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Resumen

Objetivo: El objetivo de este estudio es analizar la prevalencia de los diferentes subtipos del VIH-1 en pacien-
tes gestantes de la Comunidad Balear.

Meétodos: Se incluyeron de forma retrospectiva todas las gestantes seropositivas para el VIH-1 genotipadas en
el Servicio de Microbiologia y la Unidad de Secuenciacion del Hospital Universitario Son Dureta, entre los
afios 2005 y 2010, en total 45. Durante el seguimiento se realizé la cuantificacion de la carga viral, el recuen-
to de linfocitos T CD4+ y el genotipado mediante la secuenciacion el gen pol del VIH-1. Las secuencias
FASTA obtenidas fueron analizadas con la plataforma informatica HIVDB Program de la Universidad de
Stanford.

Resultados: De las 45 gestantes incluidas en el estudio, 26 (57,8%) presentaban un subtipo B y 19 (42,2%) un
subtipo no B, siendo mas frecuentes las formas recombinantes (CRFs) (68,8%).

Conclusion: La introduccion de subtipos no B en la comunidad balear es importante y el analisis de estas
variantes en la poblacion embarazada es de gran utilidad para monitorizar la entrada en nuestro pais de varian-
tes nuevas con implicaciones epidemiologicas y terapéuticas.
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Abstract

Aim: The aim of this study was to asses the prevalence of HIV-1 subtypes in pregnant women in the Balearic
Community.

Methods: We retrospectively included all HIV-1 seropositive pregnant women genotyped in the Service of
Microbiology and the Sequencing Unit of the University Hospital Son Dureta between 2005 and 2010 (n=45).
During the follow-up, quantification of viral load, CD4+ T lymphocytes count and genotyping of HIV-1 throw
sequencing of pol gene, were performed. FASTA sequences were analyzed using the HIVDB Program of the
Stanford University.

Results: From a total of 45 HIV-1 seropositive women included, 26 (57.8%) were infected with clade B HIV-
1 whereas in the remaining 19 (42.2%,) sequencing studies shown a non-B viral subtype, being the circulating
recombinant forms (CRFs) the most frequent (68.8% of the non-B subtypes).

Conclusion: HIV-1 non-B subtypes have spread in our community. Analysis of these variants in the pregnant
woman population could be a useful tool for monitoring the entry in our community of new forms with epi-
demiological and therapeutic consequences.
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Introduccion

El virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1
(VIH-1), al igual que otros virus con ARN, presenta
alta variabilidad genética in vivol. Este hecho esta
mediado por mecanismos moleculares que incluyen
mutaciones, recombinaciones y frecuentes deleciones
e inserciones?. Esta evolucion ha dado lugar a tres
grandes grupos: M, O y N. Los virus mas prevalentes
pertenecen al grupo M, y se subdividen en nueve sub-
tipos (A, B, C, D, F, G, H, J y K)3. Se ha observado
que algunas variantes del VIH-1 no pueden ser consi-
deradas como subtipos, siendo lo que se conoce como
formas circulantes recombinantes (CRF), de las que,
hasta el momento, se conoce al menos cuarenta y tres.
Cuando estos variantes recombinantes se detectan en
individuos aislados se denominan formas recombi-
nantes unicas (URF)4.

El subtipo predominante en paises industrializados
como Espaiia es el subtipo B. El resto de subtipos dis-
tintos del B y las formas recombinantes son mayori-
tarios en paises en vias de desarrollo, sobre todo en
Africa subsahariana, donde se acumula el mayor por-
centaje de los mas de 36 millones de infectadoss

(Fig.1).

Figura 1. Distribucion mundial de los diferentes subtipos
del VIH-1

La diversidad genética del VIH-1 supone un desafio
tanto desde el punto de vista de salud publica como
por sus implicaciones clinicas, teniendo en cuenta
que en la ultima década la prevalencia de la infeccion
por virus del subtipo no B se ha incrementado en pai-
ses como Francia, Bélgica, Espafia y Suiza®9, en gran
parte debido al aumento de la inmigracion prove-
niente de areas endémicas del VIH-110.

Por estos motivos, realizamos este estudio para
conocer la prevalencia de los diferentes subtipos en
una poblacion multiétnica de pacientes embarazadas
infectadas por el VIH-1, dado su interés como pobla-
cion centinela, por la oportunidad que ofrece la ges-
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tacion de controlar a pacientes que, de otra forma,
podrian permanecer al margen del sistema sanitario.

Pacientes y métodos
Pacientes

Se incluyeron de forma retrospectiva en el estudio
todas las gestantes seropositivas para el VIH-1 proce-
dentes de los diferentes hospitales de la Comunidad
Balear, estudiadas en el Servicio de Microbiologia y
la Unidad de Secuenciacion del Hospital
Universitario Son Dureta, entre los afios 2005 y 2010,
en total 45. Durante el seguimiento se realiz6 la cuan-
tificacion de la carga viral, el recuento de linfocitos T
CD4+y el genotipado para la determinacion de muta-
ciones de resistencia a los farmacos antirretrovirales
y para la tipificacion del virus infectante.

Métodos

Se extrajeron dos muestras de sangre en tubos con
anticoagulante (EDTA). Un tubo se envi6 al labora-
torio de Inmunologia para la determinacion de los
linfocitos CD4+ y el otro al de Microbiologia, donde
se separo el plasma, que fue congelado a -80°C hasta
su posterior utilizacion. La determinacion de la carga
viral se realiz6 en el laboratorio de Microbiologia
Molecular del Servicio de Microbiologia del Hospital
Son Dureta, mediante la técnica Versant® HIV-1 RNA
3.0 (Siemens Healthcare Diagnostics, Barcelona). La
determinacion de los linfocitos T CD4+ se realizo en
el laboratorio de inmunologia del Hospital Son
Dureta mediante la técnica de la cuantificacion de la
subpoblacion celular T CD4+, mediante citometria de
flujo (FC 500 Beckman Coulter).

El genotipado de las muestras se realizd en la
Unidad de Secuenciacion del Hospital Son Dureta.
En primer lugar se realizo la extraccion de ARN viral
con el sistema comercial QIAamp® Viral RNA Mini-
Kit (Izasa, Barcelona).

Una vez extraido el ARN se hizo la retrotranscrip-
cion y posterior secuenciaciéon con el sistema
Trugene® HIV-1 Genotyping Test (Siemens) y, por
ultimo, realizamos la secuenciacion del gen pol del
virus con el secuenciador Long-Read Tower
(Opengene System), también de Siemens. El analisis
filogenético las secuencias obtenidas se realizo con la
plataforma informatica de la Universidad de Stanford
(http://hivdb.stanford.edw/).
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Subtipo B (n=26)

Subtipo no B (n= 19)

CRF02_AG | CRF06_CPX | CRFO1_AE | CRF12_BF G F c
[Espana 21 (80,8%) 1(5,.2%)
[Africa Subsahanana 2(7,7%) 9(47,3%) | 2(10,5%) 3 (15,8%)

Sudamérica 1(3,8%) 1(5.2%)

[Europa del este 2(7,7%) 1(5,2%) 2 (10,5%)

Tabla I : Distribucion de subtipos del VIH-1 segun procedencia

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se ha utilizado el paque-
te estadistico SPSS 17.0. En general, se ha realizado
un analisis no paramétrico de los datos. Para las
variables categoricas del estudio se describieron las
frecuencias absolutas o relativas. En el caso de varia-
bles continuas se tipificaron mediante el calculo de la
mediana y el rango.

Las diferencias en las variables cuantitativas (edad,
carga viral y nimero de CD4+) en funcién del geno-
tipo se analizaron mediante la prueba no paramétrica
de U de Mann-Whitney. La asociacion de las varia-
bles categoricas segun el genotipo se estudid con la
prueba de la chi cuadrado o la prueba exacta de
Fisher, en funcion de la distribucion estadistica de los
datos. Todos los valores de p reportados son de dos
colas y se consideran valores significativos cuando
p<0,05.

Resultados

Cuarenta y cinco mujeres embarazadas, con una
mediana de edad de 29 afios (17-42) fueron incluidas
en el estudio, de las cuales 22 (48,9%) eran espafio-
las y 23 (51,1%) eran extranjeras. En el momento del
analisis, la mediana de la carga viral era de 3,8 log!?
copias ARN/mL (2,9-5,3 log!0 copias ARN/mL) y la
mediana de linfocitos T CD4+ de 298 cel/L (25-1640
cel/pL).

En el analisis filogenético del gen pol del VIH-1 se
determind que 26 gestantes (57,8%) presentaban el
subtipo B y 19 (42,2%) un subtipo no B (tabla 1).
Dentro de las gestantes con subtipo B, 21 (80,8%)
eran espanolas, 2 (7,7%) africanas, 2 (7,7%) de
Europa del Este y 1 de América latina (3,8%).
Respecto a los subtipos no B, los mas frecuentes

correspondieron a las formas recombinantes CRFs
[un total de 13 (68,4%)], de las cuales 9 (47,3%) eran
CRF02_AG, 2 (10,5 %) CRF06_CPX, 1 (5,5%)
CRF12 BF y 1 (5,5%) CRFO1_AE. La procedencia
de las pacientes en las que se detectaron CRFs era, en
su mayoria, el Africa subsahariana. De los otros sub-
tipos no B detectados, 3 (15,8%) pertenecian al sub-
tipo G y correspondieron también a mujeres africa-
nas, 2 (10,5%) eran del subtipo F y se detectaron en
mujeres precedentes de paises del este europeo. Tan
solo una gestante, que presentaba un subtipo C
(5,2%), era de origen espaiiol

En el momento del analisis no se observaron diferen-
cias respecto a la edad, carga viral o linfocitos CD4+
en funcion de si las gestantes presentaban un subtipo
B o no. Sin embargo, al comparar los niveles de carga
viral y linfocitos CD4+ entre gestantes en tratamien-
to antirretroviral y gestantes que no lo habian recibi-
do (naives), se observa una tendencia a presentar
cifras mas bajas de linfocitos CD4+ y cargas virales
mas elevadas en el grupo de gestantes con subtipo no
B sin tratamiento (p=0,052 y 0,22, respectivamente),
la mayoria de las cuales eran de procedencia africana
(tabla 2). Respecto al tratamiento, del total de gestan-
tes subtipadas 20 eran naives (44,4%) y 25 estaban
tomando tratamiento antirretroviral.

Discusion

El subtipado del VIH-1 es una importante herra-
mienta tanto para describir nuevos aislados como
para monitorizar los cambios geograficos en la epi-
demia global por el VIH-1. Conocer como se distri-
buyen los subtipos no B en una determinada area geo-
grafica nos da una informacion importante acerca de
las caracteristicas epidemioldgicas y de las estrate-
gias de prevencion.
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Total grupo Sin tratamiento
Carga vial CDa+ % recibiendo TARGA (n) Carga viral CDa+
(log 1o ARN gopiasiml) (célulasfuL) (log 0 ARN gopiasiml) | (célulasful)
Subtipo B 382953 345 (35-1640) 54% (14) 352949 374 (85-1440)
Subtipo no B 11652 275 25-799) 58% (11) 14352 246 (55-382)
P 052 0,09 079 022 0,052

Tabla II. Niveles de carga viral y de linfocitos T CD4+

Una de las caracteristicas observadas en nuestro
estudio es la elevada prevalencia de subtipos no B
detectados en la poblacion gestante (42,2%), la
mayoria formas recombinantes CRFs presentes en
mujeres procedentes de Africa subsahariana. Este
hecho requiere una reflexion: bajo esta perspectiva, la
poblacion de gestantes no nos serviria como repre-
sentativa de la distribucion de los subtipos en la
poblacion general, ya que existen un evidente sesgo
de seleccion (es mas probable que una mujer de pro-
cedencia africana quede al margen del sistema sanita-
rio en tanto no sea gestante, lo que no ocurriria con
otros grupos poblacionales). Ademas, algunos estu-
dios recientes estiman la prevalencia actual de subti-
pos no B entre un 15% y un 20%!1.12 en pacientes con
infeccion reciente. Sin embargo, esta poblacion si que
tiene un importante papel para la deteccion de varian-
tes virales distintas de subtipo B que, de otra forma,
no se detectarian, si tenemos en cuenta que la gran
parte de estos subtipos estan presentes en poblacion
inmigrante que, por sus especiales caracteristicas
socioeconémicas, pueden quedar fuera del sistema
sanitario pero que, desde el punto de vista epidemio-
logico podrian diseminarlos en la poblacion.

Aunque este estudio presenta una serie de limita-
ciones respecto al nimero de gestantes incluidas en
¢l, si que es interesante resaltar que en el grupo de
pacientes con subtipo no B sin tratamiento antirretro-
viral mostraron una tendencia a presentar niveles de
carga viral mas elevados y un numero de linfocitos
CD4+ mas bajos que las gestantes con subtipo B nai-
ves. A pesar de que no encontramos diferencias signi-
ficativas, estos datos nos sugieren una falta de infor-
macién y control en las pacientes extranjeras, sobre
todo aquellas que proceden del Africa subsahariana,
que representan un 73% del total de gestantes con
subtipos no B no tratadas, datos similares han sido
descritos por Akouamba et al!3.

En conclusion, este estudio demuestra que los sub-
tipos no B del VIH-1 se han introducido en nuestra
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comunidad y que el analisis de estas variantes en la
poblacion embarazada es de gran utilidad para moni-
torizar la entrada de variantes nuevas en nuestro pais
y adoptar las medidas de control pertinentes.
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