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Historia del articulo: Introduccion y objetivo: Las secuencias de proteasa y transcriptasa reversa del VIH-1 aportan una infor-
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Aceptado el 24 de noviembre de 2014

) los antirretrovirales. En nuestro estudio la hemos utilizado para evaluar las cadenas de transmision, la
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transmisién de resistencias entre ellos, y para conocer la distribucién espacial de los diferentes subtipos
utilizando técnicas de georreferenciacion.
Métodos: Hemos estudiado 693 pacientes diagnosticados de VIH-1 durante el periodo 2005-2012, todos
ellos residentes en Andalucia Oriental. La secuencia del gen pol (transcriptasa reversa y proteasa) se
Cluster P ® . . e . . . . . A
Filogenia genero utilizando Trugene HIV Genotyp.mg Kit (Sl.er.nens, NAD). La historia evolutiva fu<.3 mferlda? a tra\{es
Filogeografia de MEGA 5.2 mediante el método de Neighbor-Joining. Para la filogeografia y el estudio de resistencias
utilizamos ArcGIS y REGA.
Resultados: Doscientos noventa y ocho pacientes se asociaron en 77 clusters diferentes. La mayoria de los
cluster estaban formados por parejas (n=49), de hombres que practican sexo con hombres (n=26), de
nacionalidad espafiola (n=37), con una edad menor a 45 afios (73,5%). Las areas de mayor heterogeneidad
de subtipos fueron el drea metropolitana de Granada y las zonas de costa de Almeria y Granada. Hemos
encontrado 5 cluster con mas de 10 individuos. En 15 cluster detectamos mutaciones de resistencia.
Conclusiones: Presentamos datos que demuestran que el estudio epidemiolégico de los diferentes clusters
de transmisién de VIH mediante andlisis filogenético se presenta como una herramienta potente y de gran
utilidad para la vigilancia y control epidemiolégico de la propagacién del VIH, que puede ayudar a disefiar
actuaciones eficaces para prevenir la diseminacién del VIH.
© 2015 Elsevier Espafia, S.L.U. y Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia
Clinica. Todos los derechos reservados.
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Methods: A study was conducted on 693 patients diagnosed between 2005 and 2012 in Southern Spain.
Protease and reverse transcriptase sequences were obtained for resistance to cART analysis with Trugene®
HIV Genotyping Kit (Siemens, NAD). MEGA 5.2, Neighbor-Joining, ArcGIS and REGA were used for subse-

quent analysis.

Results: The results showed 298 patients clustered into 77 different transmission events. Most of the
clusters were formed by pairs (n=49), of men having sex with men (n=26), Spanish (n=37), and below
45 years of age (73.5%). Urban areas from Granada, and the coastal areas of Almeria and Granada showed
the greatest subtype heterogeneity. Five clusters were formed by more than 10 patients, and 15 clusters
had transmitted drug resistance.

Conclusions: The study data demonstrate how the phylogenetic characterization of transmission clusters
is a powerful tool to monitor the spread of HIV, and may contribute to design correct preventive measures

to minimize it.

© 2015 Elsevier Espafia, S.L.U. and Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia

Clinica. All rights reserved.

Introduccion

La infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
ha pasado de ser una pandemia controlada a experimentar un incre-
mento en el nimero de casos en paises con un nivel econémico
y sanitario adecuado, especialmente en determinados colectivos,
como en el de hombres que tienen sexo con hombres (HSH)!'~>.
Los cambios de comportamiento, consecuencia de vivir en una era
de terapia antiviral eficiente, han contribuido al incremento de
la propagacién del VIH. El resultado de estudiar la asociacién de
la diversidad viral con diferentes parametros demograficos evi-
dencia una epidemia muy compartimentada, determinada por las
caracteristicas sociales y los habitos de comportamiento de estos
pacientes®.

La epidemiologia molecular, a través del estudio de las carac-
teristicas de clusters bien definidos’~1%, puede ayudar a controlar
estas subepidemias. El uso de técnicas de andlisis filogenético
en grandes estudios de cohorte para el control de la propaga-
cién del VIH se plantea como una potente herramienta de alerta
epidemiolégica, tanto para la contencién de cadenas de transmi-
sién de VIH, en donde el virus se puede estar transmitiendo a
una alta velocidad®'°, como para el control de la propagacién de
mutaciones de resistencia (TDR) dentro de grupos donde existe
un especial riesgo de transmisiéon. Ademas, otras herramientas
utilizadas en la filogeografia, como la georreferenciacién, permi-
ten situar espacialmente los diversos integrantes que conforman
las diferentes cadenas de transmisién y asi poder analizar las
zonas geograficas donde existe una mayor recombinacién para el
VIH.

Cada vez es mayor el nimero de investigaciones que utilizan las
técnicas de analisis filogenético en estudios de cohorte, analizando
la situacién local, con el objetivo de poder establecer las adecua-
das medidas de contencién''-14, Sin embargo, en Espaiia existen
pocos estudios que aborden este problema mediante métodos de
epidemiologia molecular. Nuestro centro sirve de referencia para el
estudio de resistencia a antirretrovirales a toda el area de Andalucia
Oriental (Granada, Almeria y Jaén). Disponemos de informacion de
la secuencia del gen pol (transcriptasa reversa y proteasa), infor-
macién que se encuentra ligada a datos clinicos a través de un
grupo colaborativo con las unidades de enfermedades infeccio-
sas. Por ello, en este escenario nos hemos planteado describir el
panorama actual del VIH en Andalucia Oriental mediante el estu-
dio epidemiolégico pormenorizado de las diferentes cadenas de
transmisién de VIH, prestando especial interés a aquellas con resis-
tencias a los farmacos antirretrovirales. Como objetivo secundario
hemos analizado la heterogeneidad existente entre los diferentes
subtipos que integran los clusters, a través de la representacién
espacial de estos subtipos mediante técnicas de georreferencia-
cion.

Pacientes y métodos

El estudio ha incluido a 693 pacientes naive, nuevos diagnoésti-
cos de VIH de los hospitales de Granada, Almeria y Jaén, durante el
periodo 2005-2012. De estos pacientes disponiamos de una secuen-
cia fasta del gen pol (posiciones 4-99 de la proteasa y 38-247 de
la transcriptasa reversa), obtenidas utilizando el ensayo Trugene®
HIV-1 Genotyping Kit (Siemens [NAD]).

Estas secuencias fueron procesadasy alineadas utilizando MEGA
5.215, utilizando el método de Neighbor-Joining para inferir la
historia evolutiva. Para su representacién, el arbol filogenético
bootstrap (medida de soporte y fiabilidad para los diferentes nodos
de cada uno de los clusters) de consenso fue inferido a partir
de 1.000 réplicas. Las ramas pertenecientes a los clusters con un
valor de bootstrap inferior al 80% de las réplicas fueron elimina-
das. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método
de Kimura 2 pardmetros. La tasa de variacién entre sitios fue
modelada con una distribucién gamma equivalente a 2,1, utili-
zando FindModel para modelar la evolucién nucleotidica. Para la
construcciéon de un modelo resumido del arbol filogenético gene-
rado en MEGA 5.2 utilizamos FigTree v. 1.4.0 (disponible en:
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree).

Serealiz6 un estudio epidemiol6gico pormenorizado de los clus-
ters con un valor de bootstrap superior al 85%, analizando los
siguientes parametros demograficos, clinicos y virolégicos: fecha
de nacimiento, afio de diagnéstico de VIH, hospital de referencia,
sexo, mecanismo de transmisién de VIH, subtipo, pais de naci-
miento y lugar de residencia actual.

Para el analisis de las resistencias asociadas a los clusters hemos
utilizado las mutaciones de la lista de la OMS'6 y el algoritmo de
interpretacion de resistencias de la Universidad de Stanford!”. La
determinacién del subtipo viral se realizé utilizando REGA HIV-1
Subtyping Tool v. 2.0'8. Para la georreferenciacién de los diferen-
tes subtipos VIH de los pacientes incluidos en todos los clusters
utilizamos ArcGIS Explorer Desktop Esri®, un visor con sistema
de informacién geografica, que nos permitié realizar un analisis
espacial, de proximidad y la edicién de un mapa personalizado, en
nuestro caso, para el estudio de zonas geograficas con una mayor
prevalencia y heterogeneidad de subtipos.

Resultados

Los pacientes estudiados fueron mayoritariamente hombres
jovenes (41 afios), HSH (51,5%), nativos espaifioles (65,5%), que resi-
den en la zona de Granada (43,7%) o Almeria (36,9%) y que estan
infectados por subtipos B (65,2%).

De las 693 secuencias utilizadas para generar el arbol filogené-
tico, 298 (43%) se agruparon en 77 clusters diferentes, con un valor
medio de bootstrap de 97,12%. La gran mayoria de estos estaban
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formados por pares (63,7%), fundamentalmente por pares de HSH
(53,1%).

Las caracteristicas clinicas, viroldgicas y demograficas de los
pacientes se muestran en la tabla 1. Existieron diferencias estadis-
ticamente significativas entre los pacientes asociados en cluster y
los que no lo estaban. En concreto, la asociacion en cluster fue mas
frecuente en hombres (p =0,02), espafioles (p=0,01), con una edad
menor de 35 afios (p=0,01), residentes en Granada (p =0,03),conun
nimero de CD4 mayor de 350 (p <0,001), homosexuales (p <0,001)
y que no presentaban mutaciones de resistencia a antirretrovirales
de primera linea (p=0,01).

El 48% de los clusters estaba formado por nativos espafioles,
el 23% incluia alglin extranjero entre sus integrantes y solo el

3% estaba compuesto integramente por extranjeros. Se localiza-
ban mas frecuentemente entre pacientes con menos de 45 afios
(73,5%), que viven en el area metropolitana de Granada (31,6%). En
Andalucia Oriental los episodios de transmisién se producen mas
frecuentemente entre pacientes infectados con subtipos B (66%),
y el 22% se producen entre subtipos no B. El 12% restante se pro-
dujo entre pacientes infectados con diferente subtipo (subtipo B 'y
recombinante B-D).

Hemos detectado transmision de mutaciones de resistencia para
farmacos antirretrovirales de primera linea en 15 clusters diferen-
tes, generalmente en los de tamafio pequefio. Para los anilogos
de nucleésidos se detectaron mutaciones en 3 clusters diferen-
tes frente a analogos de timidina (TAMS, M41L; D67N+K219Q;

Tabla 1
Caracteristicas clinicas, demograficas y virolégicas de los pacientes incluidos en cluster vs. pacientes fuera de cluster
Pacientes, n (%) p
Global, 693 (100) En cluster, 298 (43) Fuera de cluster, 395 (57)

Sexo
Mujer 147 (21,2) 51(17,1) 96 (24,3) 0,02
Hombre 528(76,2) 242 (81,2) 286 (72,4)
Desconocido 18 (2,6) 5(1,7) 13(3,3)

Nacionalidad
Espafiola 454 (65,5) 220(73,8) 234 (59,2) 0,01
No espafiola 188(27,1) 71(23,8) 117 (29,6)
Desconocida 51(7,4) 7(2,3) 44 (11,1)

Edad, afios
<35 173 (26,1) 101(33,9) 72 (18,2) 0,01
35-45 256 (36,9) 118 (39,6) 138(34,9)
>45 223(32,2) 79 (26,5) 144 (36,5)
Desconocida 41(5,9) 0 41(10,4)

Localidad
Almeria 256 (36,9) 96 (32,2) 160(17,1) 0,03
Granada 303 (43,7) 49 (50) 154 (39)
Motril 49(7,1) 24 (8) 25(6,3)
Jaén 70(10,1) 29(9,7) 41(10,4)
Desconocida 15(2,3) 0 15(3,8)

Afio
2005-2006 48 (7,2) 19(6,4) 29(7,3) 0,12
2006-2007 50(2,9) 13(4,4) 37(94)
2007-2008 100 (14,4) 41(13,8) 59(14,9)
2008-2009 83(12) 31(10,4) 52(13,2)
2009-2010 142 (20,5) 72 (24,2) 70(17,7)
2010-2011 60 (8,7) 26(8,7) 34(8,6)
2011-2012 102 (15) 48 (16,1) 54(13,7)
2012-2013 101 (15) 48 (16,1) 53(13,4)
Desconocido 7(1) 0(0) 7(1,8)

Carga viral
<10.000 133(19,2) 51(17,1) 82(20,8) 0,8
10.000-100.000 277 (41,8) 129 (43,3) 148 (37,5)
>100.000 236 (34,1) 110(37) 126 (31,9)
Desconocida 47 (6,8) 8(2,7) 9(9,9)

CD4
<200 182 (16,5) 54(18,1) 128 (32,4) <0,001
201-350 146 (21,1) 63(21,1) 83(21)
>350 274 (39,5) 148 (49,7) 126 (31,9)
Desconocido 91(13,1) 33(11,1) 58 (14,7)

Mecanismo de transmision
UDVP 102 (14,7) 26(8,7) 76 (19,2) <0,001
HTX 273 (39/4) 123 (41,3) 150 (38)
MSM 216 (31,2) 146 (49) 70(17,7)
Desconocido 102 (14,3) 3(1) 99 (25,1)

Mutaciones de resistencia
Si 76 (11) 22(7,4) 54 (13,7) 0,01
No 617 (89) 276 (92,6) 341(88,6)

Subtipo
Subtipo B 452 (65,2) 202 (67,8) 250(63,3) 0,8
Subtipo no B 211(34,8) 96 (32,3) 115(36,7)

En negrita, asociaciones con significacién estadistica.
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Cluster de 2 individuos

Cluster de 10 o mas individuos

Figura 1. Representacion esquematica en FigTree v. 1.4.0 de los diferentes cluster
de transmision del arbol filogenético consenso.

K70R, respectivamente), en 2 cambios en la posicion M184 (M184l,
en uno; M184V, en otro), en un cluster se detect6 la revertiente
T215L, y en otro, la combinacién D67E + F77L. Las mutaciones para
los NNRTI fueron las mas frecuentes, detectindose en un total de
7 clusters; su distribucién fue la siguiente: K101E; V179D; P225H;
V90I+Y181C+H221Y; K103N; V179E; E138A+V179D. Finalmente,
5 clusters mostraron mutaciones de resistencia en la proteasa: M46I
(3 clusters) y L90M (2 clusters), y 2 clusters mostraron mutaciones
de resistencia frente a mas de una familia de antirretrovirales.
Hemos detectado 5 cadenas de transmisién en las que estaba
incluido un ndmero igual o mayor a 10 pacientes, que repre-
sentaban un 16% de los individuos de nuestra cohorte y estaban
integrados por 113 individuos. La tabla 2 muestra las principales
caracteristicas de cada uno de estos clusters, y las figuras 1y 2,
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Figura2. Valoresde bootstrap (de 0a100%) de los diferentes clusters de transmisién
del arbol filogenético consenso.

el arbol filogenético de la poblacién estudiada. En Andalucia, los
clusters con mayor repercusién epidemiolégica y que involucran
extranjeros entre sus integrantes (Europa del Este, América Latina,
Africa) son todos de poblacién HTX y con subtipos no B; en cambio,
los que involucran individuos espafioles son todos de poblacién
HSH y con subtipo B. Cabe destacar, por su nimero, una cadena
de transmisiéon formada por 58 HSH de nacionalidad espafiola que
se inicia en el afio 2007 e incorpora individuos hasta el afio 2012,
y otro de 21 pacientes HTX formado por varones de nacionalidad
espafiola y mujeres de nacionalidad rusa, localizado en la provin-
cia de Almeria. Asimismo, destaca también un cluster formado por
12 pacientes de Senegal, Mali, Nigeria, Ghana y Guinea, en el que
se detecta la transmisién de M184V y V179D, con resistencia a los
analogos de primera linea emtricitabina y lamivudina, y resistencia
de bajo nivel a abacavir.

Las areas de mayor prevalencia de VIH por km? se corres-
pondian, a su vez, con las zonas en las que existia una mayor
heterogeneidad de subtipos, destacando la zona metropolitana de
Granada y las zonas de costa de Almeria y Granada. Los indivi-
duos que estaban localizados en estas areas mostraban, a su vez,
una mayor agregacion, basandonos en la distancia entre individuos
que nos facilitaba el visor con sistema de informacién geografica de
ArcGIS. Estos datos se representan graficamente en la figura 3.

Discusion

En Andalucia Oriental, la asociacién en clusters entre pacientes
coninfeccién por VIH ocurre con mayor frecuencia en pares de HSH,
espafioles, residentes en Granada, con menos de 35 afios, y con
menor prevalencia de transmisién de mutaciones de resistencia.

Los datos aportados en este estudio son similares a los descri-
tos en otras series®, que también comunican una clara tendencia
a la agrupacion de los clusters entre pares de HSH. El hallazgo de
grandes cadenas de transmisién, encontradas con mayor frecuencia
en HSH jovenes, evidencian en determinados colectivos una rapida
y eficaz propagacion del VIH. Yebra et al.” demuestran cémo en
la Comunidad de Madrid se produce una mayor inclusién de HSH
en estas cadenas de transmisién. Leigh Brown et al.? destacan que
hasta un 29% de la poblacién en Reino Unido se agruparia en gran-
des cadenas de transmisién con mas de 10 individuos, y Ambrosioni
et al.8 aportan datos de la cohorte suiza de VIH, en la cual, un 42%
de los individuos pertenecen a cadenas de transmision, por lo que
reivindican que los HSH con infeccién reciente por VIH son una
fuente importante de transmisiéon y que las campaifias de preven-
cién deberian centrarse en mejorar el diagnoéstico de los individuos
con infeccion reciente.

El mayor riesgo de transmisién de VIH en Andalucia Oriental se
produce entre pacientes que oscilan entre los 35 y los 50 afios, datos
que concuerdan con los reflejados en el Centro de Vigilancia Epide-
miolégico de VIH de Espafia para otras comunidades auténomas'®.
Asimismo, en consonancia con el aumento de la poblacién inmi-
grante que ocurrié en los Gltimos afios en Espafia, hemos visto
cémo en Andalucia Oriental hasta el 23% de las cadenas de transmi-
sién estan formadas por espafioles y no espaiioles conjuntamente;
ademas, las cadenas de transmisién con mayor repercusién epi-
demiolégica en la poblacién HTX estaban integradas por una gran
proporciéon de individuos extranjeros, como es el caso del cluster 67,
formado por 21 individuos de subtipo A, y por un gran porcentaje de
mujeres de nacionalidad rusa. Este hecho subraya la necesidad
de diversificar los programas de prevencién para adaptarlos a las
necesidades de este colectivo, social y culturalmente muy hete-
rogéneo, y especialmente vulnerable. Aunque se han encontrado
episodios de transmisién de resistencias a antirretrovirales de pri-
mera linea, como en otros estudios, en la mayoria de las ocasiones
se detectan entre pares («diadas»)2??!, y solo en un caso se han
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Tabla 2

Caracteristicas clinicas, demograficas y virolégicas de los clusters de transmisién con mayor relevancia epidemiolégica

ID n Factor de riesgo Edad en afios, Nacionalidad Subtipo Carga viral, CD4, mediana Resistencias
mediana (RIC) Log10, mediana (RIC)
(RIC)
7 12 HSH 37,5 (30-44,3) Espafiola B 517 331 -
(4,81-5,98) (252,3-388)
58 58 HSH 32,5(28-39,3) Espafiola B-(B-D) 4,42 518 (301-896) -
(4,03-5,27)
64 10 HTX 38(27-49) Espafia-Brasil- F 547 103 (50-157) -
Mali-Rumania (5,13-5,76)
67 21 HTX 33 (31-38) Espafia-Rusia- A 4,56 624 (309-867) -
Rep. (3,59-5,15)
Dominicana
71 12 HTX 43 (35-48) Senegal-Mali- G 4,87 173 (20-364) M184V, V179E
Nigeria-Ghana- (4,31-5,56)
Guinea

agregado en una cadena de transmisién que incluia a 12 pacientes.
La vigilancia de los episodios de transmisién y la contribucién a la
epidemiologia molecular por parte de los centros asistenciales en
los que se determinan resistencias a los antirretrovirales son fun-
damentales para alertar y generar esfuerzos colaborativos con los
servicios de Medicina Preventiva y Enfermedades Infecciosas, y con
las autoridades sanitarias, para elevar las medidas de contencién en
la propagacién de la transmision de resistencias.

Nuestro estudio presenta algunas limitaciones: en primer lugar,
como es frecuente en estudios retrospectivos, no hemos podido
recopilar todos los datos demograficos en los pacientes que hemos
estudiado; de especial importancia ha sido no poder disponer de
la proporcién de individuos con infeccién aguda/reciente, ya que
los niveles de carga viral y de CD4 de los clusters mayoritarios
de HSH con subtipo B evidencian que probablemente existe un
mayor nimero de infecciones recientes entre estos pacientes. En
segundo lugar, en lo referente al estudio de las resistencias, hemos
basado nuestras determinaciones en secuenciacién de poblaciones,
no habiendo investigado aquellas resistencias que pudieran estar
presentes en formas minoritarias. Por tltimo, hemos elegido un
valor de bootstrap del 85% para definir los clusters de transmisién,
punto de corte que puede parecer bajo; aun asi, la mayoria de los
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pacientes estaban incluidos en clusters de transmisién con valores
de bootstrap cercanos al 100%, y bajamos el punto de corte para
evitar perder individuos pertenecientes a cadenas de transmisién
con un tamafio muy grande, y que presentaban evidencias clinicas
y demograficas de estar incluidos en ellas. En general, valores de
bootstrap por encima del 70%22 para cadenas de transmision gran-
des serian fiables, a pesar de lo cual, asumimos el hecho de que
unos pocos individuos pudieran quedar fuera de alguna cadena de
transmision.

Enresumen, en nuestro trabajo presentamos datos que demues-
tran que el estudio epidemiolégico de las diferentes cadenas de
transmisién de VIH mediante analisis filogenético se presenta como
una herramienta potente y de gran utilizad para la vigilancia y con-
trol epidemiolégico de la propagacion del VIH, y que su utilizacién
ayudaria a reforzar e implantar actuaciones eficaces para prevenir
la diseminacién del VIH.
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