estimated that one out
of ten newly diagnosed persons in Europe acquires HIV drug resistant strain. The aim of this study
was to determine the transmission of drug resistance and identify the resistance patterns among naive
patients in Poland.

METHODS. The patients were asked to complete a brief questionnaire concerning demographic
and epidemiological data. Viral load and CD4/CDS counts were detemined before drug resistance
testing. The sequencing assay was performed according to manufacturer’s protocol.

MAIN OBSERVATIONS. In the analysed cohort 14,7% of patients acquired HIV-1 drug resistant
strains; further 9,5% were infected with strains with “possibly lowered susceptibility”.

RESULTS. In all cases resistance to single class of antiretroviral drugs were identified. In the
class of PIs resistance to NFV was the most common. The rates of drug resistance among NNRTIs
were almost the same — about 5%. In the NRTI class the resistance to AZT and d4T was the most
frequent. HIV-1 subtype B was identified in 88,8% of cases.

CONCLUSIONS. The results of this study document high transmission rate of drug resistance
in Poland and justify the necessity of common DR testing in our country.
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