Rev Peru Med Exp Salud Publica 22(1), 2005 Laguna-Torres et al.

DISTRIBUCION DE LOS SUBTIPOS DEL VIH-1 EN NUEVE
PAISES DE AMERICA DEL SUR, 1995-2002*

V. Alberto Laguna-Torres?, James Olson?, José L. Sanchez?, Silvia Montano?, Gloria Chauca?, Gladys

Carriont, Ada Romero?, Jane Rios!, Maria E. Gamero!, Merly Sovero?!, Juan Pérez-Bao?, Jean Carr?y el

Grupo de Trabajo de Genotipificacién de VIH en Sudamérica**.

RESUMEN

Objetivo Determinar la distribucion de los subtipos del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-1) y la presencia
de cepas recombinantes en Argentina, Bolivia, Colombia, Chile, Ecuador, Paraguay, Peru, Uruguay y Venezuela a
través de estudios epidemioldgicos y de genotipificacion. Materiales y Métodos: Se incluyeron a los participantes
de los protocolos realizados en los nueve paises, incluyendo poblaciones de trabajadoras sexuales (TS), hombres
gue tienen sexo con hombres (HSH), individuos VIH positivos, gestantes y pacientes con tuberculosis (TB). Se utilizé
la prueba de movilidad heteroduplex de envoltura (env HMA), ProRT, secuenciamiento completo o ambas para
determinar los subtipos de VIH 1. Resultados: Se identificaron 3081 individuos positivos al VIH (de un total de 42 290
voluntarios), las prevalencias oscilaban entre menos de 1% a 29% segun poblacién estudiada, siendo mayor en los
HSH. Un total de 1654 muestras (54%) fueron genotipificadas. Se encontré el subtipo B en 1380 (83%) muestras, el
subtipo F en 218 (13%), asi como los subtipos Ay C en 0,1% y 0,4% respectivamente. Se hallaron subtipos
recombinantes BF en 39 muestras (2%) y formas recombinantes CRF01_AE(0,1%), CRF17_BF(0,4%) y
CRF02_AG(0,1%). En Venezuela, Colombia, Ecuador, Pert, Bolivia y Chile (paises andinos) predominé el subtipo B,
mientras en Argentina, Uruguay y Paraguay hubo un alto porcentaje del subtipo F. Conclusiones: En la mayoria de
paises andinos la epidemia de VIH-1 se concentré en los HSH con un predominio del subtipo B. El subtipo F es mas
frecuente en las TS en Argentina y Uruguay. Esta informacion es util para implementar planes de prevencién y futuros
ensayos de vacunas en esta region.
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ABSTRACT

Objectives: To determine human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) subtype distribution, and the presence of
recombinant strains in Argentina, Bolivia, Colombia, Chile, Ecuador, Paraguay, Peru, Uruguay, and Venezuela using
epidemiological and genotyping studies. Materials and Methods: Participants in the studies performed in nine
countries were included, amongst them female sex workers, men who have sex with men (MSM), HIV-positive
individuals, pregnant women, and patients with tuberculosis (TB) were included. Envelope-base heteroduplex mobility
assay (env HMA) testing was used, as well as ProRT, complete sequencing, or both for determining HIV-1 subtypes.
Results: 3081 HIV positive individuals were identified (out of 42 290 volunteers), prevalences ranged from less than
1% to 29% in the different populations studied, and it was higher among MSM. 1654 samples (54%) underwent
genotyping. B subtype was found in 1380 (83%) samples, F subtype was found in 218 (13%) samples, and A and C
subtypes were found in 0,1% and 0,4%, respectively. BF recombinant serotypes were found in 39 samples (2%),
and CRFO1_AE (0,1%), CRF17_BF (0,4%), and CRF02_AG (0,1%) were also found. In Venezuela, Colombia, Ecua-
dor, Peru, Bolivia, and Chile (Andean countries) subtype B predominated, while in Argentina, Uruguay, and Paraguay
there was a high frequency of F subtype. Conclusions: In most Andean countries, the HIV-1 epidemic is concentrated
among MSM, who are predominantly infected with B subtype. F subtype is more frequent among female sex workers
in Argentina and Uruguay. This is useful information in order to implement prevention plans and future vaccine tests
in this region.
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INTRODUCCION

A fines del afio 1985, el Centro de Investigacion de
Enfermedades Tropicales de la Marina de los de Esta-
dos Unidos (NMRCD-Lima) con sede en el Hospital
Naval de Lima, Perl, particip6 en un estudio
colaborativo con el Ministerio de Salud (MINSA) y la
Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH) a fin
de realizar un gran estudio de prevalencia del virus de
la inmunodeficiencia adquirida (VIH-1) en muestras
de sangre obtenidas de poblacién general y en pobla-
cion con riesgo de adquirir esta infeccion.

Este primer trabajo colaborativo dio inicio a los estu-
dios epidemioldgicos relacionados con el VIH en el
Peru. Estudios posteriores se condujeron en colabo-
racion con autoridades del MINSA y se analizaron en-
tre 1986 y 1990, méas de 14 0000 muestras proceden-
tes de Lima y de varios departamentos del pais?.

A finales del afio 1988 el NMRCD - Lima habia transfe-
rido al MINSA la responsabilidad de tamizaje de las
pruebas de sangre para el VIH y durante 1989 y 1990
limité su funcién a confirmar las pruebas por Western
Blot (WB). Desde entonces, participé en varios estu-
dios de investigacion de VIH-1 en alianza estratégica
con el MINSA vy diferentes organizaciones no guberna-
mentales (ONG) en el Per(?.

A partir de 1995, con el reconocimiento de la importancia
que tiene el conocer la distribucién de los subtipos del
VIH en América del Sur, el NMRCD - Lima inicié estudios
prospectivos y de seroprevalencia en poblaciones en
riesgo®, los cuales tuvieron el fin de establecer estrate-
gias adecuadas para implementar medidas de preven-
cion futuras, tales como vacunas. Estos estudios se hi-
cieron en colaboracion con la Organizacién Panameri-
cana de la Salud (OPS), ministerios de salud, universi-
dades y ONG de nueve paises de América del Sur?.

Entre 1995 y 2002, como producto de estas alianzas
estratégicas, que incluyeron el uso mutuo de fondos y
la participacion conjunta en estudios epidemiologicos
con genotipificacion, se ha conseguido trabajar en 9
afios, en varios paises sudamericanos a excepcion
de Brasil, Surinam y las Guyanas. Se describi6 la di-
versidad genética del VIH-1 en América del Sur inclu-
yendo a Argentina, Bolivia, Colombia, Chile, Ecuador,
Paraguay, Peru, Uruguay y Venezuela*®.

La identificacion de cepas recombinantes del VIH-1
es de gran importancia debido a que estas cepas pue-
den diseminarse rapidamente en redes sociales aso-
ciadas a poblaciones de alto riesgo, en especial entre

usuarios de drogas intravenosas (UDI) En redes de
transmision sexual, donde cocirculan diferentes
subtipos del VIH-1 se originan formas recombinantes
de los subtipos circulantes. Las cepas recombinantes
también se pueden diseminar y originar patrones com-
plejos de transmision del VIH-1 en la region’.

Reconocer la diversidad genética del VIH es importan-
te para el desarrollo de vacunas contra este virus, lo
que permitiria en un futuro establecer que tipo de va-
cunas pueden ser eficaces contra los genotipos pre-
dominantes en las diferentes areas de Sudamérica,
por ello planteamos este estudio con el objetivo princi-
pal de deteminar la distribucion de los subtipos de VIH
en nueve paises de América del Sur.

MATERIALES Y METODOS

METODOLOGIA

Estudio observacional, descriptivo, transversal, en el
que se incluyeron a los participantes de los diferentes
estudios realizados en Argentina, Bolivia, Colombia,
Chile, Ecuador, Paraguay, Pert, Uruguay y Venezuela
entre 1995 y el 2002. El proceso de genoatificacion del
periodo que incluye este manuscrito ha sido realizado
aun en el afio 2003. La captacion de voluntarios en
estos estudios fue realizada por el organismo oficial
gubernamental de cada pais o por las ONG
involucradas en los estudios.

Se incluyeron trabajadoras sexuales (TS), hombres
que tienen sexo con hombres (HSH), gestantes y con
tuberculosis (TB). Ademas, mediante un muestreo por
conveniencia, se incluyeron a individuos VIH positivos
para garantizar un numero suficiente de muestras para
genotipificar, permitiendo una mejor evaluacion de la
variabilidad genética de las cepas de VIH en cada pais.

Con respecto a los estudios epidemioldgicos, dife-
rentes estrategias fueron empleadas para el calculo
muestral en cada protocolo o en cada pais participan-
te. Los colaboradores locales mostraban su interés
en trabajar con una o mas de las poblaciones ante-
riormente mencionadas y ademas se escogia las ciu-
dades a ser muestreadas basandose en poblaciones
segun el caso. Los datos de las prevalencias se cal-
culaban para cada poblacion, datos que son de inte-
rés y manejo por cada pais o institucion participante.
Los estudios fueron de tipo transversal, buscando
seroprevalencias y son motivo también de otras publi-
caciones®.

13



Rev Peru Med Exp Salud Publica 22(1), 2005

Laguna-Torres et al.

ASPECTOS ETICOS

En cada uno de los protocolos, personal entrenado
explico la metodologia, aplicd el consentimiento infor-
mado escrito (Cl) y realizé la consejeria pre y
postprueba. Los analfabetos, tuvieron la opcién de fir-
mar con una «X» o colocar la huella digital del indice
derecho. Cada ClI incluia la firma de un testigo, quien
verificaba que el participante era realmente voluntario.
Los datos socio-demogréficos e informacion sobre los
comportamientos de alto riesgo, conocimientos, acti-
tudes y précticas fueron incluidos en los cuestiona-
rios. Todos los protocolos de estudio, fueron aproba-
dos por los comités de ética de cada pais y luego por
el Comité de Revision Cientifica y Comité de Etica de
la Marina de EEUU (US Naval Medical Research Center
IRB) y por los Institutos Nacionales de Salud del De-
partamento de Defensa.

El personal de los ministerios de salud encargado de
los programas de prevencion y control de la infeccion
por VIH coordiné el seguimiento y consejeria de los
voluntarios, utilizando un codigo identificador Gnico que
no debia ser vinculado con la muestra analizada en el
NMRCD-Lima. Se enfatizé en la importancia de la en-
trega de resultados de beneficio para el voluntario y en
que los resultados serian entregados en una o dos
semanas (diagnostico de VIH y niveles de CD4/CD8
en los positivos). Los positivos al VIH fueron derivados
a los ministerios de salud y ONGs para su cuidado y
seguimiento segun las regulaciones gubernamenta-
les locales. Tuvieron exdmenes médicos periddicos,
profilaxis para infecciones oportunistas y la terapia
antirretroviral disponible en cada pais.

Una copia del Cl, el cuestionario y una alicuota de la
muestra llegaba al NMRCD-Lima, Peru siempre codi-
ficada, para proteger la confidencialidad del individuo.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

De una muestra de sangre de 5-10 mL en un tubo con
anticoagulante (EDTA) se separ6 plasma para detec-
cién de anticuerpos, realizando la prueba de
inmunoensayo enzimético (Enzym Linked Immune
Assay -ELISA). Si ésta resultaba reactiva procedia a
ser corrida por duplicado para luego ser confirmada
por medio de la prueba de Western Blot (Figura 1), las
alicuotas fueron compartidas con las autoridades de
los ministerios de salud y ONG dependiendo del pro-
tocolo.

Las pruebas de ELISA y Western Blot para VIH fueron
realizadas en los laboratorios locales de cada pais
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participante. Las marcas utilizadas variaron segun los
afios de trabajo y el pais participante. Frecuentemente
para la prueba de ELISA fue utilizado el kit de
VIRONOSTIKA®y para Western Blot el kit de BIO RAD®.

La genotipificacion fue hecha a partir de sangre total
fresca (obtenida antes de 48 horas de su procesamien-
to) usando linfocitos-células mononucleares periféricas
(PBMC) para la identificacion del genotipo viral. El uso
de manchas de sangre en papel de filtro (FTA Cards
Whartman Bioscience®) fue eficiente y practico cuando
el transporte de las muestras al laboratorio requeria
mas de 48 horas. Fue Util obtener las manchas de san-
gre al primer contacto con el voluntario, las cuales fue-
ron codificadas y procesadas después de la confirma-
cién por Wester Blot, al conocer el resultado positivo del
primer ELISA, asi no se requeria una segunda muestra
de sangre. Se uso una tarjeta de mancha de sangre
seca donde se colocaba 50 pL de muestra en cada
circulo (cartilla con cuatro circulos) y una pipeta de trans-
ferencia por paciente (Figural).

SANGRE TOTAL | ..vvvvivn. >| ALICUOTA (0,5ml)

(centrifugar x 10
a 1500 RPM T°A)

PLASMA
(separar 2 6 3 crioviales)

Congelar (-85°C)
(16 2 crioviales) [

AL
12 ELISA E——

v

BLOOD SPOT (*)

FTA CARDS
POSITIVO
(50 pL muestra x circulo)

Importante:

- Secar sin cerrar el FTA CARD
2) REPETIR aT°Ax3h

ELISA (+) POR - Almacenar y proteger con bolsa

DUPLICADO plastica y desecante a T°A

-EnviaraNMRCD aT° A
herméticamente cerrado.
-“No congelar”

CONFIRMAR
WB (+)

ENVIAR PLASMA
(1 6 2crioviales) en
HIELO SECO al
NMRCD

(*) Cuando no fue posible realizar el ELISA dentro de los 3
dias subsiguientes a la toma de muestra, se sugirié guar-
dar una alicuota de sangre total (0,5mL) a —20 °C para ser
enviada al NMRCD - Lima.

Figura 1. Procedimiento utilizado en los protocolos durante
1995-2002.
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Tabla 1. Distribucién de los subtipos del VIH en nueve paises sudamericanos, 1995-2002.

Pais A B BF C CRF17_BF CRFO1_AE F CRF02_AG TOTAL
Argentina 0 154 24 4 2 0 146 0 330
Bolivia 0 131 0 1 0 0 142
Chile 0 8 0 0 0 0 0 8
Colombia 0 238 0 0 0 0 239
Ecuador 0 250 0 0 0 1 2 2 255
Paraguay 0 85 08 2 2 0 25 0 122
Pert 1 478 2 0 1 0 6 0 488
Uruguay 0 34 1 0 0 32 0 68
Venezuela 0 2 0 0 0 0 0 0 2
TOTAL 1 1380 39 7 6 1 218 2 1654

relacionadas entre si. Esto puede llevar a la formacion
de cadenas de ADN mixto, las cuales pueden conferir
resistencia a varias drogas antirretrovirales en los pa-
cientes que portan dichas cepas lo que tiene gran im-
plicancia clinica®.

y
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B: 92 %
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F: 44 %

Figura 4. Distribucién de los subtipos de VIH en 9 paises de
Sudamérica, 1995 -2002.
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Desde el punto de vista clinico y epidemiologico, la apa-
ricién de cepas recombinantes plantea dificultades para
el desarrollo de una vacuna eficaz contra el VIH. El enten-
dimiento progresivo de la secuencia replicativa del VIH
que origina la formacion del sincitio y la transactivacion,
es de importancia puesto que esta estrategia replicativa
sugiere la capacidad de poseer la carga genética de
ambos provirus infectantes, lo cual lleva a la formacion
de un virién «heterocigoto». A partir de esta secuencia
replicativa se pueden generar mutaciones™.

El monitoreo de la prevalencia de cepas de VIH me-
diante el establecimiento de una vigilancia sistemati-
ca en diversos grupos de riesgo a través de la region
es de gran importancia. La distribucién de los subtipos
de VIH-1 muestra la diseminacion diferencial de estas
cepas en diversos grupos de riesgo y puede llamar la
atencion hacia la aparicion de epidemias inminentes.

Los resultados obtenidos provienen de estudios de
poblaciones en riesgo de las principales ciudades la-
tinoamericanas realizados en diferentes afios. En al-
gunos paises como Chile y Venezuela, pudo haber un
sesgo durante la obtencién de la muestra poblacional
por lo que no son muestras representativas. En Ecua-
dor, Colombia, Uruguay, Pert y Argentina los trabajos
han sido sostenidos y muestran resultados que se
correlacionan con los datos oficiales que manejan
estos paises. En Paraguay los datos provienen de todo
el pais, los resultados han sido obtenidos durante el
ultimo trimestre del afio 2002 y reflejan la situacion de
la capital y siete ciudades principales?. En Bolivia la
gran mayoria (93%) de las muestras obtenidas provie-
ne de la ciudad de Santa Cruz y pueden no representar
la distribucion real.
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Nuestros resultados muestran que el subtipo B conti-
nla siendo el genotipo prevalente en la mayoria de los
paises estudiados de América del Sur. Se han detec-
tado diferencias menores en las secuencias de los
aminoacidos en la cadena V3 del VIH-1% en el Pert y
en otros paises, lo cual constituye un reporte precoz
en el sistema de vigilancia. En Argentina y Uruguay, el
subtipo F parece ser mas comun, especialmente en
las poblaciones heterosexuales estudiadas. Ademas
la mayoria de los subtipos F estudiados parecen ser
recombinantes de subtipos B/F. Las muestras VIH
positivas fueron enviadas al Laboratorio de
Retrovirologia del Instituto de Investigacion del Ejerci-
to Walter Reed (WRAIR) donde se realiz6 el
secuenciamiento del genoma completo (full genome)
0 pro/RT. Este proceso lleva varios meses y es un pro-
ceso largo, hasta tener el resultado final. Algunos de
los subtipos B son también recombinantes de tipo B/
F. Sin embargo, cabe resaltar que aun para estas ce-
pas recombinantes, su composicion genética varia de
una cepa a otra.

No hemos estudiado poblaciones de Brasil, pero se
han descrito los subtipos B, C, D y F en ese pais*. En
1996, por ejemplo, entre las muestras de donantes de
sangre de Rio de Janeiro 77% de las cepas fueron
subtipo B mientras que el subtipo F se presenté en
14%?*. Por otro lado, entre 1994 y 1997, en un estudio
realizado en el area de Rio Grande del Sur, estado
fronterizo con Uruguay?®, los cientificos brasilefios en-
contraron que 22% de las muestras estudiadas eran
subtipo C. Estos hallazgos son importantes porque
nuestros estudios preliminares en Uruguay mostra-
ron que 2 (3,1%) de los casos VIH positivos corres-
pondieron al subtipo C. Argentina también presento
un caso del subtipo C a diferencia de los paises
andinos donde no hemos encontrado este subtipo.

Ninguna de las poblaciones estudiadas por el NMRCD-
Lima presenté una frecuencia de subtipo C* tan alta
como en esa poblacion del Sur de Brasil*. El tipo C
parece haber sido introducido en el area a través del
uso de drogas intravenosas con la posterior transmi-
sidn a las parejas sexuales femeninas y a la pobla-
cion general. La aparicién de formas recombinantes
circulantes de tipo BF debe preocuparnos e indica que
la vigilancia de los grupos de alto riesgo debe
continuarse en la region de Sudameérica.

Una limitacion de nuestros estudios es que las pobla-
ciones estudiadas por nosotros no incluyeron a los
usuarios de drogas intravenosas. Las drogas
intravenosas son costosas por lo general, y en los
paises andinos donde los estandares de vida no per-

miten adquirir drogas intravenosas, se consumen dro-
gas por via oral o inhaladas

En el caso de Ecuador se han notificado casos de
subtipos recombinantes CRF02_AG* y CRFO01_AE lo
cual debe llamar la atencién del sistema de vigilancia,
puesto que ninguno de estos dos tipos aparece aun
en los paises vecinos. Se ha identificado
recombinantes CRF17_BF en Paraguay y Bolivia!® ade-
mas de Argentina. Futuras publicaciones analizaran
estos resultados y sus implicancias.

Finalmente, todos estos esfuerzos tienen como obje-
tivo final correlacionar el tipo de vacuna a utilizar en las
diferentes poblaciones de riesgo de acuerdo con el
subtipo de VIH predominante en una region.

Si las formas recombinantes contindan diseminandose
en la region, probablemente sera necesario usar las
vacunas multivalentes contra el VIH-1 en Latinoamérica.
En los paises donde se mantenga la distribucién unica
o predominante de un subtipo, el uso de vacunas
monovalentes podria ser suficiente; sin embargo, no
hay datos actuales que sustenten esta afirmacion.

Los datos presentados en este articulo muestran la
importancia de conocer sobre los subtipos presentes
en nuestros paises y cédmo va cambiando el patron
segun se diseminan las formas recombinantes, por
lo que hay aun mucho por estudiar de este tema.
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