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Resumen

El Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) pertenece a la familia Retroviridae existiendo
dos tipos: VIH-1 y VIH-2 filogenéticamente relacionados. Estos difieren en el diagnéstico y
estrategias de tratamiento, siendo de importancia clinica y epidemioldgica conocer el tipo de
VIH en la persona infectada.

En Uruguay, se diagnosticaron en el Ministerio de Salud Publica, 27 casos de VIH-2 en el
periodo 1997-2005.

Objetivo: Actualizar la informacién de infeccibn por VIH-2 en personas con serologia
confirmatoria VIH1/2 positiva, asi como el relevamiento de genotipos circulantes entre los
afios 2012-2017 en Uruguay.

Metodologia: Se parti6 de muestras clinicas (suero y/o sangre total con EDTA) que en los
test seroldgicos confirmatorios por Western Blot VIH-1/2 obtuvieron un resultado reactivo
para VIH-2 en el periodo 2012-2017. Se confirmé la presencia de estos anticuerpos por
Western Blot (WB) especifico para VIH-2. Para el diagnostico molecular se partié de la
extraccion de ADN celular, que fue amplificado por PCR anidada de un fragmento del gen
pol de VIH-2 (258 nt), asi también como una PCR anidada de VIH-1 de un fragmento del
gen gag (424 nt). Los productos amplificados fueron secuenciados en ambas direcciones,
realizando el estudio filogenético con secuencias de referencia para VIH.

Resultados: Veintidés muestras presentaron serologia positiva por WB VIH-2, con un patron
de bandas correspondiente a la presencia de anticuerpos contra proteinas de la envoltura,

capside y de la polimerasa. Siete muestras tuvieron las condiciones adecuadas para ser
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amplificadas desde ADNproviral. Los resultados obtenidos del andlisis filogenético, informan

la pertenencia al subtipo A de dicho virus.

Palabras clave: VIH-2, diagnéstico, genotipo, Uruguay.

Introduccién y Antecedentes

El Virus de Inmunodeficiencia Humana
(VIH) produce una infeccion croénica en la
persona infectada, que sin mediar ningdn
tratamiento, afecta severamente el
sistema inmune, generando el sindrome
de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) en
los avances de la enfermedad (Simon et

al., 2006).

El virus de la inmunodeficiencia humana
pertenece a la familia Retroviridae,

subfamilia  Orthoretrovirinae, género
Lentivirus existiendo dos tipos: VIH-1 y
VIH-2

(ICTV, 2018). Es un virus con envoltura

flogenéticamente  relacionados
lipidica en la que se encuentran espiculas
de glicoproteinas en su superficie y
transmembrana. Presenta capside
icosaédrica conteniendo en su interior 2
monohebras de ARN idénticas de sentido
ARN de

(generalmente Lisina) y 3 enzimas que

positivo, un transferencia

intervienen en el ciclo replicativo:
Retrotranscriptasa (RT), Integrasa (IN) y
Proteasa (PR). EI ARN viral se replica a
través de un intermediario de ADN,
denominado ADNproviral, en las células

que infecta (Alcami y Coiras, 2001).
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El VIH-1 fue caracterizado en 1983 (Barre-
Sinoussi et al., 1983; Gallo et., al 1983),
diseminandose por todo el mundo,
responsable de la pandemia originada en
la década de los ochenta (Sharp y Hahn
2010). El VIH-2 fue descubierto en 1985
(Clavel et al., 1986), siendo endémico en
Africa occidental, actualmente se esta
resto del

extendiendo lentamente al

mundo (Visseaux et al., 2016).

Segun datos del Programa Conjunto de
las Naciones Unidas sobre el VIH/sida
(ONUSIDA) a finales de 2017 habia
36,9
personas infectadas por el VIH en el

aproximadamente millones de
mundo, y en ese afio se produjeron 1,8
millones de infecciones
(ONUSIDA 2018). Se estima que en la

actualidad hay aproximadamente 12.684

nuevas

personas viviendo con VIH en Uruguay

(Ministerio de Salud Publica, 2018).

VIH-2 se

muchos

La circulacion del reportd

inicialmente en paises del
Gambia,
Cabo Verde,

Costa de Marfil, Senegal, Sierra Leona y

continente  africano como

Guinea-Bissau, Ghana,

Nigeria (Maueia et al. 2011).También se
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ha extendido a otros continentes como

Europa principalmente en Portugal,
Francia y Espaia, en Asia, India y en el
continente americano, Estados Unidos y
2011,

La causa del

Brasil (Campbell-yesufu et al.,
Visseaux et al.,, 2016).
mismo puede ser el aumento en la

migracibn de la poblacién, guerras

regionales vy internacionales
(Maueia et al., 2011).

Actualmente el VIH-2 filogenéticamente se

viajes

clasifica en nueve grupos denominados de
la A alal, siendo el grupo A el prevalente
epidemiolégicamente
2016).

(Visseaux et al.,

Los modos de transmision para el VIH-2

son los mismos que para el VIH-1:

transmisiéon sexual, sanguinea Yy
transmision vertical (transmision madre a
hijo) (Simon et al., 2006). Sin embargo, el
VIH-2

transmision y un periodo de incubacion

tiene menor capacidad de
mas prolongado hasta el desarrollo del
SIDA, considerando su ciclo natural sin
intervencion farmacologica (MacNeil et al.,
2007; Alford et al., 2016). En la actualidad
se han demostrado que las cargas virales
de VIH-2 son mé&s bajas que las que
VIH-1 en
similares etapas (Matheron et al., 2003;

Visseaux et al., 2016).

presenta la infeccion por
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Las infecciones por VIH-1 y VIH-2 difieren
en el diagndstico y requieren diferentes
estrategias de tratamiento (Diaz et al,
2005), por lo que es de suma importancia
clinica saber qué tipo de infeccion tiene el
individuo. Asi también para comprender
la transmision,

mejor epidemiologia vy

patogénesis del virus en  zonas

geogréficas donde circulan ambos tipos.

En la década de los 90 la Administracion
de Alimentos y Medicamentos (en inglés:
Food and Drug Administration FDA) validé
el primer ensayo para el diagndstico
serolégico del VIH-2 y el primer sistema
combinado de VIH-1/2 permitiendo la
deteccion simultdnea de anticuerpos para
ambos virus (Constantine et al., 2006). Se
han reportado co-infecciones de VIH-1/2
asi como infecciones individuales por VIH-

2 (Nsagha et al., 2012).

En Uruguay, fueron reportados por el
Laboratorio Nacional de Referencia VIH-
SIDA del Ministerio de Salud Publica, 27
casos de VIH-2 en el periodo 1997-2005.
Dichas infecciones fueron diagnosticadas
y confirmadas por serologia, asi también
como caracterizados molecularmente
estos virus circulantes (Ruchansky, 2009;
Ruchansky et al., 2011).

Dada la importancia a nivel clinico y

epidemioldgico, se plantea en este
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trabajo, actualizar los datos de circulacién
de VIH-2 en Uruguay.

Objetivo

Actualizar la informacién del diagnostico y
genotipificacion de VIH-2 circulante en
Uruguay durante los afios 2012-2017 a
través del uso de diferentes técnicas y

abordajes experimentales.
Materiales y métodos
Poblacion en estudio

Muestras clinicas ingresadas al
Departamento de Laboratorios de Salud
Publica (DLSP) de suero y/o sangre total
anticoagulada con EDTA, cuyos test
confirmatorios Western Blot VIH-1/2 (HIV
BLOT 2.2 MP Diagnostic) hayan resultado
reactivo para VIH-2, entre los afios 2012 a

2017.

Metodologia

Se realiz6 la revision de los patrones de
WB VIH-1/2, seleccionando las muestras
clinicas, que cumplian con los criterios de
inclusion de la poblacién en estudio, las
que fueron conservadas a -70°C hasta el

momento de su procesamiento.
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El andlisis serolégico de las muestras por
WB VIH-2 se realizé con el kit comercial
NEW LAV-BLOT Il (Bio-Rad). Criterio de
positividad: Anticuerpos en bandas de
env+pol+gag.

La extraccion de acidos nucleicos a partir
de sangre total con anticoagulante EDTA
y de plasma, fue realizado con el kit
comercial por columna de silica
(QlAamp® DNA Mini Kit y QlAamp® Viral
RNA Mini Kit).

La amplificaciébn de &cidos nucleicos se
PCR anidada de VIH-1,
extractos de  ADN,

realiz6 por
partiendo de
amplificando el fragmento correspondiente
al gen p17 (posicion 787-1184 en HXB2
(Korber et al., 2014)), con control interno
de un fragmento del gen CCRS5 celular
(Ruchansky, 2009).

Para la RT-PCR y/o PCR Anidada VIH-2
se trabajo con los extractos de ADN y/o
ARN, segun correspondiera, amplificando
un fragmento del gen pol (Posicion 2082 —
2380 en HIV-2rop) (Pieniazek et al., 1998).

Los fragmentos amplificados fueron
analizados en gel de agarosa al 1.5% en
Buffer TBE 0.5X (Tris Borato EDTA)
utilizando GelRed™ (Olerup SSP AB,
Sweden), siendo visualizados en un

transiluminador bajo luz Ultra Violeta (UV).
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Para realizar la secuenciacion
nucleotidica, previamente se purificé el
ADN a partir del gel de agarosa mediante
un Kit comercial (PureLink® Quick Gel

Extraction and PCR Purification Combo

Kit), siguiendo las indicaciones del
fabricante.

El material de ADN amplificado vy
purificado fue secuenciado

automaticamente en ambos sentidos en
un secuenciador Applied Biosystems
3730XL (empresa Humanizing Genomics

Macrogen)

Las secuencias obtenidas fueron
analizadas con el programa Lasergene
(DNASTAR®),
fueron alineadas mediante el programa
MEGA 6 (Tamura et al., 2013) (con

posterior correccién manual), que también

SegMan posteriormente

fue utilizado para realizar los arboles
filogenéticos, los cuales se hicieron sobre
la regibn del genoma secuenciado
obtenido, incluyendo las secuencias de
referencias extraidas de la base de datos
publicos GenBank (Benson, et al., 2005).
Los resultados obtenidos fueron asi
mismo trabajados con el programa HIV

Databases (HIV Databases, 2018).
Resultados y discusion

Resultados Seroldgicos
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Veintidés muestras presentaron serologia
positiva por WB VIH-2, diferenciandose 8
patrones de bandas correspondiente a la
presencia de anticuerpos contra proteinas
de la envoltura, capside y de la polimerasa
(Figura 1).

Ocho muestras fueron agrupadas en el
patrén 1, presentando anticuerpos contra
todas las proteinas de la tira. Dos
muestras fueron agrupadas en el patréon 2,
presentando todos los anticuerpos contra
las proteinas de la tira excepto gp36.
Cinco muestras fueron agrupadas en el
patron 3, presentando todos los
anticuerpos contra las proteinas de la tira
excepto gp36 y gpl40. Dos muestras
fueron

agrupadas en el patréon 4,

presentando los anticuerpos contra las
proteinas de la tira p26, p34, p68 y gp105.
Una muestra fue agrupada en el patréon 5,
presentando los anticuerpos contra las
proteinas de la tira p26, p34, gpl05 y
gp140. Una muestra fue agrupada en el
patron 6, presentando todos los
anticuerpos contra las proteinas de la tira
excepto plé y gpl40. Dos muestras
fueron

agrupadas en el patron 7,

presentando los anticuerpos contra las
proteinas de la tira p26, p34 y gp105. Una
muestra fue agrupada en el patron 8,
presentando los anticuerpos contra las

proteinas de la tira p26, p34, gp36 y p68.
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Figura 1. Patrones de bandas WB VIH-2 de anticuerpos presentes en las muestras
analizadas .Patron 1: gpl140, gpl05, p68, p56, gp36, p34, p26, pl6, Patrén 2: no esta
presente gp36, Patrén 3: no esta presente gp36 y gpl40, Patrén 4: gpl05, p68, p34, p26.
Patron 5: gpl140, gpl05, p34, p26. Patrén 6: gpl05, p68, p56, gp36, p34, p26. Patrén 7:
gpl105, p34, p26. Patrén 8: p68, gp36, p34, p26

Resultados moleculares

Siete muestras tuvieron las condiciones
adecuadas para ser amplificadas desde
ADNproviral, todas presentaron una
confirmacién  molecular por  VIH-2
mediante una PCR anidada amplificando
un fragmento del gen pol (Posiciéon 2082 —
2380 en HIV-2rop) y ademas una muestra
presenté confirmacion molecular por PCR
anidada VIH-1 amplificando el fragmento
correspondiente al gen pl7 (posicién 787-

1184 en HXB2) (Tabla 1).

Andlisis filogenéticos

Las secuencias utilizadas en el analisis
filogenético incluyeron 4 secuencias
pertenecientes al fragmento amplificado
de la region del gen pol y secuencias de
referencia presentes en la base de datos
GenBank.

alineadas y corregidas manualmente para

Dichas secuencias fueron

posteriormente realizar el arbol

filogenético (Figura 2).

\nﬂ Asociacién de Universidades “"‘«z, U N C U YO LS /‘“@J\ 208

(— —J
& \% GRUPO MONTEVIDEO

[i
"=, UNIVERSIDAD
\,, NACIONAL DE CUYO

CENTENARIO

DE LA REFORMA UNIVERSITARIA




XXVI jj I A 100 ANOS DE LA REFORMA UNIVERSITARIA:

JORNADAS DE JOVENES SABER TRRACELIBRE
INVESTIGADORES AUGM
Universidad Nacional de Cuyo | Mendoza | Argentina 17, 18 y 19 de octubre de 2018

13 ACIgsucCulsw —

|
-
b
f
'
"
o
O
o
-
&
@

3
) © O O »w O O 0 O O
< m - K

x PEI2 U22047

S Ves

»

N xSY Josans

NASROD M15360 A

M x MCN13 AYE0S259

»

-

W B8 FG J03a%4

W xMDS ZegTN

UY 15 6941

UY 17 77621A

UY 16 004 Uy
Uy 126077 —

'_G Clx ADTHS AF208027
U FR 88 12038 AYS082s
81 b U 9812034 S30889 AB

AB.CLSO TI12A L268T4

pr——— 8 )P 01 KR020 AB 100245
B.CixENO V2720

(1] B.GH 22 D20% xE124 B
B CIE3 UCT LOTE2S -

Figura 2. Arbol filogenético obtenido por método neighbor-joining de las secuencias en la
region del gen pol de VIH-2. Las muestras analizadas en este trabajo estan representadas

en color rojo. Se indican valores de bootstrap =60.
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Tabla 1. Muestras analizadas en este estudio, de acuerdo a las siguiente variables: Patron
WB VIH-2 definidos en figura 1, ID (afio de toma de muestra /n° muestra), PCR VIH-2, PCR
VIH-1, Genotipo VIH-2 y Genotipo VIH-1. s/d: Sin dato.

PATRON WB PCR GENOTIPO GENOTIPO
VIH-2 ID VIH-2 | PCR VIH-1 VIH-2 VIH-1
17/77521A
16/004 POSITIVO | NEGATIVO A s/d
15/6941
1 12/6077
17/1127
17/888 s/d s/d s/d s/d
14/1149
14/187
5 17/1253 | POSITIVO |NEGATIVO
15/211
13/1645 o/ </
13/136 s/d s/d
3 13/79
12/1712
12/1645 |POSITIVO| POSITIVO s/d B
4 13/455 | POSITIVO |[NEGATIVO o/d o/d
13/414 s/d s/d
5 12/1547 s/d s/d s/d s/d
6 12/1606 s/d s/d s/d s/d
¥4 12/1636 s/d s/d s/d s/d
16/920
8 13/252 s/d s/d s/d s/d
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Discusioén

La Técnica de WB VIH-1/2, ha sido el
punto de inicio de la deteccién de
pacientes con anticuerpos VIH-2 en
nuestra poblacién, determinando el
algoritmo propuesto en el trabajo para su

confirmacion.

De las metodologias directas utilizadas, la
amplificacion de ADNproviral por PCR-
Nested fue la mas eficiente, no
obteniéndose buenos resultados de la
amplificacion de ARN viral por RT-PCR.
Pensamos que esto pudo deberse a que
las muestras no habian sido preservadas
en condiciones 6ptimas para el

mantenimiento del ARN.

Se observa la presencia de una co-
infeccion VIH1- VIH2, que respalda los
reportes a nivel internacional de la
presencia de estos dos tipos virales co-

circulando en un mismo individuo.

De todas las muestras amplificadas
pudieron ser secuenciadas solamente 4,
de las 3 restantes no se obtuvo
concentracion minima para realizar el
ensayo.

De acuerdo a los resultados obtenidos
(Tabla 1) se sigue observando la

circulacién de VIH-2 en Uruguay, siendo
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su prevalencia baja pero regular a lo largo

de los afos.
Conclusiones

La circulacion de VIH-2 sigue
manteniéndose en Uruguay (Ruchansky et
al., 2011) con casos serolégicamente
positivos, que al ser -caracterizados
molecularmente confirman la circulacion
VIH-2 del grupo A.

Se destaca en este trabajo la necesidad
de seguir monitorizando la circulacién de
VIH-2  serolégica y molecularmente
aportando a los perfiles de circulacion de
este virus iniciaimente confinado a Africa

occidental.
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	Figura 2. Árbol filogenético obtenido por método neighbor-joining de las secuencias en la  región del gen  pol de VIH-2. Las muestras analizadas en este trabajo  están representadas en color rojo. Se indican valores de bootstrap ≥60.

