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Znanstveni rad

Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti heterogenost podtipova HIV-a te analizirati
primarnu rezistenciju virusa na antiretrovirusne lijekove u 30 prethodno ne-
lijeCenih osoba koje su ukljuéene u klinicku skrb Referentnog centra za dijag-
nostiku i lijeCenje HIV/AIDS-a tijekom 2013. g. Sekvenciranjem pol gena HIV-a
te primjenom bioinformatickih algoritama odredeni su podtipovi virusa te de-
tektirane mutacije povezane s primarnom rezistencijom na antiretrovirusne
lijekove. Vecina ispitanika (86,7 %) bila je zarazena podtipom B. Otkriveno je
12 mutacija povezanih s primarnom rezistencijom HIV-a na antiretrovirusne
lijekove, tj. 9 mutacija povezanih s primarnom rezistencijom na nukleozidne
analoge inhibitore reverzne transkriptaze (NRTI) te 3 mutacije povezane s rezis-
tencijom na nenukleozidne inihibitore reverzne transkriptaze (NNRTTI). Pri-
marna rezistencija na dvije klase antiretrovirusnih lijekova (NRTI i NNRTI)
otkrivena je u jednog ispitanika. Najzastupljenija mutacija povezana s pri-
marnom rezistencijom virusa na lijekove bila je T215S (rezistencija na NRTI).
Mutacije znacajne za nastanak primarne rezistencije detektirane su u 4 osobe
zarazene podtipom B, jedne osobe zarazene podtipom Al te jedne osobe
zarazene rekombinantom podtipova A1 i B. U ovom je istrazivanju po prvi puta
dokazana pojava primarne rezistencije HIV-a na antiretrovirusne lijekove u oso-
ba zarazenih non-B podtipovima virusa iz Hrvatske.

HIV subtype diversity and primary resistance to antiretroviral drugs in
newly diagnosed HIV-infected persons from Croatia in 2013
Scientific paper

The aim of this study was to analyse HIV subtype diversity as well as primary
resistance to antiretroviral drugs in 30 treatment-naive individuals entering clin-
ical care at the National Refence Center for HIV/AIDS during 2013. Sequencing
the pol region of the viral genome and bioinformatic algorithms were used to de-
termine HIV subtypes and to analyse transmitted drug resistance mutations. The
majority of individuals (86,7 %) were infected with HIV-1 subtype B. Twelve
mutations associated with primary resistance to antiretroviral drugs were de-
tected in the study: 9 mutations conferring resistance to NRTI (nucleotide re-
verse-transcriptase inhibitors) and 3 mutations associated with resistance to
NNRTI (non-nucleotide reverse-transcriptase inhibitors). Primary resistance to
two antiretroviral drug classes (NRTI and NNRTI) were detected in one indi-
vidual. The most frequent mutation was T1215S associated with primary resis-
tance to NRTI. Drug resistance mutations were detected in 4 subtype B and 2
non-B HIV-infected individuals. This study showed, for the first time, the pres-
ence of mutations associated with primary resistance of HIV to antiretroviral
drugs in individuals infected with non-B subtypes in Croatia.
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Uvod

Nepotpuna supresija virusne replikacije u osoba za-
razenih HIV-om lijeCenih antiretrovirusnim lijekovima
najcesce se povezuje s nastankom rezistencije. Rezisten-
cija nastala kao posljedica selektivnog pritiska antiretro-
virusnih lijekova naziva se sekundarnom ili steCenom
rezistencijom. Zaraza rezistentnim kvazispecijesima viru-
sa u osoba koje nisu prethodno lijecene naziva se primar-
nom rezistencijom HIV-a na lijekove [1, 2].

Pravovremeno otkrivanje primarne rezistencije HIV-a
na antiretrovirusne lijekove (prije zapocinjanja antiretro-
virusnog lije€enja) iznimno je zna¢ajno za pravilan odabir
ucinkovite kombinacije lijekova. Stoga je pracenje preva-
lencije primarne rezistencije HIV-a na antiretrovirusne li-
jekove u razli¢itim zemljama kao i odredivanje najcesceg
obrasca mutacija povezanih s primarnom rezistencijom
HIV-a danas iznimno znacajno podruéje istrazivanja u
molekularnoj virusologiji [3].

Nacionalna istrazivanja prevalencije primarne rezis-
tencije HIV-a na antiretrovirusne lijekove u Europi po-
kazuju raspon prevalencije od 0 do 25 % §to se, barem
djelomicéno, povezuje i s razlikama u metodologiji poje-
dinih istrazivanja [8-11]. Primarna rezistencija HIV-a na
antiretrovirusne lijekove u osoba koje su ukljucene u kli-
nicku skrb Referentnog centra za dijagnostiku i lijecenje
HIV/AIDS-a R. Hrvatske u razdoblju od 2006. do 2008. g.
iznosila je 22 % [12]. U SAD-u, prevalencija primarne
rezistencije u pojedinim saveznim drzavama krecée se u
rasponu od 7 do 23 %, u Australiji iznosi oko 16 % dok jeu
nerazvijenim zemljama svijeta (Afrika, Azija i Juzna
Amerika) niska i iznosi oko 3,7 % [4 —7].

HIV-1 je u molekularnom smislu iznimno heterogeni
virus koji se klasificira u Cetiri grupe: M ("major"), N
("non M";"non-0"), O ("outlier") i P [13]. Grupa M HIV-a
odgovorna je za pandemiju HIV infekcije i dijeli se na 9
podtipova i 58 cirkulirajuéih rekombinantnih oblika, CRF
(engl. circulating recombinant forms), a genskoj slozeno-
sti HIV-1 pridonosi i velik broj otkrivenih jedinstvenih
rekombinantnih oblika, URF (engl. unique recombinant
forms) [14, 15].

Najvedi broj osoba zarazenih HIV-om u svijetu zaraZzen
i Nepalu. Najrasprostranjeniji je podtip B HIV-a koji je
najces¢i u zarazenih osoba iz Europe, Amerike, Australije,
Japana i Tajlanda. Podtip A Siroko je rasprostranjen u za-
padnoj Africi i istoénoeuropskim zemljama dok je podtip
samostalno vec¢ isklju¢ivo u obliku rekombinante s pod-
tipom A tj. kao CRFO1_AE. NajviSe osoba zarazenih pod-
tipom F zivi u zemljama Juzne Amerike, srediSnje Afrike i
u isto¢noj Europi. Infekcija podtipom H najces¢a je u
zemljama srediSnje Afrike, podtipom J u Africi i na Kari-
bima dok je infekcija podtipom K ograni¢ena na Kongo i
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Kamerun. Podtip G i njegova rekombinantna forma
dini podtipovi HIV-a dijele se na dvije skupine poput
podtipaA(naAliA2)iF (naFl1iF2)[16-18].

Grupa O HIV-a ograni¢ena je na zapadnu i sredi$nju
Afriku, a posebice Kamerun gdje otprilike 2 % izolata pri-
pada toj skupini. Grupa N HIV-a dokazana je isklju¢ivo u
Kamerunu i do sada je opisano svega desetak izolata koji
pripadaju toj grupi. Grupa P HIV-a otkrivena je 2009. g. u
izolatu osobe zarazene HIV-om iz Kameruna koja Zivi u
Francuskoj [13].

Pojedini podtipovi HIV-a povezani su i s odredenim
nacinima prijenosa virusa. Primjerice, u zapadnoj Europi
infekcija podtipom B povezuje se s epidemijom HIV-a u
skupini muskaraca koji imaju spolne odnose s muskarcima

vvvvv

roseksualnih osoba [19 —22].

Objavljeno je nekoliko istrazivanja o distribuciji pod-
tipova HIV-a tipa 1 u Hrvatskoj koje pokazuju da je najza-
stupljeniji podtip B [12, 23 —26].

Ramirez-Piedad i sur. su 2009. g. analizirali distribuci-
ju podtipova HIV-a u Hrvatskoj i pokazali da je 74 % in-
fekcija uzrokovano podtipom B virusa. Non-B podtipovi
bili su dokazani isklju¢ivo u heteroseksualnih ispitanika, a
prevalencija podtipa B u pomoraca i njihovih stalnih sek-
sualnih partnerica iznosila je samo 29 % [24].

Istrazivanje prevalencije HIV infekcije u MSM osoba
iz Zagreba metodom RDS-a (engl. respondent-driven
sampling) provedeno je u dva ciklusa (2006. 1 2010. g.).
Prevalencija zaraze HIV-om u oba istrazivanja bila je ma-
nja od 5 %, a svi MSM ispitanici kod kojih je dokazana
zaraza HIV-om u ovom istrazivanju bili su zarazeni pod-
tipom B [25, 26].

Visoku prevalenciju infekcije podtipom B HIV-a u
Hrvatskoj pokazali su i rezultati istrazivanja Grgi¢ i sur. u
kojem je infekcija non-B podtipovima dokazana u samo
11% ispitanika [12].

Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti distribuciju pod-
tipova HIV-a te analizirati primarnu rezistenciju virusa na
antiretrovirusne lijekove u prethodno nelijecenih osoba iz
Hrvatske koje su ukljucene u klinicku skrb Referentnog
centra za dijagnostiku i lijeenje HIV infekcije Republike
Hrvatske tijekom 2013. g.

Ispitanici i metode
Ispitanici

U istrazivanje je ukljuc¢eno 30 HIV-om zarazenih oso-
ba koje su tijekom 2013. g. usle u klini¢ku skrb Referen-
tnog centra za dijagnostiku i lijeCenje HIV infekcije
Republike Hrvatske. Osobe ukljucene u istrazivanje nisu
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bile prethodno lije¢ene antiretrovirusnim lijekovima, a
viremija svih ispitanika bila je ve¢a od 1000 kopija HIV-1
RNK po mL plazme.

Metode

Virusna RNK iz plazme ispitanika izolirana je prim-
jenom standardiziranog kompleta reagensa QIAamp Viral
RNK Mini kit (Qiagen, Hilden, Njemacka).

Sekvencu dijela pol gena HIV-a tipa 1 (918 nukleotida,
kompletan gen koji kodira sintezu virusne proteaze, tj.
nukleotidi od 1 do 99 te dio gena koji kodira sintezu
reverzne transkriptaze, tj. nukleotidi od 41 do 223)
odredena je primjenom Sangerove dideoksi metode
sekvenciranja uz primjenu reagensa Trugene HIV-1
Genotyping kit (Siemens Medical Solutions, SAD).

Usporedbom dobivene sekvence virusa sa sekvencom
referentnog soja (LAV) detektirane su mutacije vazne za
nastanak rezistencije na antiretrovirusne lijekove. Kli-
nicka znacajnost detektiranih mutacija analizirana je prim-
jenom WHO algoritma prema Benett i sur. (2009.) [27].

U istrazivanju su analizirane mutacije povezane s pri-
marnom rezistencijom HIV-a na nukleozidne analoge in-
hibitore reverzne transkriptaze (NRTI), nenukleozidne in-
hibitore reverzne transkriptaze (NNRTTI) i inhibitore pro-
teaze (PI).

Podtipovi HIV-a odredeni su analizom sekvence pol
gena uz primjenu bioinformati¢kog algoritma HIV-1 RE-
GA Subtyping tool (Katholieke Universitat Leuven,
Belgija).

Rezultati
Primarna rezistencija HIV-a na antiretrovirusne lijekove

Sekvence pol gena 30 HIV-om zarazenih osoba (28
muskaraca i 2 zene) usporedene su sa sekvencom refe-
rentnog soja HIV-a osjetljivog na sve antiretrovirusne li-
jekove, a klinicka znacajnost otkrivenih mutacija interpre-
tirana je primjenom WHO algoritma.

Ukupno je otkriveno 12 mutacija povezanih s primar-
nom rezistencijom HIV-a na lijekove, tj. 9 mutacija pove-
zanih s primarnom rezistencijom na NRTI te 3 mutacije
povezane s rezistencijom na NNRTT (Tablica 1.). Mutacije
znacajne za nastanak rezistencije na inhibtore proteaze
nisu detektirane.

Mutacije su detektirane u 6 od 30 ispitanika od kojih je
u dvoje detektirana po jedna mutacija, a dvoje ispitanika
imalo je po dvije mutacije. U dvoje ispitanika detektirane
su po 3 mutacije povezane s primarnom rezistencijom
HIV-a na antiretrovirusne lijekove. Primarna rezistencija
na dvije klase antiretrovirusnih lijekova (NRTI i NNRTI)
otkrivena je u samo jednog ispitanika.

Infektoloski glasnik 33:4, 157-161 (2013)

Tablica 1. Mutacije povezane s primarnom rezistencijom HIV-a
na antiretrovirusne lijekove

Table 1. Mutations associated with primary HIV antiretrovi-
ral drug resistance

Mutacije povezane s Mutacije povezane s
Ispitanici / | rezistencijom na NRTI / | rezistencijom na NNR-
Examinees | NRTI-associated muta- | TI/ NNRTI-associated

tions mutations
1 M41L, T215S
2 KI101E
3 M184V K101P,K103S
4 M41L,L210W, T215D
5 M41L, T215S
6 T2158S

— NRTI, nukleozidni analozi inhibitori reverzne transkriptaze/
nucleoside reverse transcriptase inhibitors, NNRTI nenuk-
leozidni inihibitori reverzne transkriptaze/ non-nucleoside re-
verse-transcriptase inhibitors

Tablica 2. Distribucija podtipova HIV-a
Table 2. Distribution of HIV subtypes

Podtip HIV-a/ Broj ispitanika /
HIV subtype Number of examinees (n=30)
B 26/30
Al 1/30
G 1/30
Al/B 1/30
C/Al 1/30

Najcesc¢a mutacija povezana s primarnom rezistenci-
jom na antiretrovirusne lijekove bila je T215S koja
samostalno ne uzrokuje klinicki znacajnu rezistenciju
virusa na lijekove ve¢ predstavlja molekularni biljeg pri-
jenosa rezistentnog virusa koji je imao mutaciju T215Y
(tzv. revertantska mutacija). T215Y uzrokuje rezistenciju
na zidovudin i stavudin te smanjenu osjetljivost na aba-
kavir, didanozin i tenofovir.

Distribucija podtipova HIV-a

Podtip B detektiran je u 26/30 (86,7 %) pacijenata dok
je dvoje pacijenata (6,7 %) bilo zarazeno non-B podtipovi-
ma grupe M (genotipovi Al i G) (Tablica 2.). Dvije
sekvence pol regije HIV-1 s non-B podtipovima bile su
rekombinantne podtipova virusa (Al 1B; CiAl).

Mutacije znacajne za nastanak primarne rezistencije
detektirane su u 4 osobe zarazene podtipom B, jedne osobe
zarazene podtipom Al te jedne osobe zarazene rekombi-
nantom izmedu Al iB.
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Diskusija

Molekularna analiza pol regije genoma HIV-a u
prethodno nelijecenih osoba iz Hrvatske koje su u klinicku
skrb ukljucene 2013. g. dokazala je primarnu rezistenciju
HIV-ana NRTIiNNRT. Naj¢eS¢a mutacija povezana s pri-
marnom rezistencijom HIV-a na antiretrovirusne lijekove
bila je T215S. Veéina HIV-om zarazenih osoba bila je
zarazena podtipom B HIV-a.

Rezultati genotipizacije HIV-a u ispitanika ukljucenih
u ovo istrazivanje potvrduju da je podtip B i dalje najcesci
u zarazenih osoba iz Hrvatske. Medutim, i dalje su prisutni
non-B podtipovi virusa $to dokazuje molekularnu hete-
rogenost HIV-infekcije u Hrvatskoj. Raspodjela podtipova
HIV-a u Hrvatskoj usporediva je s onom u vecini zemalja
zapadne Europe kao i s nekim zemljama juzne i jugois-
to¢ne Europe [28].

Bozicevi¢ i Begovac su analizirali epidemiju HIV-a u
MSM iz zemalja jugoistocne Europe te pokazali da je
2008. g. ¢ak 76 % novodijagnosticiranih zarazenih osoba u
Hrvatskoj pripadalo MSM skupini [23]. Grgi¢ i sur. su u is-
trazivanju o primarnoj rezistenciji HIV-a u Hrvatskoj u
razdoblju od 2006. do 2008. g. pokazali da je 89 % ispi-
tanika bilo zarazeno podtipom B te da je 80 od 118 pri-
padalo MSM skupini [12].

U istrazivanju Ramirez Piedad i sur. non-B podtipovi
bili su ograni¢eni na HIV-om zarazene osobe iz heterosek-
sualne skupine. U ovom su istrazivanju non-B podtipovi
dokazani u 4 osobe od koje su dvije Zene dok kod vec¢ine
novodijagnosticiranih zaraZzenih osoba dominira infekcija
podtipom B virusa [24].

Prevalencija primarne rezistencije u nelijeCenih HIV-
-om zaraZenih osoba u Europi prati se od 2002. g. u sklopu
projekta SPREAD. Vercrauteren i sur. su 2009. g. objavili
rezultate odredivanja primarne rezistencije na antiretro-
virusne lijekove u nelijecenih osoba u kojih je zaraza HIV-
-om dokazana u razdoblju od 2002. g. do 2005 .g. U istra-
zivanje su bili ukljuceni laboratoriji iz 20 europskih zema-
lja te Izraela, a ukupna prevalencija primarne rezistencije
HIV-a prema ovom istrazivanju iznosila je 8,4 % [29].

Prvo istrazivanje o prevalenciji primarne rezistencije
HIV-a na antiretrovirusne lijekove u Hrvatskoj objavljeno
je 2013. g. Istrazivanje Grgi¢ i sur. pokazalo je visoku
prevalenciju primarne rezistencije HIV-a na antiretro-
virusne lijekove u Hrvatskoj (22 %), posebice u usporedbi
s rezultatima istrazivanja Vercrauteren i sur. [29]. Visoka
prevalencija primarne rezistencije u Hrvatskoj u razdoblju
koje je obuhvatilo istrazivanje Grgi¢ i sur. povezuje se s
postojanjem transmisijskih grupa podtipa B u MSM HIV-
-om zarazenih osoba koji nose mutaciju T215512.

Rezultati ovog istrazivanja provedenog 2013. g. poka-
zali su postojanje virusnih kvazispecijesa koji su rezisten-
tni na antiretrovirusne lijekove u prethodno nelijecenih
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novodijagnosticiranih osoba iz Hrvatske. Usporedba uces-
talosti mutacija povezanih s primarnom rezistencijom na
antiretrovirusne lijekove u istrazivanju Grgi¢ i sur. i u
ovom istrazivanju pokazuje da je mutacija T215S i dalje
najc¢e$ca mutacija povezana s primarnom rezistencijom u
Hrvatskoj. Medutim, u istrazivanju Grgi¢ i sur. mutacija
T2158S bila je dokazana iskljucivo u ispitanika zarazenih
podtipom B virusa (uglavnom iz MSM skupine). Rezultati
ovog istrazivanja po prvi su puta pokazali pojavu primarne
rezistencije HIV-a na antiretrovirusne lijekove u osoba za-
razenih non-B podtipovima (ispitanici zarazeni podtipom
Al te A1/B).

Zakljucak

U novodijagnosticiranih HIV-om zarazenih osoba iz
Hrvatske tijekom 2013. g. dominira infekcija podtipom B.
Primarna rezistencija na NRTI i/ili NNRTI otkrivena je u 6
od 30 ispitanika, a najées¢a mutacija je T215S. U ovom je
istrazivanju po prvi puta dokazana pojava primarne rezis-
tencije HIV-a na antiretrovirusne lijekove u osoba zara-
zenih non-B podtipovima virusa.
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