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“La aparición del SIDA, del Ébola y de otros agentes originarios del bosque húmedo parece ser 
consecuencia natural de la destrucción de la biosfera tropical…En cierto modo la Tierra 
reacciona inmunológicamente contra la especie humana. Está comenzando a reaccionar contra 
el parásito humano, contra la creciente infección de personas, contra los puntos muertos de 
cemento que hay por todo el planeta, los cancerosos vertederos de Europa, Japón y Estados 
Unidos, atiborrados de primates que se replican, colonias que crecen, se extienden y amenazan 
con producir extinciones masivas de la biosfera. Tal vez a la biosfera no le “guste” que haya 
cinco mil millones de seres humanos. También podría decirse que la extremada amplificación de 
la especie humana, acaecida en los últimos cien años, ha producido de repente una inmensa 
cantidad de carne que está en todas partes; y podría añadirse que tal vez no sea capaz de 
defenderse por sí sola de una forma de vida que pudiera querer consumirla. La naturaleza tiene 
formas muy curiosas de recuperar el equilibrio. El bosque húmedo tiene sus propias defensas. El 
sistema inmunitario de la Tierra, por así decirlo, ha “visto” la presencia de la especie humana y 
quiere desembarazarse de ella. Tal vez el SIDA sea el primer paso de este ajuste de cuentas 
natural. Comienzo a preguntarme, con la sensación de tener la coartada, si el SIDA, lejos de ser 
el final, no será el principio. Sospecho que el SIDA no es una casualidad ni un hecho aislado, 
sino un paso en el proceso natural de hostigamiento contra mi especie, y que tal vez no sea el 
SIDA sino la primera manifestación del poder de la naturaleza. Si la especie humana puede 
mantener verdaderamente a una población de cinco mil millones de personas o más sin que se 
produzca un encontronazo con un virus caliente es algo que está por ver. Que está por 
contestar. La respuesta a la pregunta se encuentra oculta en los laberintos de los ecosistemas 
tropicales. Para un virus del bosque húmedo, cinco mil millones de personas representan una 
inmensa cantidad de territorio por explorar, indefenso y desprotegido. Si un virus homicida se 
traslada por el aire, dará la vuelta al mundo en cosa de semanas o meses, sin que haya tiempo 
para preparar vacunas (se tarda unos diez años en desarrollar cada nueva vacuna). Se diría que 
la especie humana tiene que esperar a que se desencadene la epidemia. El SIDA es la 
venganza del bosque húmedo. Pero sólo es el primer acto”. 
 

Richard Preston, “Zona Caliente” 



 SÍNTESIS 

El análisis de la relación filogenética de diferentes aislamientos del VIH-1 

constituye una importante herramienta en el estudio y seguimiento de la 

pandemia. Los análisis de secuencias pueden ser usados para evaluar cadenas 

de transmisión. Aunque algunas cadenas de transmisión de tamaño 

relativamente limitado, han sido identificadas en pequeñas cohortes mediante 

una búsqueda de contactos y confirmadas por análisis filogenético, la 

consistencia entre la supuesta relación epidemiológica y la relación filogenética, 

no ha sido investigada hasta la fecha en grandes cohortes. La epidemia cubana 

ofrece una oportunidad única en este sentido. Se examinaron 

retrospectivamente muestras de suero y plasma de pacientes cubanos 

seropositivos al VIH-1 de dos cadenas de transmisión establecidas mediante 

búsqueda de contactos (38 y 90 individuos, respectivamente). Se amplificaron 

regiones de los genes gag y env de VIH-1, a partir de las muestras conservadas 

en congelación, mediante RT-RCP y se determinó la secuencia de cada 

producto amplificado. Se encontró que las secuencias nucleotídicas de una de 

las cadenas de transmisión se agrupaban consistentemente con la relación 



epidemiológica reportada.  En la otra cadena se detectó la presencia de 

múltiples subtipos y recombinantes de VIH-1. Los grandes lapsos de tiempo 

entre el momento de la transmisión y el momento de la toma de la muestra 

utilizada para la secuenciación, la superinfección y la información 

epidemiológica incompleta son factores que pueden limitar la concordancia 

entre la reconstrucción filogenética y la relación epidemiológica reportada.  
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I. INTRODUCCIÓN  

I.1 Antecedentes 

El VIH (Virus de la Inmunodeficiencia Humana) es probablemente el causante 

de la más significativa infección viral en el hombre de los últimos tiempos (Hallet 

y Garnett, 2006). En correspondencia, ha sido el virus más investigado y 

trabajado por especialistas de todo el mundo, en un corto período de tiempo.  

El VIH es el agente etiológico del Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida 

(SIDA) y fue descrito por primera vez en 1981, en la ciudad norteamericana de 

Los Ángeles. Desde entonces, se ha visto cómo una enfermedad que en un 

principio fue reportada en países desarrollados, en hombres que practican sexo 

con hombres y usuarios de drogas inyectables, se transformó en una pandemia 

que afecta a millones de adultos y niños de todos los continentes (Torres y 

cols., 2000). 

Desde el descubrimiento del VIH, 25 millones de personas han muerto de SIDA 

en todo el orbe (http://www.unaids.org/en/HIV_data/2006GlobalReport/). El 

pasado año causó 2,9 millones de muertes entre la población adulta e infantil y 
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se notificaron 4,3 millones de nuevas infecciones. África Subsahariana 

constituye el área geográfica más afectada con 24,7 millones de seropositivos.  

Contener esta pandemia ha sido imposible hasta el momento, entre otras 

razones, porque el virus evoluciona rápidamente y exhibe una amplia diversidad 

genética. El VIH experimenta una alta tasa de mutación al carecer su Reverso 

Transcriptasa (RT) de actividad exonucleasa correctora; tiene una dinámica de 

replicación incrementada y una alta frecuencia de recombinación y selección 

natural (Preston y cols., 1988).  

A pesar del conocimiento de estas verdades científicas, insistir en el estudio del 

modo evolutivo del VIH, es una prioridad debido a la voluminosa información 

filogenética expresada en su diversidad. El análisis de la relación filogenética de 

diferentes aislamientos de este virus constituye una importante herramienta en 

el estudio y seguimiento de la pandemia.  

Los análisis filogenéticos son empleados generalmente en dos direcciones: 

para evidenciar relación epidemiológica a través de la relación filogenética y 

para aplicarlos en casos de transmisiones conocidas en función de valorar la 

fortaleza de los métodos utilizados. 

Ejemplos del primer uso pueden ser, la relación de la transmisión vertical del 

Virus de Inmunodeficiencia del chimpancé (VIScpz) con el origen del VIH (Hahn 
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y cols., 2000) y el evento de transmisión que introdujo el grupo M del VIH-1 

(Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo 1), en la población humana, 

alrededor de 1930 (Korber y cols., 2000; Salemi y cols., 2001). Se ha podido 

probar a nivel macro, patrones globales de transmisión de subtipos específicos 

del VIH (Hue y cols., 2005), en grupos de riesgo relacionados 

epidemiológicamente, como drogadictos endovenosos vs hombres que 

practican sexo con hombres, hombres heterosexuales vs mujeres 

heterosexuales (Subbarao y cols., 1998, 2000; Yu y cols., 1999; Nguyen y cols., 

2002; Herring y cols., 2003; Lim y cols., 2004). Asimismo, en una escala 

epidemiológica más pequeña, la detección de virus relacionados 

filogenéticamente nos permite inferir patrones locales de una o unas pocas 

introducciones de VIH-1 en determinada población, para explicar infecciones 

relacionadas (Holmes y cols., 1995; Yirrell y cols., 1997; Hayman y cols., 2001). 

Varios de estos estudios han tenido implicaciones legales directas pues se 

confirman vínculos epidemiológicos entre individuos, como resultado de 

transmisión sexual (Albert y cols., 1994; Birch y cols., 2000; Robbins y cols., 

2002; Trask y cols., 2002; Pistello y cols., 2004) y de transmisión relacionada 

con procederes médicos (Ou y cols., 1992; Jaffe y cols., 1994; Crandall, 1995; 

Holmes y cols., 1993; Blanchard y cols., 1998; Katzenstein y cols., 1999; 

Goujon y cols., 2000; Bredell y cols., 2003; Pistello y cols., 2004). Con estos 
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análisis ha sido posible descartar una relación epidemiológica directa de 

transmisión (Holmes y cols., 1993; Yirrell y cols., 1998; Bredell y cols., 2003).  

Del segundo uso de los estudios filogenéticos (en función de valorar la fortaleza 

de los métodos utilizados) se destaca una de las primeras investigaciones 

donde la metodología empleada consiguió  confirmar transmisiones (Burger y 

cols., 1991). Estudios posteriores utilizaron cadenas epidemiológicas de 

transmisión conocidas para comparar diferentes metodologías y revelar 

características de la evolución del VIH-1 (Leitner y cols., 1996; 1997; Leitner y 

Albert, 1999; Paraskevis y cols., 2004; Mikhail y cols., 2005). 

Aunque algunas cadenas de transmisión de tamaño relativamente limitado, han 

sido identificadas en pequeñas cohortes mediante una búsqueda de contactos y 

confirmadas por análisis filogenético, la consistencia entre la supuesta relación 

epidemiológica y la relación filogenética, no ha sido investigada en grandes 

cohortes. La epidemia cubana ofrece una oportunidad única en este sentido.  

El VIH-1 fue introducido en Cuba a inicios de la década de los ochenta, del siglo 

pasado, fundamentalmente desde África (Pérez y cols., 1993). Hasta el 31 de 

diciembre de 2007, fueron diagnosticados 9 304 individuos seropositivos al VIH. 

De ellos, 1 804 son mujeres y 7 500 hombres. El 84,1% de los hombres, son 

hombres que tienen sexo con hombres. Se reportan 1582 muertes a causa del 
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SIDA. Estas cifras hablan sobre la dimensión de la epidemia cubana y la sitúa 

como pequeña. La prevalencia al cierre de 2007 para la población de 15 a 49 

años fue de 0,09 %, según datos suministrados por el Programa Nacional de 

Prevención y Control de las Infecciones de Transmisión Sexual/VIH/SIDA del 

Ministerio de Salud Pública de Cuba y la epidemia se caracteriza por la 

circulación de una diversidad de subtipos y Formas Recombinantes Circulantes 

(Rolo y cols., 1995; Torres y cols., 2000; Gomez y cols., 2001; Cuevas y cols., 

2002; de Arazoza y cols., 2003; Thomson y cols., 2005).    

El sistema nacional de salud cubano cuenta con una amplia cobertura  para la 

atención del paciente seropositivo al VIH.  La respuesta del Sistema Nacional 

de Salud a la aparición de la epidemia contempla un tamizaje amplio de la 

población en base al riesgo, la búsqueda activa de contactos de los pacientes 

infectados y el tratamiento y cuidado centralizado (Perez y cols., 2004). La 

información epidemiológica obtenida de la búsqueda de contactos sirve de base 

para la descripción de varias cadenas de transmisión, algunas de ellas de un 

tamaño considerable.  

El estudio que a continuación exponemos muestra el análisis filogenético de 

secuencias nucleotídicas parciales, de los genes gag y env, en dos cadenas 

grandes de transmisión definidas epidemiológicamente en nuestro país. Nos 
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proponemos investigar la consistencia entre la supuesta relación epidemiológica 

y la relación filogenética, que como apuntamos anteriormente, no ha sido 

investigada en grandes cohortes. 

I.2 Hipótesis de trabajo 

Las características filogenéticas del VIH-1 evaluadas a partir de las secuencias 

nucleotídicas de fragmentos de los genes gag y env permiten confirmar la 

relación epidemiológica de cadenas de transmisión en infectados cubanos. 

I.3 Objetivos 

General 

Contribuir al conocimiento de la epidemiología molecular del VIH-1 en Cuba. 

Específicos 

1. Determinar subtipos y formas recombinantes de los virus secuenciados en 

muestras de suero o plasma de pacientes infectados con el VIH-1 y 

epidemiológicamente relacionados. 

2. Valorar la asociación entre la filogenia del VIH-1 y las cadenas 

epidemiológicas de transmisión, según las secuencias nucleotídicas de 

fragmentos de los genes gag y env. 

3. Determinar la influencia del tiempo transcurrido desde la infección hasta el 



“Evaluación de la consistencia del patrón epidemiológico de transmisión en dos cadenas cubanas de seropositivos al VIH-1 mediante análisis filogenético”.   
 

 

 

8

momento en que se toma la muestra sobre las secuencias nucleotídicas de los 

fragmentos de genes de VIH-1 utilizados para evaluar la asociación filogenética. 

4. Identificar los factores limitantes de los métodos filogenéticos y de la 

búsqueda de contactos en el análisis de cadenas de transmisión de VIH-1. 

I.4 Novedad científica 

• Se estudian mediante técnicas de análisis filogenéticos cadenas de 

transmisión epidemiológicas de VIH-1 con un mayor número de individuos 

incluidos y generaciones de transmisión que las reportadas en el mundo hasta 

la fecha. 

•  Constituye el primer estudio filogenético de cadenas de transmisión 

epidemiológicas de VIH-1 en Cuba. 

•  Se valoran, por primera vez en Cuba, limitaciones de los métodos 

filogenéticos y la búsqueda de contactos en el análisis de cadenas 

epidemiológicas de transmisión de VIH-1. 

• Por primera vez en Cuba se reportan recombinantes intergen gag/env e 

intragen gag mediante estudios de secuenciación y se corrobora circulación de 

una segunda generación de recombinante. 

• Los resultados de esta tesis han contribuido a esclarecer los mecanismos 
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evolutivos del VIH-1 en Cuba. 

I.5 Valor teórico y práctico 

Los resultados obtenidos en este trabajo poseen valor teórico y permiten 

conocer las limitaciones que la búsqueda de contactos y la metodología 

filogenética que se utiliza en el análisis de secuencias tienen para estudiar 

cadenas epidemiológicas de transmisión de VIH-1. Desde el punto de vista 

práctico, permitieron la introducción en el Departamento de Virología del 

Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kourí” de programas computarizados 

útiles para realizar análisis de secuencias y tecnologías filogenéticas de última 

generación para estudios de evolución y recombinación de VIH-1 y que por 

extensión pueden favorecer el conocimiento de otros virus. Además, se cuenta 

con las herramientas necesarias para poder establecer patrones de transmisión 

verificables mediante una tecnología de avanzada. 

Los resultados que conforman esta tesis se presentaron en 10 eventos 

científicos y están publicados en 7 artículos científicos en revistas nacionales y 

extranjeras y en el capítulo Retrovirus del libro de Microbiología y Parasitología 

Médica (Premio de la Crítica Científico-Técnica 2001, Premio Provincial del 

Ministerio de la Salud Pública, Premio Anual de la Salud 2002 y Ponencia 

Destacada XIV Forum Nacional de Ciencia y Técnica 2003). Esta investigación 
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forma parte de un Proyecto Ramal del MINSAP denominado “Contribución al 

conocimiento de la infección por VIH en Cuba” y fue parte de una colaboración 

científica entre el Departamento de Virología del Instituto de Medicina Tropical 

“Pedro Kourí” y la Escuela de Medicina de la Universidad de Carolina del Norte 

en Estados Unidos específicamente con el Center for AIDS Research. 

I.6 Publicaciones científicas donde han sido presentados los resultados de la 

tesis 

• Resik S, Lemey P, Ping LH, Kouri V, Joanes J, Perez J, Vandamme AM, 
Swanstrom R. Limitations to contact traicing and phylogenetic analysis in 
establishing HIV transmission networks in Cuba. AIDS Res and Human Retrov 
2007, 23: 347-356. 

• Resik S, Ping L, Barrios J, Hoffman N, Pagan M, Kouri V, Joanes J, Perez J, 
Swanstrom R. Molecular characterization of HIV-1 transmission networks in 
Cuba. Medimond International Proceedings XV International AIDS Conference, 
Medimond Publishing Co. Bologna, Italy. ISBN 88-7587-065-9; E710L5866 
pages 43-47, 2004. 

• Resik S, Ping L, Barrios J, Hoffman N, Pagan M, Kouri V, Joanes J, Perez J, 
Swanstrom R. Molecular Characterization of HIV-1 Transmission Networks in 
Cuba. Int J Infect Dis 2004, 8: 208. 

• Resik S, Ping LH, Barrios J, Kourí V, Swanstrom R. Aplicación de la Enzima 
SensiScript a un sistema RT-RCP para la obtención de ARN de VIH-1 a partir 
de muestras de suero almacenadas a –20oC durante una década. Rev Cub Med 
Tropical 2003, 55: 213-216. 

• Resik S, Ping LH, Barrios J, González L, Swanstrom R. Obtención de 
secuencias de ARN de VIH-1 a partir de muestras de suero almacenadas a -
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200C durante una década. 2002. Rev Latinoam Microbiol  44 Suplemento. 

• Resik S, Ping LH, Hoffman N, Joanes J, Barrios J, Pagan M, Kouri V, García 
S, Perez J, Swanstrom R. Filogenia del VIH-1: Análisis de cadenas de 
transmisión epidemiológicas cubanas. 2002. Rev Latinoam Microbiol  44 
Suplemento. 

• Resik S. Retrovirus. En: Microbiología y Parasitología Médicas (Tomo II). Llop 
A, Vadés-Dapena M, Zuazo J eds. La Habana: Editorial Ciencias Médicas, 
2001. p: 279-292. 

I.7 Eventos científicos donde han sido expuestos los resultados de la tesis 

• IV Conferencia Internacional sobre el VIH/SIDA en Cuba, Centroamérica y el 
Caribe. 19-22 Enero de 2000. Molecular Characterization of Transmission 
Networks in Cuba. Resik S.  

• Molecular Sentinel Network Meeting, Adjuntas, Puerto Rico, July 22-23, 2000. 
HIV/AIDS Epidemic in Cuba. Resik S.   

• Retroviruses. Mayo 21-26, 2002. Cold Spring Harbor Laboratory, New York, 
EUA. Molecular Characterization of Transmission Networks in Cuba. Resik S, 
Hoffman N, Ping LH, Pagan M, Perez J, Swanstrom R.  

• XVI Congreso Latinoamericano de Microbiología (ALAM), V Congreso Cubano 
de Microbiología y Parasitología, III Congreso de Medicina Tropical. 11-15 
Noviembre 2002. La Habana, Cuba. Filogenia del VIH-1: Análisis de cadenas de 
transmisión epidemiológicas cubanas. Resik S, Ping LH, Hoffman N, Joanes J, 
Barrios J, Pagan M, Kouri V, Garciía S, Perez J, Swanstrom R. y Obtención de 
secuencias de ARN de VIH-1 a partir de muestras de suero almacenadas a -
200C durante una década. Resik S, Ping LH, Barrios J, González L, Swanstrom 
R.  

• 16th World Congress of Sexology.  Marzo 2003, Habana, Cuba. 
Characterization of Transmission Networks in Cuba. Resik S, Ping LH,  Kouri V, 
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Barrios J, García S, Hoffman N, Pagan M, Joanes J, Perez J, Swanstrom R.   

• II Foro en VIH /SIDA/ITS en América Latina y el Caribe. 7-12 Abril 2003.  
Filogenia de VIH-1: Análisis de cadenas de transmisión epidemiológicas 
cubanas. Resik S, Ping LH,  Hoffman N, Joanes J, Barrios J, Kouri V, Perez J, 
Swanstrom R.  

• Biotecnología Habana 2003. Molecular Characterization of Transmission 
Networks in Cuba. Resik S. 

• XI International Congress of Infectious Diseases. Cancún. México. 2004. 
Molecular Characterization of HIV-1 Transmission Networks in Cuba. Resik S, 
Ping LH, Hoffman N, Joanes  J, Barrios J,  Pagan M, Kourí V, García S, Pérez 
J, Swanstrom R.  

• XV Internacional AIDS Conference. 11-16 July, 2004. Bangkok, Thailand. 
Molecular characterization of transmission networks in Cuba. Resik S, Ping LH, 
Barrios J, Kourí V, García S, Hoffman N, Pagan M, Joanes J, Pérez J, 
Swanstrom R.  

• 12th International Bio Informatics Workshop on Virus Evolution and Molecular 
Epidemiology. 10–15 September, 2006. National and Kapodistrian University of 
Athens, Greece. Limitations To Contact Tracing and Phylogenetic Analysis In 
Establishing HIV-1 Transmission Networks In Cuba. Resik S, Lemey P, Ping LH, 
Kouri V, Joanes J, Perez J, Vandamme AM, Swanstrom R. 
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II. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA  

II.1 Historia 

A finales de la década del 70 e inicios de los 80, del siglo pasado, en Estados 

Unidos y Europa, se reportaron casos de individuos previamente saludables 

que mostraban síntomas de disfunción inmunológica. Este nuevo e inusual 

síndrome se caracterizaba por linfadenopatías generalizadas, infecciones 

oportunistas (Neumonía por Pneumocystis carinii, Encefalitis por Toxoplasma 

gondii, Retinitis por Citomegalovirus y Meningitis Criptococócica), así como 

una variedad de neoplasias malignas en edad y frecuencia inusitada (Linfoma 

No-Hodgkin y Sarcoma de Kaposi) (Essex y cols., 1983; Gallo y cols., 1983; 

Quinnan y cols., 1984). En los individuos afectados, un hallazgo común de 

laboratorio, fue la marcada depleción en sangre periférica del conteo de 

linfocitos TCD4+ (Freed y cols., 2001). 

En junio de 1981, por primera vez, la comunidad médica general reparó en la 

importancia de la enfermedad que emergía, cuando el Centro para el Control 

de Enfermedades de Atlanta (Centers for Diseases Control, CDC) describió la 
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existencia en California, de cinco hombres con una severa inmunodeficiencia 

en el Morbidity and Mortality Weekly Report (CDC, 1981). A esta notificación le 

siguieron varios informes que reportaban a homosexuales masculinos y 

usuarios de drogas intravenosas con daños en el sistema inmunológico y 

linfocitos T, y respondían pobremente a antígenos en ensayos funcionales. 

Pocos meses después  se manifestó que una inmunodeficiencia similar estaba 

afectando a otros grupos de individuos: hemofílicos, receptores de 

transfusiones de sangre, inmigrantes haitianos, y más significativamente, los 

compañeros sexuales y/o niños de miembros de los diferentes grupos de 

riesgo. (Joncas y cols., 1983). 

 En 1983, científicos del Instituto Pasteur aislaron en ganglios linfáticos de un 

individuo asintomático que presentaba adenopatías generalizadas de origen 

desconocido, un agente al que en sus inicios se le denominó LAV 

(Lymphadenopathy-Associated Virus) (Barr-Sinoussi y cols., 1983). En 1984 el 

grupo de Robert Gallo (Gallo y cols., 1984) reportó, a partir de un paciente con 

SIDA, el aislamiento de un retrovirus al que denominaron Virus de la Leucemia 

Humana de Células T-III (HTLV-III), logrando las primeras evidencias 

serológicas convincentes que relacionaban al LAV con la inmunodeficiencia 

que padecían los individuos de los grupos de riesgo (Popovic y cols., 1984; 
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Sarngadharan y cols., 1984). 

Este nuevo retrovirus asociado al SIDA, presentaba características 

morfológicas y genéticas típicas del género Lentivirus, denominándose VIH 

(Coffin, 1995), subsecuentemente VIH-1. En 1986 otro retrovirus relacionado 

con el VIH-1, pero con características inmunológicas propias y menor 

patogenicidad, fue aislado de individuos residentes en el oeste de África y se 

denominó VIH-2 (Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo 2) (Clavel y cols., 

1986). 

II.2 Clasificación 

El VIH pertenece a la familia Retroviridae, que incluye virus que presentan un 

genoma de ácido ribonucleico (ARN). Los integrantes de esta familia se 

agrupan teniendo en cuenta la morfología del core del virión. Las partículas 

virales son esféricas y rodeadas por una envoltura lipídica compuesta por 

proyecciones de glicoproteínas. Los retrovirus también suelen clasificarse de 

acuerdo con la apariencia de las partículas maduras y sus precursores, 

estableciéndose tipos que difieren en las estructuras internas, las glicoproteínas 

(gp)  de superficie y el sitio de ensamblaje de la cápside. Los tipos de partículas 

son cuatro (A, B, C, D) y el VIH se acerca más a las partículas del tipo C; que 

se caracterizan por ensamblar su cápside al nivel de la membrana 
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citoplasmática, pero difieren de otros virus de este mismo tipo en el aspecto 

tubular de dicha cápside (Lueders y cols., 1977; Harrison y cols., 1996). 

Esta clasificación basada en la apariencia ha sido útil para definir parcialmente  

varios géneros de la familia Retroviridae. Actualmente, el número de géneros 

se ha incrementado en base a novedosos criterios.  El Comité Internacional de 

Taxonomía de los Virus  (Goff, 2001) formuló una nueva clasificación en la que 

se renombran los géneros. Los alfaretrovirus, betaretrovirus y  

gammaretrovirus son considerados retrovirus “simples”, mientras que los  

deltaretrovirus, epsilonretrovirus, lentivirus, y spumavirus son considerados 

“complejos”. 

 Los virus “simples”, codifican sólo los productos de los genes gag, pro, pol, y 

env; mientras que los virus “complejos” codifican además de para estos 

productos génicos, para un grupo de pequeñas proteínas regulatorias que 

tienen un amplio rango de funciones.  

El VIH pertenece a la subfamilia Lentivirinae  que proviene del Latín lentus que 

significa lento. Estos virus persisten y continúan replicándose muchos años 

antes de aparecer signos de la enfermedad (Janeway y cols., 2001). Los 

Lentivirus se distinguen de los demás Retrovirus (Holmes, 2002), por varias 

características, como son: 
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 Poseen seis genes accesorios únicos que codifican proteínas no 

estructurales. 

 La proteína de unión gp120 se une a la molécula CD4+ expresada en la 

superficie de los linfocitos T y en las células monocitarias (macrófagos, 

microglias y células dendríticas), determinando el rango de hospedero celular. 

 Son capaces de replicarse bien en células que no están en proceso de 

división, como en las que lo están, a diferencia de otros Retrovirus que lo hacen 

solamente en células en división. Esto se debe a la capacidad de cruzar la 

envoltura nuclear, del complejo de preintegración de Ácido Desoxirribonucleico 

(ADN) viral reversotranscrito y las proteínas virales. 

 Causan infección de por vida, asociándose con un determinado número de 

enfermedades crónicas incluyendo el SIDA, pero sin codificar oncogenes. 

 Son virus estrictamente exógenos y el genoma del hospedero no incluye 

copias de sus secuencias. 

II.3 Estructura 

La estructura de la partícula viral refleja los requisitos fundamentales 

impuestos por la necesidad del virión para la propagación dentro del 

hospedero. Estos requisitos incluyen la incorporación del genoma viral en 

partículas estables fuera de las células, reconocimiento y entrada a las células 
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dianas, replicación del genoma, y la traducción del ARN mensajero viral 

(ARNm) para producir nuevas proteínas virales.  

Las partículas virales están compuestas por 1-2 % de ARN, 35 % de lípidos, y 

alrededor de un 65 % de proteínas, de las cuales ¾ del total corresponden a 

las proteínas estructurales. El resto está compuesto por las proteínas de la 

envoltura y en menor grado las enzimas virales reversotranscriptasa, 

integrasa, proteasa y algunas proteínas celulares (Coffin y cols., 1997). 

El VIH es un virión envuelto que al microscopio electrónico se observa como 

una partícula icosaédrica, con un diámetro entre 100 y 120 nm, similar en talla 

y morfología a otros Retrovirus, con un coeficiente de sedimentación de 

aproximadamente 600S (Gonda y cols., 1985; Montagnier y cols., 1984). En la 

estructura general se pueden definir tres capas: la interna o nucleoide, de 

forma cónica, formada por la proteína p24, que empaqueta el genoma viral y 

las enzimas virales; la integrada por la proteína p17 que forma la cápside; y la 

capa más externa compuesta por la envoltura, en la que se encuentran 

insertadas las glicoproteínas virales gp120 y gp41, así como otras proteínas 

celulares como la β-2 microglobulina y las moléculas del Complejo Mayor de 

Histocompatibilidad clase I y II (Baron, 1996). 

La envoltura viral deriva de la membrana plasmática de la célula hospedera al 
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salir por gemación. Su composición difiere un poco de la misma, puesto que es 

rica en esfingomielina y colesterol (Aloia y cols., 1993). El lazo V3 de la 

glicoproteína gp120, considerada una región hipervariable, es el principal 

determinante del tropismo viral, el fenotipo y el uso del correceptor (Speck y 

cols., 1997; Wyatt y cols., 1998; Wyatt y Sodroski, 1998; Nelson y cols., 2000, 

Nájera y cols., 2002). 

La asociación entre el fenotipo inductor de sincitio y la presencia de 

aminoácidos cargados positivamente en las posiciones 11 y 25 del lazo V3, se 

demostró en cepas de los subtipos A, B, C, D, CRF-01 AE y G (Nájera y cols., 

2002; Jensen y cols., 2003). Este lazo hipervariable estimula una de las más 

tempranas respuestas de anticuerpos durante la infección por VIH-1. El 

dominio central del mismo se identificó como el determinante principal de 

neutralización de la proteína de envoltura (Javaherian  y cols., 1990; Tian y 

cols., 2002). Se reportó que el escape del VIH-1 a la respuesta del sistema 

inmune, se asocia con la pérdida in vivo de anticuerpos anti-V3 específicos 

(Tian y cols., 2002; Jensen y cols., 2003). Desafortunadamente, este lazo está 

sujeto a un amplio rango de mutaciones. Las mutaciones de algunos 

aminoácidos en esta región pueden afectar la formación de sincitios, la 

infectividad viral y la neutralización (Nájera y cols., 2002) y la variación de 

algunos residuos del lazo V3 puede conferir resistencia a los anticuerpos 
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neutralizantes específicos (Tian y cols., 2002; Jensen y cols., 2003). 

II.4 Genoma 

El genoma del VIH está formado por dos hebras idénticas de ARN de simple 

cadena, de polaridad positiva, de aproximadamente 10 kb, a partir de las que 

se sintetiza el ADN proviral. Cada una de ellas contiene nueve genes 

flanqueados por regiones LTRs (secuencias terminales largas repetidas, del 

inglés long terminal repeat sequences), que son de gran importancia para la 

integración del provirus en el ADN de la célula hospedera y además, contienen 

sitios de unión para las proteínas de los genes regulatorios que controlan la 

expresión de los genes virales (Bieniasz y cols., 1998). 

Como otros miembros de la familia Retroviridae,  el VIH posee tres grupos de 

genes estructurales gag, env y pol, pero durante su evolución, el VIH-1 ha 

adquirido seis genes adicionales para llevar a cabo funciones que se realizan 

por proteínas celulares. Algunas de estas proteínas accesorias  Vif, Vpr, Vpu y 

Nef no son necesarias para la replicación en ciertas líneas de células T 

humanas y la infectividad del virus podría verse afectada, en dependencia de 

estos genes accesorios y del tipo de célula que infecta (Figura 1). Algunos 

autores consideran que in vivo estos genes podrían ser vitales para la 

replicación del VIH-1 (Liang y cols., 1997; Kang y cols., 1999).  
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Fuente: http://hiv-web.lanl.gov/ 

Figura 1. Representación esquemática del genoma del VIH-1 

 

El gen gag codifica para las proteínas estructurales del core; el pol codifica 

para las enzimas involucradas en la replicación e integración y el env codifica 

para las glicoproteínas de la envoltura (Tabla 1). Los ARNm de gag y  pol son 

transcriptos formando poliproteínas que son escindidas por proteasas virales 

(codificadas por pol) para formar, entonces, proteínas funcionalmente 

individuales. El producto del gen env, gp160, es escindido por una proteasa 

celular en gp120 y gp41, que son ensambladas en forma de trímero en la 

envoltura viral  (Coffin y cols., 1997). 
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Tabla 1. Resumen de los genes y proteínas del VIH-1 

Gen 
Productos 
Génicos 

Descripción Localización 

Gen env 
(envoltura) 

gp160 
gp120 
gp41 

Precursor de gp de envoltura 
gp externa de envoltura. 
gp de transmembrana. 

Virión 

Gen gag 
(core) 

p55 
p24 
p17 

p15, p9, p7 

Precursor de proteínas gag. 
Proteína estructural de la cápside. 

Proteína matriz. 
Proteínas gag 

Virión 

Gen pol 
(polimerasa) 

p66 
p51 
p31 
p15 
p11 

Reverso transcriptasa. 
Reverso transcriptasa. 

Endonucleasa. 
Proteasa. 
Integrasa. 

Virión 

Gen tat (transactivador) p14 
Transactivador de la síntesis del ARN 

viral 
Nucleolo/núcleo 

Gen rev 
(regulador) 

p19/20 Regula la expresión del ARNm viral. Nucleolo/núcleo 

Gen vif 
(factor de infectividad) 

p23 Incrementa la infectividad viral. Golgi? 

Gen vpr p18 Asiste en la replicación viral. Virión. 

Gen nef p27 
Pleitrópico, incluyendo supresión del 

virus. 
Citoplasma/Membrana 

plasmática 

Gen vpu 
 

p16 Involucrado en la liberación del virus. Membrana. 

Fuente: Freed y Martin, 2001 

II.5 Ciclo de vida del VIH-1 

La entrada del VIH-1 a los linfocitos T CD4+ se produce por una cascada de 

interacciones moleculares que se suceden entre las glicoproteínas de la 

envoltura viral y dos receptores celulares específicos (Guillon y cols., 2002; 

Moulard y cols., 2002). La subunidad externa de la gp120 se une a la molécula 
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CD4+ (receptor primario) y dicha unión induce cambios conformacionales en la 

gp120, que exponen o crean determinados sitios específicos de unión (región 

V3)  para receptores de quimoquinas (Wu y cols., 1996; Kwong y cols., 1998; 

Rizzuto y cols., 1998; Farber y cols., 2002). Se teoriza que la molécula CD4+ 

concentra los viriones en la superficie de la célula facilitándose la interacción 

de éstos con los receptores de quimoquinas (Vila-Coro y cols., 2000). 

CCR5 y CXCR4 son los segundos receptores o correceptores a los que se une 

la gp120 (uno u otro). Tras la unión con éstos, se disparan cambios 

conformacionales en la glicoproteína de transmembrana gp41 que culminan 

con la inserción del péptido de fusión dentro de la membrana de la célula diana 

(Lee y cols., 2001). 

La comprensión de los mecanismos de interacción de las glicoproteínas de la 

envoltura viral con sus receptores, se ha enriquecido gracias a la cristalización 

reciente de la molécula de gp120. A través de estos estudios se ha podido 

dilucidar la existencia de una cavidad en gp120 que se une a CD4+ y que a 

diferencia de otros procesos de unión virus-receptor, involucra al esqueleto de 

la gp120 y no a las cadenas laterales. Esto permite al virus cambiar la 

estructura de las cadenas laterales para evadir la respuesta inmune sin afectar 

la unión al CD4+ (Kwong y cols., 1998). Los estudios recientes realizados en 
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macacos infectados con variantes virales clonadas, han demostrado que la 

fusogeneidad de la glicoproteína de superficie es una determinante crítica para 

la rápida progresión a SIDA (Etemad-Moghadam y cols., 2000; 2001). 

La fusión de la membrana viral con la celular permite la liberación del genoma 

viral en el citoplasma celular, para dar inicio a la transcripción inversa del 

genoma viral (Weissenhorn y cols., 1997; Chan y cols., 1998; Kwong y cols., 

2000). 

La doble cadena parcial de ADN que se obtiene producto de la transcripción, 

es transportada a través del citoplasma hacia el núcleo, como componente del 

Complejo de Preintegración (CPI) que contiene un subconjunto de proteínas 

de los genes gag y pol. Este proceso pobremente comprendido, es probable 

que dependa de factores del hospedero que de forma activa intervienen en el 

transporte del CPI de la membrana plasmática hasta el poro nuclear. Este 

eslabón temprano en el ciclo de replicación de los retrovirus requiere 

indudablemente de la participación de múltiples factores celulares para su 

culminación satisfactoria (Schwartzberg y cols., 1984). 

Una vez importado, el CPI es integrado al ADN de la célula infectada, paso 

importante para la síntesis eficiente del ARN viral y para la producción de la 

partícula infecciosa. En linfocitos T activados, este CPI sirve como molde para 
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la ARN polimerasa II, dirigida a la síntesis del ARN viral. La interacción 

coordinada de las proteínas codificadas por el gen tat y las proteínas 

transactivadoras NF-αB y Sp1, junto con el complejo transcripcional, 

garantizan la producción de altos niveles de ARN viral. Los transcriptos virales 

son exportados del núcleo hacia el citoplasma por un mecanismo único de 

transporte mediado por las proteínas rev. La subsiguiente traducción del 

precursor de env gp160 ocurre en el Retículo Endoplasmático, mientras que 

las poliproteínas gag y gag-pol son sintetizadas en los ribosomas libres en el 

citoplasma y son transportadas por una vía independiente a través de la 

membrana plasmática (Freed y cols., 2001). 

En  la transcripción del VIH, la proteína viral derivada de tat (p14) es un 

regulador positivo único, favoreciendo la síntesis de transcriptos primarios a 

partir del promotor del VIH. Subsecuentemente, la maquinaria de 

procesamiento nucleotídico de la célula hospedera, utiliza como sustrato a 

estos transcriptos para generar los ARNm completamente procesados, que 

codifican para las proteínas reguladoras. Otro elemento importante en la 

transcripción del VIH, es la proteína codificada por rev (p19/20), que acciona 

también sobre secuencias localizadas en el ARN, pero tardíamente durante el 

ciclo de vida vírico. Ella asegura el balance adecuado entre los mensajeros 

procesados,  parcialmente procesados y no procesados por la maquinaria 
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celular, de los cuales los dos últimos constituyen el blanco para este factor de 

regulación post-transcripcional. Antes de que el procesamiento nucleotídico de 

algunos mensajes primarios proceda en toda su extensión, o bien antes de 

que se inicie para otros, la proteína p19/20 induce su transporte al citoplasma 

y a partir de ellos se expresan de forma eficiente las proteínas víricas 

estructurales (Greene, 1991; Cullen, 1998). La actividad cooperada de las 

proteínas reguladoras p14 y p19/20 permite el control preciso de la replicación 

vírica (Chang, y cols., 1990; Cullen, 1990; 1993). 

Estas poliproteínas, en asociación con dímeros de ARN genómico, se 

condensan en la membrana plasmática para formar una zona que se observa 

al microscopio electrónico como una zona electrón-densa, por la que salen las 

partículas esféricas inmaduras que contienen las glicoproteínas ya maduras, 

de envoltura y transmembrana. El proceso proteolítico de las proteínas de gag 

y pol  por la proteasa viral, tiene lugar durante o inmediatamente después que 

la partícula viral es liberada al exterior de la célula por un mecanismo de 

gemación (Pelerson y cols., 1996), adquiriendo las características de virión 

maduro en el exterior de la misma. En la Figura 2, se resumen en un esquema, 

los eventos relacionados con la replicación del VIH-1. 
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Fuente: modificado de www.web-books.com/Infectious/AIDS_HIV.htm  

Figura 2. Ciclo de Vida del VIH-1 

II.6 Historia natural de la enfermedad 

Hace más de una década, existía el criterio de que el período de tiempo entre 

la infección y la progresión a SIDA, conocido hasta ese momento como 

“Período de Latencia Clínica”,  reflejaba un estado subyacente de latencia 

viral. Se ha corroborado la actividad progresiva del VIH en el tejido linfoide, 

demostrando que la replicación viral persiste, a un ritmo asombroso, desde el 

momento exacto de la infección (Wei y cols., 1995; Ho, 1996).  

La latencia clínica no se acompaña de una latencia virológica, existiendo una 

marcada interacción entre el VIH y el sistema inmunológico del paciente durante 
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este período (Lifson, y cols., 1992; Pantaleo, y cols., 1993). 

Las manifestaciones clínicas de la infección por el VIH varían en dependencia 

del estadio de la enfermedad. En 1993 los Centros para el Control de 

Enfermedades de Atlanta (CDC, 1992), propuso un sistema de clasificación en 

estadios de la enfermedad, teniendo en cuenta el conteo de linfocitos T CD4+ 

y categorías clínicas de la infección (Tabla 2). 

Tabla 2.  Sistema de clasificación  en estadios para la infección por VIH. CDC, 

1992. 

CATEGORÍAS CLÍNICAS 

Conteo de cél. T CD4+ A 
VIH agudo 

asintomático 
( primario ) ó LPG* 

B 
Sintomático, 

condiciones no ( A ) o 
 ( C ) 

C 
Condiciones 

indicadoras de SIDA 

≥500 µl A1 B1 C1 

200-449 µl A2 B2 C2 

<200 (l conteo de cél. T 
indicador de SIDA 

A3 B3 C3 

*LPG: Linfoadenopatía Persistente Generalizada 

Fuente: CDC, 1992 

El conteo de CD4+ es un marcador excelente del grado de inmunodeficiencia y 

determina el riesgo inmediato de infecciones oportunistas y otras 

complicaciones relacionadas con la enfermedad (Masur y cols., 1989). La 
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carga viral es el marcador de más valor pronóstico, no sólo predice la 

progresión hacia la enfermedad independiente del conteo de CD4+, sino 

también  la trayectoria del conteo de CD4+ (Mellors y cols., 1996; Mellors y 

cols.,  1997). 

Durante la infección primaria, se desarrollan altos niveles de viremia que varía 

desde días hasta semanas (Clark y cols., 1991; Piatak y cols., 1993). Estos 

eventos a menudo se acompañan de un Síndrome Retroviral Agudo, 

caracterizado por síntomas inespecíficos como fiebre, fatiga, faringitis, rash, 

linfadenopatía y frecuentemente meningitis aséptica (Roos y cols., 1992; Kahn 

y cols., 1998). Una activación vigorosa del sistema inmune proporciona una 

amplia demanda de linfocitos TCD4+ para soportar la replicación del VIH, 

aunque datos recientes en animales y humanos sugieren que la activación de 

células T no es un absoluto requerimiento para la infección (Zhang YJ y cols., 

1999; Zhang Z y cols., 1999). 

Cuando la viremia alcanza su más alto valor, el conteo de CD4+ disminuye 

notablemente. En un término de semanas a meses (120 días en una cohorte 

[Schacker y cols., 1998]) el hospedero logra una vigorosa respuesta inmune, 

que parcialmente consigue controlar la replicación viral. Existen hipótesis 

acerca de un balance en la producción y destrucción de viriones, con el 
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regreso parcial del conteo de CD4+ a los límites normales, hecho que no es 

absoluto, ya que se ha demostrado la correlación inversa del mismo con el 

tiempo de progresión de la enfermedad. De esta forma el hospedero entra en 

una larga fase asintomática en la que la viremia persiste y billones de virus son 

producidos y células CD4+ son a diario destruidas. Finalmente, ocurre la 

progresión de la enfermedad que se caracteriza por un constante aumento de 

la viremia, la disminución del conteo de CD4+ y por último,  una profunda 

inmunosupresión (Lyles y cols., 2000).  

Aproximadamente, el 10% de los pacientes infectados por el VIH progresan a 

SIDA en los dos o tres primeros años de la infección (progresores rápidos) (de 

Wolf, y cols., 1997). Entre un 5%-10% permanecen asintomáticos a los 10-15 

años de la infección y mantienen una cifra de linfocitos CD4 por encima de 

500/mm3 (enfermos no progresores a largo plazo) (Buchbinder, y cols., 1994). 

El resto de los pacientes (progresores normales) desarrollan el SIDA alrededor 

de los 10 años de infectados (Koup, y cols., 1994). 

II.7 Epidemiología molecular del VIH 

Basado en el análisis filogenético de numerosos aislamientos virales de 

diferentes áreas geográficas, el VIH se divide en tipos (VIH-1 y VIH-2), grupos, 

subtipos, sub-subtipos, formas recombinantes circulantes (FRC) y formas 
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recombinantes únicas (FRU) (Robertson y cols., 1995; Jetzt y cols., 2000; 

Peeters, 2000; Thomson  y cols., 2002b). 

II.7.1 VIH-1 

En la clasificación que se utiliza actualmente (Robertson y cols., 2000) se 

reconocen tres grupos filogenéticos dentro del VIH-1: M (principal, del inglés 

main), O (externo, del inglés outlier) y N (no M-noO del inglés non-M non-O). 

Existen  subtipos del VIH-1 del grupo M: A-D, F-H, I y K. Los subtipos forman 

agrupaciones más o menos equidistantes unas de otras, en un árbol 

filogenético (McCutchan,  2000; Peeters y Sharp, 2000; Robertson y cols., 2000; 

Spira  y cols., 2003; Stebbing y cols., 2003; Apetrei y cols., 2004a). Apoyándose 

en esta definición, queda claro que los subtipos B y D deberían ser 

considerados como sub-subtipos, pero se hace muy difícil cambiar la 

nomenclatura, sin que medie un consenso, una vez que es aceptada por la 

comunidad científica y utilizada convencionalmente (Robertson y cols., 2000; 

Stebbing y cols., 2003). En los subtipos A y F se distinguen sub-subtipos 

designados como A1 y A2, y F1 y F2. Cada par de sub-subtipos está más 

estrechamente relacionado entre sí que con otros subtipos (Triques y cols., 

1999; Gao y cols., 2001). 

Los grupos O y N del VIH-1, los cuales son genéticamente muy divergentes del 

grupo M, representan menos de un 5 % de las infecciones en el mundo y casi 
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exclusivamente han sido detectados en África Centro-oeste (Peeters y cols., 

1997; Simon y cols., 1998; Lemey y cols., 2004; Roques y cols., 2004). No se 

han definido subtipos dentro del grupo O tal vez debido a que sólo pocas cepas 

del grupo N han sido secuenciadas y por tanto, no existen reportes de subtipos 

hasta la fecha (Kandathil y cols., 2005). El grupo O ha sido identificado 

principalmente de personas con vínculo epidemiológico, en Camerún y algunos 

países vecinos (Rayfield y cols., 1996; Peeters y cols., 1997). La infección por el 

grupo N del VIH-1 ha sido solamente reconocida en Camerún (Robertson y 

cols., 1995; Bodelle y cols., 2004; Roques y cols., 2004), un país endémico para 

el VIH-1, con todos los grupos mayores en co-circulación (Fonjungo  y cols., 

2000; McCutchan,  2000; Peeters y Sharp, 2000). 

II.7.1.1 Recombinantes inter-subtipos del VIH-1 

Se identifican dos tipos de formas recombinantes: las circulantes (FRC) y las 

únicas (FRU). Hay al menos 34 FRC identificadas hasta la fecha 

(http://www.hiv.lanl.gov/content/hiv-db ). Por definición, el genoma de cada FRC 

debe parecerse entre cepas con similares puntos de ruptura que reflejen el 

ancestro común de los mismos eventos de recombinación (Robertson y cols., 

2000). Cada FRC es designada por un número identificador, con letras que 

indican los subtipos involucrados. Las letras son desplazadas por “cpx” 

(complejo, del inglés complex), que denota complejidad si más de dos subtipos 
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están involucrados (Peeters, 2000; Robertson y cols., 2000). Una gran mayoría 

de las FRC son genomas recombinantes inter-subtipos altamente complejos, 

algunos extremadamente estables y otros que tienen una apariencia de 

“retazos” debido a los numerosos puntos de entrecruzamiento (Peeters, 2000). 

Hasta la fecha, las FRC han sido identificadas en casi todas las regiones del 

mundo en que dos o más subtipos co-circulan y pueden representar más del 10 

% de las nuevas infecciones por VIH-1 (McCutchan,  2000; Peeters, 2000; 

Peeters y Sharp, 2000; Spira  y cols., 2003; Apetrei y cols., 2004a). 

Conjuntamente con las FRC se han reportado varias cepas de VIH-1 con 

estructuras de mosaico únicas. Estas formas se conocen como FRU y no han 

mostrado ninguna evidencia de diseminación epidemiológica. Algunos autores 

consideran que se desarrollan a partir de recombinaciones secundarias de FRC 

(Thomson y cols., 2002b; Wilbe y cols., 2002; Yang y cols., 2002; Mamadou y 

cols., 2003). 

Los subtipos de la mayoría de las cepas de VIH-1 pueden ser determinados por 

el análisis de la secuencia de cualquiera de las regiones genómicas. La 

divergencia nucleotídica inter-subtipo puede ser de 20, 15 y 25 % para gag, pol  

y env, respectivamente (Turner y cols., 1999). El subtipaje a partir de una única 

región del genoma, debe realizarse cautelosamente porque pueden perderse 

cepas recombinantes. Para definir un nuevo subtipo, sub-subtipo o FRC, deben 
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identificarse cepas representativas al menos, en tres individuos que no tengan 

vínculo epidemiológico. La estructura de mosaico tiene que coincidir y la 

consistencia del agrupamiento filogenético debe caracterizarse. Al menos en 

dos de las cepas, el genoma debe secuenciarse casi en su totalidad (≥ 8 Kb) 

(Nájera y cols., 2002). 

II.7.1.2 Recombinantes inter-grupos del VIH-1  

La recombinación entre cepas de linajes distantes contribuye sustancialmente 

con la aparición de nuevas variantes de VIH-1 y tiene importantes 

consecuencias. La recombinación entre los grupos M y O del VIH-1 ha sido 

reportada en Camerún (Peeters y cols., 1999; Takehisa  y cols., 1999). 

Los análisis detallados de dos virus del grupo N han sugerido que ellos son el 

resultado de un evento de recombinación entre un virus parecido al VIScpz y un 

virus parecido al VIH-1 (Corbet y cols., 2000). 

II.7.1.3 Distribución mundial del VIH-1 

La distribución geográfica de los subtipos es dinámica e impredecible. La 

mezcla de variantes del VIH-1 es inevitable. Los virus recombinantes han 

contribuido sustancialmente con la pandemia y la proporción de generación de 

virus recombinantes continuará incrementándose, a medida que los diferentes 

subtipos se diseminen globalmente (Peeters, 2000).  

Incluso, los virus recombinantes se recombinan entre ellos, lo cual presupone la 
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evolución y diseminación de una segunda generación de recombinantes (Yang 

y cols., 2003). A nivel mundial, los subtipos más prevalentes del VIH-1 son el C 

(47%), A (27,2%), B (12,3%), D (5,3%) y la FRC CRF01_AE (3,2%) (Osmanov y 

cols., 2002; Takebe y cols., 2004). (Tablas 3 y 4).  

Tabla 3. Distribución geográfica de los grupos y subtipos no recombinantes de 

VIH-1  

Grupo Subtipo no recombinante Distribución geográfica 

M A 
África Este, Oeste y Central, Europa del Este y Asia 

Central 

 B 

América del Norte, América del Sur, África del Norte, Este 
y Central, Medio Oriente, Europa, Australia, Nueva 

Zelanda, Japón, China, Corea, Filipina y Península de 
Malay 

 C India, Brasil, África Este y del Sur, Nepal y China 

 D 
África Central, Oeste y Este, Europa del Este y Asia 

Central 

 F 
África Central y Este, América Latina, Caribe 

y América del Norte 

 G 
África Oeste, Central y Norte, Medio Oriente, 

Europa del Este, Taiwán y Corea 

 H África Central, Europa del Este y Asia Central 

 J África Central y Oeste 

 K Camerún, República Democrática del  Congo 

O - 
África Oeste (Camerún, Gabón, Níger, Nigeria, Senegal, 

Y Togo), Francia y Noruega 

N - Camerún 

Fuente: http://hiv-web.lanl.gov/ 
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Tabla 4. Distribución geográfica de las FRC de VIH-1 

Nombre Cepa de Referencia Subtipos Distribución geográfica 

CRF01_AE CM240 A, E 
Región del Mekong y Península 

de Malasia, 
África Central, EUA 

CRF02_AG IbNG A, G África Central y Oeste 

CRF03_AB Kal153 A, B Rusia y Ucrania 

CRF04_cpx 94CY032 A, G, H, K, U Chipre y  Grecia 

CRF05_DF VI1310 D, F 
Bélgica,  República Democrática 

del  Congo 

CRF06_cpx BFP90 A, G, J, K Burkina Faso, Malí 

CRF07_BC CN54 B’, C China 

CRF08_BC GX-6F B’, C Sudeste de China 

CRF09_cpx 96GH2911 CRF02,A,U África Oeste, EUA 

CRF10_CD TZBF061 C, D Tanzania 

CRF11_cpx GR17 A, CRF01, G, J 
Camerún, África Central, Gabón, 

República Democrática del  
Congo 

CRF12_BF ARMA159 B, F Argentina, Uruguay 

CRF13_cpx 96CM-1849 A, CRF01, G, J,U Camerún 

CRF14_BG X397 B, G Europa Oriental 

CRF15_01B 99TH.MU2079 CRF01, B Tailandia 

CRF16_A2D KISII5009 A2, D 
Kenya, Corea del Sur y Argentina 

 

CRF17_BF ARMA038 B,F Argentina 

CRF18_cpx CU76 A1,F,G,H,K,U Cuba 

CRF19_cpx CU7 A1,D,G Cuba 

CRF20_BG CB228 B,G Cuba 

CRF21_A2D 99KE_KER2003 A2,D Kenya 

CRF22_01A1 CM53122 CRF01,A1 Camerún 

CRF23_BG CB118 B,G Cuba 

CRF24_BG CB378 B,G Cuba 
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CRF25_cpx 02CM_1918LE A,G,U Camerún 

CRF26_AU Pendiente A,U Pendiente 

CRF27 Pendiente Pendiente Pendiente 

CRF28_BF BREPM12609 B,F Brasil 

CRF29_BF BREPM16704 B,F Brasil 

CRF30_0206 00NE36 CRF02,CRF06 Niger 

CRF31_BC 04BR142 B,C Brasil 

CRF32_06A1 EE0369 CRF06,A1 Estonia 

CRF33_01B DQ366659 CRF01,B Malasia 

CRF34_01B Pendiente CRF01,B Tailandia 

Fuente: http://hiv-web.lanl.gov/ 

La más alta diversidad del VIH-1 se encuentra en África Central y Sub-

Sahariana, donde todos los subtipos y FRC han sido identificados. Ello sustenta 

la hipótesis de que África es la fuente de la actual pandemia.  Aunque la 

prevalencia exacta de cepas recombinantes no es conocida, datos preliminares 

muestran que la proporción de cepas discordantes gag/env varía desde menos 

de un 10 % a un 40 % en África y de un 10 % a un 30 %, en algunas partes de 

Asia, incluyendo Myanmar central y la parte oeste de la provincia de Yunán, en 

China (Kusagawa y cols., 1998; McCutchan  y cols., 1999; Motomura y cols., 

2000; Vidal y cols., 2000; Yang y cols., 2002; Motomura y cols., 2003;  Takebe y 

cols., 2003). 

II.7.2 VIH-2 

Tanto la epidemiología como la filogenia molecular del VIH-2 se conocen menos 

que la del grupo M del VIH-1 (de Cock y cols., 1993; Kanki y cols., 1997; Lemey 
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y cols., 2003; Apetrei y cols., 2004 a y b). Se han descrito siete subtipos (A-G) 

del VIH-2, siendo los predominantes el A y el B (Peeters, 2000; Damond y cols., 

2004). El subtipo A es más frecuente en la parte oeste de África del Este 

(Senegal y Guinea Bissau) y el subtipo B predomina en Costa de Marfil (Kanki y 

cols., 1997; Schim van der Loeff y cols., 1999; Pieniazek y cols., 1999; Reeves 

y cols., 2002; Lemey y cols., 2003; Damond y cols., 2004). Los otros subtipos 

han sido documentados solamente en pocos individuos. Los subtipos C, D, E y 

F se encontraron en áreas rurales de Sierra Leona y Liberia, y el subtipo G en 

Costa de Marfil (Kanki y cols., 1997; Schim van der Loeff y cols., 1999; Damond 

y cols., 2004). Las infecciones duales con VIH-1 y VIH-2 han sido 

frecuentemente reportadas en regiones donde ambos virus circulan (de Cock y 

cols., 1993; Kanki y cols., 1997;, Peeters, 2000), pero no se han descrito 

recombinantes entre ellos. 

II.7.3 Origen del VIH 

La clave para entender el origen del VIH fue el descubrimiento de que virus 

estrechamente relacionados –Virus de la Inmunodeficiencia de los Simios (VIS) 

- estaban presentes en una gran variedad de primates africanos (Hahn y cols., 

2000; Sharp y cols., 2001). VIH y VIS son miembros de los Lentivirus. El VIS ha 

sido aislado de más de veinte especies de primates africanos. 

La historia evolutiva del VIH-1 y el VIH-2 ha sido reconstruida al detalle, a través 
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de la inferencia que aportan los árboles filogenéticos de los lentivirus de 

primates. Los dos virus humanos están relacionados con diferentes VIS y por 

tanto, tienen diferentes orígenes. Específicamente, el VIH-1 está más 

estrechamente relacionado con el VIScpz (homología de secuencia del orden 

del 84 %), el cual infecta, fundamentalmente, algunas sub-especies de 

chimpancé (Pan troglodytes troglodytes y Pan troglodytes schweinfurthii que 

habitan en África ecuatorial Oeste y Central, respectivamente) (Gao y cols., 

1999; Santiago y cols., 2002). El VIScpz de P. t. troglodytes es más interesante 

debido a que comparte las relaciones filogenéticas más estrechas con el grupo 

M del VIH-1. El rango geográfico de P. t. troglodytes también abarca la región 

de África con mayor diversidad genética del VIH-1, donde predominan los 

grupos M, O y N y donde se sospecha que el VIH emergió por primera vez. En 

contraste, el VIH-2 está más estrechamente relacionado con VISsm (Virus de la 

Inmunodeficiencia de los mangabey tiznados) (Gao y cols., 1992), el cual se 

encuentra con una alta prevalencia en los monos mangabey tiznados 

(Cercocebus atys) (82-89 % de homología). Como sucede con el VIH-1, los 

mangabeys tiznados están localizados más frecuentemente en África del Este 

donde se piensa que el VIH-2 emergió (Gao y cols., 1992; 1999; Santiago y 

cols., 2002).  

La filogenia molecular también muestra que hubo varios eventos de transmisión 
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de monos a humanos, debido a que existe una mezcla de linajes entre VIH-1 y 

VIS (Figura 3) (Hahn y cols., 2000).  

 

Fuente: Hanh y cols., 2000 

Figura 3. Árbol filogenético ML que representa la historia evolutiva de los 

Lentivirus de primates 

Se hace difícil determinar exactamente cuántos eventos de transmisión inter-

especie han ocurrido, pero para el VIH-2, el número tiene que ser al menos de 

cuatro (Hahn y cols., 2000). Tres saltos de chimpancé a humano explican la 

actual divergencia del VIH-1, sugiriendo orígenes independientes para cada uno 
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de los grupos de VIH-1: M, O y N (Gao y cols., 1992; Gao y cols., 1999; 

Santiago y cols., 2002). Sin embargo, la recombinación inter-especie, la cual 

debió ser entre los lentivirus de primates, complica grandemente este análisis 

(Salemi y cols., 2003). Por ejemplo, el grupo N del VIH-1, parece haber 

derivado de una recombinación entre cepas de VIScpz y un virus relacionado 

con un ancestro del grupo M (Gao y cols., 1999), pero este evento ocurrió antes 

del establecimiento de los grupos M y N en humanos. 

La aplicación de métodos moleculares sugiere que el grupo M del VIH-1 se 

originó en la década del 30, del siglo pasado, con un rango aproximado de diez 

años (Korber y cols., 2000; Salemi y cols., 2000; Yusim y cols., 2001). Una 

escala amplia de tiempo evolutivo fue propuesta también para el VIH-2 (Lemey 

y cols., 2003). 

La recombinación tiene consecuencias complejas sobre la estimación del 

tiempo de divergencia, debido a un incremento aparente en los rangos de 

variación entre los sitios nucleotídicos, y reduce la distancia genética entre las 

secuencias (Schierup y Hein, 2000a; Worobey, 2001). Bajo estas 

circunstancias, posiblemente los únicos indicadores reales de tiempo de 

evolución del VIH son las muestras almacenadas en laboratorio que todavía 

contienen virus. La primera secuencia de VIH-1 del grupo M que está 

disponible, fue procesada a partir de una muestra tomada en la República 
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Democrática del Congo, en 1959 (Zhu y cols., 1998). Que esta secuencia se 

ubique algo distante de la raíz del árbol filogenético del grupo M, es una fuerte 

evidencia de que la diversificación de estos virus ocurrió antes de esta fecha. El 

estudio preciso de la evolución del VIH requerirá del análisis de más cantidad 

de virus “fósiles”. 

Hay teorías que proponen una explicación de los mecanismos mediante los 

cuales el VIH saltó a los humanos. Determinadas evidencias sugieren que sólo 

un proceso natural es responsable de esta emergencia (Hahn y cols., 2000). 

Especialmente, observando la frecuencia con que la carne de mono infectada 

con VIS es vendida en los mercados africanos (Peeters y cols., 2002), es fácil 

dilucidar cómo los individuos involucrados en el sacrificio de animales o la 

preparación de dicho alimento, adquirieron la infección.  Es probable que el VIS 

saltara a los humanos varias veces antes de que se estableciera la vía actual 

de diseminación de la epidemia de SIDA y que aquellas incipientes infecciones 

ocurrieran en comunidades rurales aisladas, donde rápidamente se agotaron 

los susceptibles, cortando la transmisión (Hahn y cols., 2000).  

Es también importante explicar por qué el VIH-1 forma subtipos y por qué las 

secuencias virales tienden a reunirse en grupos distintos, con una distancia 

genética entre ellos, aproximadamente igual (10 a 30 % dependiendo de los 

genes comparados) (Kusagawa y cols., 1998; McCutchan  y cols., 1999; 



“Evaluación de la consistencia del patrón epidemiológico de transmisión en dos cadenas cubanas de seropositivos al VIH-1 mediante análisis filogenético”.   
 

 

 

44

Motomura y cols., 2000; 2003; Vidal y cols., 2000; Yang y cols., 2002;  Takebe y 

cols., 2003). 

La gran colección viral con que se cuenta procedente de África del Este y 

central, muestra secuencias que se ubican entre los subtipos previamente 

descritos (Vidal y cols., 2000). Esto indica que esas regiones africanas fueron la 

fuente de las cepas que iniciaron exitosamente la epidemia en otras 

localidades, tanto en África como fuera de ella. La estructura de subtipos del 

árbol filogenético del VIH-1, a largo alcance, refleja la influencia del muestreo 

(Rambaut y cols., 2001). 

Bajo la escala evolutiva de tiempo propuesta para el grupo M, los subtipos 

individuales probablemente se diversificaron en los últimos cuarenta años o 

más (Korber y cols., 2000; Robbins y cols., 2003), aunque está vigente un 

debate acerca del surgimiento del subtipo B, entre las décadas del 60 y 70, del 

siglo pasado (Smith y cols., 2003). 

La filogenia del VIH-1 es, por tanto, un proceso dinámico, en el cual algunos 

subtipos desaparecerán y otros nuevos subtipos epidémicos surgirán. Más 

importante aún es el fenómeno de recombinación entre los subtipos 

actualmente reconocidos. La divergencia genética promedio entre los genomas 

de los subtipos A, B, C y D de cepas aisladas en 1999 (9,8; 10; 7,9 y 8,5%, 

respectivamente), es igual a la de todo el grupo M epidémico, en 1985 (8,8%). 
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La divergencia genética del grupo M se ha incrementado a un 14,9 % desde 

esa fecha hasta 1999 (Rambaut y cols., 2004).  

Aunque algunos incrementos pueden deberse al gran número de secuencias 

virales con que se cuenta en la actualidad, el rango de sustituciones que esto 

implica (aproximadamente 0,002 sustituciones por sitio por año) coincide con el 

rango calculado previamente para los genes virales env y gag (0,0028 y 0,0019; 

respectivamente) (Korber y cols., 2000). 

II.7.4 Procesos evolutivos 

Una de las más tempranas e impresionantes observaciones acerca del VIH, fue 

la gran variabilidad genética que el virus experimenta dentro del hospedero, 

particularmente en la región hipervariable del gen env (Holmes y cols., 1992). 

Esta variabilidad hace del VIH uno de los organismos que evolucionan más 

rápidamente. Semejante rapidez es el resultado de una combinación de 

factores. 

Primero, el virus experimenta una alta tasa de mutación: su RT produce 0,2 

errores por genoma durante cada ciclo de replicación; carece de actividad 

exonucleasa correctora y otros errores posteriores ocurren durante la 

transcripción del ADN por la enzima ARN Pol II (Preston y cols., 1988).  

Segundo, el VIH tiene una dinámica de replicación incrementada, un tiempo de 

generación viral de aproximadamente 2,5 días y una producción de entre 1010 a 
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1012 nuevos viriones diarios (Preston y cols., 1988).  

Por último, la frecuencia de recombinación y la selección natural posterior 

elevan la tasa de cambios evolutivos. El VIH muestra más fuerte selección 

positiva que cualquier otro microorganismo estudiado (los cambios no 

sinónimos son mayores que los sinónimos). Se demostró que el promedio de 

eventos de fijación adaptativa para la envoltura, es de uno cada 

aproximadamente 2,5 meses (Preston y cols., 1988). 

La persistente naturaleza de la infección por VIH condiciona que los eventos 

evolutivos ocurran intra e interpacientes (Goodreau, 2006; Lemey y cols., 2006; 

Shriner y cols., 2006). Dichos eventos parecen ser procesos muy diferentes, 

con un mecanismo de selección dominando el primero; pero no el segundo 

(Rousseau y cols., 2006). Esto se hace evidente en la estructura de los árboles 

filogenéticos. Las filogenias del VIH intrapacientes tienen una estructura 

temporal fuerte, reflejando los eventos de fijación de mutaciones ventajosas y la 

extinción de linajes no favorables. En contraste, aquellos árboles que siguen la 

trayectoria de la evolución entre pacientes, muestran pocas evidencias de 

selección positiva continua (Rambaut y cols., 2004).  

II.7.5 Recombinación y diversidad del VIH 

Además de la rápida acumulación de cambios genotípicos menores, el VIH-1 se 

recombina en grandes proporciones, generando un cúmulo de alteraciones 
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(Robertson y cols., 1995; Jetzt y cols., 2000; Spira y cols., 2003; Apetrei y cols., 

2004a; Lal y cols., 2005). La recombinación genética es una parte integral del 

ciclo de vida del VIH, que ocurre cuando la RT cambia alternativamente de 

molde genómico durante la replicación. El nivel de recombinación del VIH es 

uno de los más altos de todos los organismos conocidos, con un estimado de 

tres eventos de recombinación que ocurren por genoma, por ciclo de replicación 

(Zhuang y cols., 2002), excediendo el nivel de mutaciones por replicación. El 

descubrimiento de que la mayoría de las células infectadas albergan dos o más 

provirus diferentes (Jung y cols., 2002), y la evidencia de infección dual (Jost y 

cols., 2002; Koelsch y cols., 2003), confieren a la recombinación un papel 

fundamental en la generación de la diversidad del VIH. La recombinación se ha 

detectado a todos los niveles filogenéticos: entre lentivirus de primates (Bailes y 

cols., 2003; Salemi y cols., 2003), entre grupos del VIH-1 (Takehisa y cols., 

1999), entre subtipos (Robertson y cols., 1995) e intra-subtipos (Crandall y 

cols., 1999; Brander y cols., 2007). 

La recombinación requiere de la infección simultánea de una célula con dos 

diferentes provirus, seguido de la encapsidación de un transcripto de ARN de 

cada provirus, en un virión heterocigótico. La infección dual puede ser 

simultánea o secuencial. En general, cuando una infección dual ocurre como 

consecuencia de un único evento de transmisión, se designa como co-infección. 
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Por otra parte, el término superinfección ha sido usado, generalmente, para 

infecciones secuenciales que involucran, al menos, dos eventos de transmisión 

(Nájera y cols., 2002). En humanos, la superinfección potencial con cepas de 

diferentes subtipos puede emerger en drogadictos endovenosos que comparten 

equipos de inyección, con inoculación endovenosa directa de grandes dosis de 

virus o en personas que practican sexo desprotegido (Nájera y cols., 2002). 

Después de la subsiguiente infección de una nueva célula, la RT genera una 

nueva secuencia de ADN retroviral que es recombinante entre los dos genomas 

parentales (Robertson y cols., 1995; Peeters y Sharp, 2000). El virus mosaico 

muestra puntos de ruptura entre las regiones genómicas con diferentes 

asociaciones filogenéticas (Robertson y cols., 1995; Peeters y Sharp, 2000). El 

hecho de que existan un gran número de virus recombinantes implica 

claramente que la co-infección con cepas divergentes de VIH-1, es más 

frecuente de lo que se pensó (McCutchan y cols., 2000; Peeters, 2000; Spira y 

cols., 2003; Apetrei y cols., 2004a). De hecho, se han reportado infecciones 

duales con diferentes subtipos, en regiones donde múltiples cepas co-circulan 

(Hoelscher y cols., 2002). Estudios recientes documentan casos de 

superinfección con un virus de otro subtipo (Altfeld y cols., 2002; Ramos y cols., 

2002) y muestran evidencias de recombinación a punto de partida de la 

superinfección (Blackard y cols., 2002; Fang y cols., 2004). La superinfección 
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puede ocurrir en el escenario de una fuerte respuesta de células T CD8+ virus-

específica, sugiriendo que la respuesta inmune del hospedero no es eficiente 

contra cepas divergentes (Altfeld y cols., 2002; Jost y cols., 2002; Takebe y 

cols., 2004). Las infecciones duales por VIH-1 y VIH-2 se reportan 

frecuentemente en regiones donde ambos tipos circulan, pero no se han 

descrito recombinantes entre ellos (Peeters, 2000).  

Los virus resultantes de la recombinación pueden ser más virulentos que los 

virus no recombinantes, debido a las alteraciones fenotípicas o del tropismo 

celular y su susceptibilidad a las drogas antirretrovirales que puede ser diferente 

(Heeney y cols., 2006; Carvajal-Rodriguez y cols., 2007; Johnston y cols., 2007; 

Nora y cols., 2007). Los recombinantes pueden acelerar la progresión de la 

enfermedad e incrementar la probabilidad de transmisión madre-hijo y la 

transmisión sexual, por incremento de la carga viral en la sangre y en el tracto 

genital, posiblemente mucho más que las cepas circulantes pre-existentes 

(Thomson y cols., 2002b).  

Dentro de un individuo infectado, la recombinación interactúa con la selección y 

la deriva antigénica, produciendo dinámicas de población complejas, y por 

tanto, provee de eficientes mecanismos para que el virus escape de la 

acumulación de mutaciones deletéreas o para saltar entre picos adaptativos y 

proveer mecanismos efectivos (conjuntamente con las mutaciones) para evadir 
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la presión inmune (Kellam y cols., 1995; Morris y cols., 1999; Charpentier y 

cols., 2006). La generación de FRU incrementa la posibilidad de que 

reinfecciones con virus de diferentes formas genéticas no sean un evento tan 

raro (Thomson y cols., 2002b).  

La recombinación tiene una importante implicación en la comprensión de la 

epidemia del VIH. En particular, muchas inferencias evolutivas que se han 

realizado a partir de reconstrucciones de filogenias, están considerablemente 

afectadas por la recombinación. Así, el análisis de las relaciones filogenéticas, 

de los eventos en el tiempo, de los procesos demográficos o de la selección 

natural, está potencialmente afectado por la recombinación (Schierup y Hein, 

2000 a y b; McVean y cols., 2002; Posada y cols., 2002b). 

La mayoría de los estudios filogenéticos ignoran la ocurrencia de la 

recombinación, la que puede convertirse en un serio factor de confusión en la 

estimación e inferencia filogenética. El efecto de un simple evento de 

recombinación en la reconstrucción filogenética es a menudo ligero en el 

sentido de que los árboles adecuados para la mayoría de los alineamientos, son 

recuperados. Algunos estudios muestran que la reconstrucción filogenética 

obtenida a partir de secuencias recombinantes, difiere en mucho de la historia 

epidemiológica real (Weins y cols., 1998). Las inferencias basadas en tales 

filogenias podrían ser muy engañosas (Schierup y Hein, 2000a; Posada y cols., 
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2002a). Se requiere de mucha precaución a la hora de hacer inferencias 

filogenéticas en los casos donde se cree que la recombinación está presente. 

Las secuencias nucleotídicas deben ser analizadas para detectar la presencia 

de recombinación, previo a la realización de la reconstrucción filogenética. 

Por ejemplo, aunque de los datos acumulados que se utilizaron para fechar el 

origen del grupo M del VIH-1, hacia los años 30, del pasado siglo, fueron 

eliminados los recombinantes conocidos antes del análisis (Korber y cols., 

2000), la presencia de recombinación sigue evidenciándose, lo cual incrementa 

las dudas acerca de la exactitud de este estimado (Rambaut y cols., 2004). 

Como la recombinación es tan frecuente, no puede eliminarse por la simple 

identificación de los recombinantes y su exclusión de los análisis.  El VIH, por 

tanto, debe ser estudiado con métodos robustos que tomen en cuenta la 

recombinación (Carvajal-Rodriguez y cols., 2006). 

II.8 Epidemiología 

A nivel mundial, existen actualmente 39,5 millones de personas infectadas con 

el VIH (http://www.unaids.org/en/HIV_data/2006GlobalReport/). Los grupos y 

factores de riesgo poseen diferentes patrones de distribución geográfica. En 

Europa occidental, Estados Unidos y Oceanía, la mayor incidencia es en 

hombres que realizan sexo con hombres y drogadictos. En Asia, África del 

Norte y zonas del Pacífico los más afectados son las prostitutas y los 
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drogadictos. En África Sub-sahariana, América Latina y el Caribe, el grupo de 

mayor riesgo es el heterosexual y es de gran importancia la transmisión 

perinatal.  

II.8.1 Epidemiología del VIH en Cuba 

De los 9 304 casos de seropositivos al VIH detectados, 3 492 han evolucionado 

a SIDA. El factor de riesgo más importante es la transmisión sexual, al que 

corresponde el 99,4 % de los casos reportados. El resto se reparte entre los 

grupos de transmisión parenteral (0,2 %), transmisión vertical (0,3 %) y 

exposición ocupacional (0,1 %). En el sexo masculino es donde se reporta el 

mayor número de casos: 7 500 (80,6 %) y respecto a la transmisión sexual de 

este sexo, el 84,1 % son homo-bisexuales. Las edades de mayor incidencia 

corresponden a grupos entre 24 y 49 años según datos suministrados por el 

Programa Nacional de Prevención y Control de las Infecciones de Transmisión 

Sexual/VIH/SIDA del Ministerio de Salud Pública de Cuba.
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

III.1 Muestras clínicas 

Se estudiaron muestras clínicas de dos grupos de individuos infectados con el 

VIH-1, relacionados epidemiológicamente. Las entrevistas detalladas para 

determinar la relación epidemiológica entre los pacientes y reconstruir las 

cadenas epidemiológicas de transmisión (Figura 4), se realizaron al momento 

del diagnóstico por personal médico y de enfermería con entrenamiento 

especial en la búsqueda de contactos del Sanatorio para la atención de 

pacientes viviendo con el VIH, de Santiago de las Vegas. Para la mayoría de los 

individuos se definió el límite de tiempo estimado en el cual la infección ocurrió.  

Se consideró cadena de transmisión de VIH-1 a un conjunto de individuos 

infectados con el VIH-1 que guardaron relación epidemiológica de transmisión 

entre sí, estableciéndose una secuencia de transmisión a punto de partida de 

un caso índice que hizo función de primer donante para uno o más casos 

receptores, que al transmitir posteriormente la infección, a su vez, se 

convirtieron en donantes para otros receptores y así sucesivamente. 
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Fuente: Sanatorio para la atención de pacientes viviendo con el VIH de Santiago de las Vegas  

Figura 4. Cadenas epidemiológicas cubanas de transmisión de VIH-1 
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El número de individuos pertenecientes a la cadena dependió del momento en 

que la transmisión se controló e interrumpió. 

Las muestras de suero y plasma se conservaron a –200C y –700C 

respectivamente, en el Laboratorio de Infecciones de Transmisión Sexual, del 

Departamento de Virología del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kourí” 

(IPK), entre los años 1989 y 2002, y pertenecen a la seroteca de dicho 

laboratorio. Se analizaron todas las muestras disponibles de cada cadena: 37 

muestras procedentes de 27 individuos seropositivos y pacientes de la Cadena 

1 (12 muestras de suero y 25 de plasma) y 66 muestras obtenidas de 59 

individuos seropositivos y pacientes de la Cadena 2 (33 muestras de suero y 33 

de plasma). En el caso de 17 individuos, se dispuso de más de una muestra. En 

todos los casos se pudo constatar la fecha exacta de la toma de la muestra. Se 

contó con el permiso del Comité de Ética del IPK para el uso de las muestras 

almacenadas en la seroteca y los procederes se llevaron a cabo de acuerdo a 

los estándares éticos válidos para Cuba en la fecha de realización del estudio y 

la Declaración de Helsinki de 1975. En todo momento se mantuvo la 

confidencialidad con respecto a la identidad de los individuos de donde 

procedían las muestras biológicas. 

III.2 Oligonucleótidos 

Los oligonucleótidos empleados en las RCP (Reacción en Cadena de la 
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Polimerasa) anidada y semi-anidada y en la secuenciación nucleotídica de los 

diferentes genes utilizados en este estudio, se diseñaron y donaron gentilmente, 

por el Laboratorio de Retrovirus de la Universidad de Carolina del Norte, en 

Estados Unidos (EUA) (Tabla 5 y Figura 5).  

Los cebadores ED5 y ED12 se sintetizaron según describieron Delwart y 

colaboradores, en 1994 (Delwart y cols., 1994). 

Tabla 5. Secuencia de oligonucleótidos empleados. La numeración concuerda 

con la secuencia de la cepa de referencia HXB2 (http://hiv-web.lanl.gov/) 

Oligonucleótido Posición (nucleótidos) Secuencia 5’→ 3’ 

gag1up 536-565 TGCCTTGACTGCAAGTAGTGTGTGCCC 

gag1down 1309-1332 TGGGGTGGCTCCTTCTGATAATGC 

gag1Nup 790-813 ATGGGTGCGAGAGCGTCAGTATTA 

gag2up 1231-1255 TCACCTAGRACYTTRAATGCATGGG 

gag2down 1826-1844 CCCTGRCATGCTGTCATCA 

gag2Nup 1237-1256 AGRACYTTRAAYGCATGGGT 

gag2Ndown 1703-1721 TGTGWAGCTTGYTCRGCTC 

ED5 5956–5985 TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGG 

ED12 7960–7931 TCTTGCCTGGAGCTGTTTGATGCCCCAGAC 

envNup 6859-6880 CAATTCCCATACATTATTGTG 

envNdown 7332-7357 CAATTAAAACTATGTGTTGTAATTTC 
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Figura 5. Numeración de los cebadores utilizados en correspondencia con la 

secuencia de la cepa de referencia HXB2 (http://hiv-web.lanl.gov/) 

III.3 Extracción de ARN 

La extracción de ARN de las muestras de suero y plasma empleadas, se realizó 

utilizando el estuche comercial QIAamp viral RNA (QIAGEN, Heidelberg, 

Alemania),  siguiendo las instrucciones del fabricante. En todos los casos se 

tomó un volumen inicial de 140 μL de muestra que se añadieron a 560  μL del 

tampón AVL (Tampón de lisis viral, del inglés Assay Virus Lysis). Se mezcló 

mediante vórtex (Stuart SA8, Bibby Sterling Ltd, Nottinghamshire, Inglaterra) 

durante 15 segundos y se incubó luego 10 minutos, a temperatura ambiente. El 

tubo se centrifugó (Eppendorf 5417R, Hamburgo, Alemania) brevemente para 

recoger las gotas de la tapa y se añadieron 560 μL de etanol absoluto, se 
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mezclaron mediante vórtex, por 15 segundos y se centrifugaron nuevamente 

para recoger las gotas de la tapa del tubo. Se añadieron 630 μL de la mezcla 

anterior en la columna de purificación que provee el estuche y se centrifugó a 

6000 x g, durante un minuto. Se descartó el filtrado y se volvió a repetir el paso 

anterior. Posteriormente, se procedió a lavar la columna con 500 μL de tampón 

AW1 (Tampón de lavado 1, del inglés Assay Wash 1), se centrifugó a 6000 g 

por 1 minuto y se descartó el filtrado. Se volvió a lavar la columna, esta vez 

utilizando 500 μL del tampón AW2 (Tampón de lavado 2, del inglés Assay Wash 

2) y se centrifugó durante 3 minutos a 20 000 g. Se descartó el filtrado y se 

realizó una centrifugación adicional a 20 000 g durante 1 minuto para garantizar 

que la columna quedase libre de tampón de lavado. Se añadieron 30 μL de 

tampón de elusión en el centro de la columna, se incubó durante 1 minuto a 

temperatura ambiente y finalmente se colectó el ARN extraído en un tubo 

estéril, mediante centrifugación a 6000 g, durante 1 minuto. El ARN extraído se 

dividió en alícuotas y se conservó a -700C hasta su utilización.  

III.4 Reverso Transcripción 

III.4.1 Optimización del paso de Reverso Transcripción en muestras de suero 

conservadas a -200C 

Se estudiaron un total de 74 muestras de suero de pacientes infectados con el 

VIH-1, pertenecientes a la seroteca del Laboratorio de Infecciones de 
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Transmisión Sexual, del Departamento de Virología, del IPK. Estas muestras 

fueron seleccionadas al azar, de sueros colectados entre los años 1989 a 1998 

y que habían sido conservados a -200C. 

El ADNc (Ácido Desoxirribonucleico complementario) se sintetizó, utilizando dos 

enzimas RT diferentes: Reverse Transcriptase AMV (Transcriptasa Reversa del 

Virus de la Mieloblastosis Aviar) (Boeringer-Mannheim GMBH, Ingelheim, 

Alemania) y RT SensiScript (QIAGEN). 

III.4.1.1 Procedimiento de Reverso Transcripción (RT) utilizando la enzima 

Reverse Transcriptase AMV 

Para este procedimiento de RT se siguió el protocolo descrito por Nelson y 

colaboradores, en 1997 (Nelson y cols., 1997), con las modificaciones descritas 

por Ping y colaboradores, en 1999 (Ping y cols., 1999).  La mezcla de reacción 

consistió de 5 μL del ARN extraído, 1X Expand HF Buffer (Boeringer-

Mannheim), 2,5 mM de MgCl2, 1 μL de la mezcla 10 mM de dNTP 

(deoxinucleótidos) (Invitrogen Life Technologies, Frederick, Maryland, EUA), 10 

U de inhibidor de RNAsa (Ribonucleasa) (Boeringer-Mannheim), 50 ng/μL de 

cebador random (Invitrogen) y 10 U de la Reverse Transcriptase AMV y se 

completó con agua bidestilada estéril, libre de RNAsa, para un volumen final de 

20 μL. El cebador random se incubó con el ARN durante 5 minutos, a 650C, 

previo a la preparación de la mezcla de reacción. La mezcla de reacción se 
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colocó en un Termociclador (MJ Research PTC-150, Watertown, Massachusset, 

EUA) y se sometió a 420C por 30 minutos, seguido de 2 minutos a 950C, para 

inactivar la enzima. El ADNc se conservó a -200C hasta su utilización.  

III.4.1.2 Procedimiento de Reverso Transcripción utilizando la enzima RT 

SensiScript 

La mezcla de reacción consistió de 5 μL de ARN extraído, Tampón de RT 1X, 

0,5 mM de cada dNTP; 10 U del inhibidor de RNAsa; 50 ng/μL de cebador 

random (Invitrogen), 10 U de RT SensiScript y se completó con agua bidestilada 

estéril, libre de RNAsa, para un volumen final de 20 μL. El cebador random se 

incubó con el ARN durante 5 minutos, a 650C, previo a la preparación de la 

mezcla de reacción. La mezcla de reacción se colocó en un Termociclador (MJ 

Research) y se sometió a 370C por una hora, seguido de 5 minutos a 930C, 

para inactivar la enzima. El ADNc se conservó a -200C hasta su utilización.  

III.4.1.3 Análisis estadístico 

Para comparar la capacidad de amplificación de VIH-1 utilizando ambos 

sistemas enzimáticos en el paso de Reverso Transcripción y validar 

estadísticamente los resultados se utilizó una prueba de comparación de 

proporciones usando el Programa de computación Statgraphics plus version 5.0 

(StatPoint, Inc., Herdon, Virginia, EUA) sobre plataforma Windows XP con un 
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nivel de significación del 95%. 

III.4.2 Procedimiento de Reverso Transcripción utilizado en el estudio de las 

muestras de suero y plasma de los pacientes de las cadenas epidemiológicas 

Se empleó el procedimiento de RT utilizando la enzima RT SensiScript descrito 

en el acápite III.4.1.2.  

III.5 Reacción en cadena de la polimerasa semi-anidada y anidada 

Para todos los genes estudiados se utilizó RCP anidada, excepto para gag1 en 

que se empleó RCP semi-anidada. Para la RCP se añadieron 2 μL de la 

reacción de RT a la mezcla de reacción constituida por 0,5 μL de Platinium Taq 

DNA Polimerase  (2,5U) (Invitrogen), 5 μL de Tampón RCP (10X), 1,5 μL de 

MgCl2 (1,5 mM); 1,5 μL de cada oligonucleótido (10 μM); 1 μL de la mezcla de 

los dNTP 10 mM (0,2 mM de cada uno), y agua bidestilada estéril libre de 

RNAsa, para un volumen final de 50 μL. La mezcla de la RCP se colocó en un 

Termociclador (MJ Research). El ADNc fue desnaturalizado a 940C por 2 

minutos y seguidamente se efectuaron 35 ciclos de amplificación 

(desnaturalización a 940C por 30 segundos, hibridación a 550C por 30 segundos 

y polimerización a 720C por 45 segundos), con una extensión final de 720C por 

10 minutos.  

III.6 Detección del producto amplificado 

Una vez concluida la RCP, se tomaron 8 μL de cada uno de los productos de la 
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reacción de amplificación y se mezclaron con 2 μL de tampón estabilizador de 

muestra 6X (EDTA 500 mM, Glicerol 10%, azul de bromofenol 0,01%). Estos 

productos se detectaron en geles de agarosa al 1,5 %, en TBE 1X (Tris 0,089M; 

ácido bórico 0,089M; EDTA 0.002M) mediante tinción de bromuro de etidio 

(10mg/mL) a una concentración final de 0,1-0,2 µg/mL. La corrida se realizó a 

120V durante 30 minutos (Cámara de electroforesis MBI HU10 y fuente de 

poder PAC 300, BioRad Laboratories, Foster City, California, EUA) empleando 

como marcador de peso molecular 1Kb (kilobases) DNA Ladder de Invitrogen, 

con un rango entre 500 pares de bases (pb) a 12 Kb. La visualización de las 

bandas se realizó por exposición del gel a la luz ultravioleta en transiluminador 

(Spectroline Bi-O-VisionTM, Spectronics Corporation, Westbury, New York, 

EUA). La talla de los fragmentos amplificados fue de 542 pb para gag1, 484 pb 

para gag2 y 468 pb para env. 

III.7 Purificación del producto amplificado  

El ADN amplificado por la RCP se purificó para realizar la secuenciación 

nucleotídica siguiendo el protocolo descrito en el estuche comercial Qiaquick  

(QIAGEN). Para cada ADN amplificado se añadieron 5 volúmenes del tampón 

PB (tampón de inicio, del inglés previous buffer) al producto de RCP y se 

mezclaron mediante pipeteo. Esta mezcla se colocó en la columna de 

purificación que provee el estuche y para garantizar la unión del ADN a la 
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membrana de la columna, ésta se centrifugó a 10 000 g durante 1 minuto. Se 

descartó el filtrado y la columna se lavó con 750  μL de tampón PE (tampón de 

elución previa, del inglés previous elusion) seguido de una centrifugación a 10 

000 g, durante 1 minuto. Se descartó el filtrado y se centrifugó adicionalmente 

bajo las mismas condiciones de la anterior, para garantizar que la columna 

quedara libre de tampón de lavado. Se añadieron 30 μL de tampón EB (Tampón 

de elusión, del inglés elusion buffer ) (10mM de Tris-Cl, pH 8,5) para eluir el 

ADN de la membrana, mediante centrifugación a 10 000 g por 1 minuto. El ADN 

eluído se conservó a -200C hasta su utilización.  

III.8 Secuenciación nucleotídica automatizada 

La reacción de secuenciación se llevó a cabo con la enzima AmpliTaqTM DNA 

Polymerase FS, empleando el estuche comercial ABI PRISM BigDye 

Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Perkin Elmer Applied 

Biosystems Division, Foster City, California, EUA) de acuerdo con el protocolo 

recomendado por el fabricante. Este estuche contiene los cuatro ddNTPs 

(dideoxinucleótidos) con diferentes marcadores fluorescentes. Se utilizaron 

alrededor de 3-10 ng del producto de RCP purificado y 3 pmol de cebadores en 

20 μL de reacción. La mezcla de reacción de secuencia se sometió a 25 ciclos 

en un termociclador 9600/9700 (Perkin Elmer). Cada ciclo fue de 10 segundos a 

950C, 5 segundos a 500C y 4 minutos a 600C. 
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III.9 Electroforesis 

Se utilizó el secuenciador automático 3100 Genetic Analyser (Perkin Elmer 

Applied Biosystems). Los productos de secuenciación se separaron en gel 

desnaturalizante de poliacrilamida al 5 % (acrilamida/bisacrilamida 29:1) y Urea 

7 M [composición del gel: 21,0 g de urea; 8,4 ml  de arcrilamida 30 %; 6,0 ml 

tampón de TBE 1X (10x tampón TBE: 108,0 g tris base; 55,0 g ácido bórico; 7,4 

g Na2EDTA), 15 µL TEMED, 360 µl  Persulfato de Amonio al 10% (0,1 g 

Persulfato de Amonio en 1 ml de agua bidestilada)]. La electroforesis se corrió a 

48 watt durante 8 horas. La lectura de la secuencia se realizó a través de una 

computadora.  

III.10 Métodos empleados para analizar y comparar secuencias 

Las secuencias obtenidas se editaron primariamente, utilizando el programa 

Sequencher versión 4.0 (GeneCodes, Inc., Ann Arbor, Michigan, EUA). Los 

alineamientos se realizaron empleando ClustalW (Thompson y cols., 1994) y se 

re-editaron manualmente de acuerdo a su marco de lectura en Se-Al 

(http://evolve.zoo.ox.ac.uk/). Los números de acceso al GenBank se muestran 

en el Anexo 1. Los árboles filogenéticos fueron reconstruidos utilizando una 

investigación heurística de máxima verosimilitud (ML), mediante el programa 

PAUPv4.0b10 (inferencia filogenética utilizando parsimonia, del inglés 

Phylogenetic inference using parsimony) (Swofford, 1998). Se recurrió al 
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modelo General Time-Reversible con sitios de proporción invariantes y una 

distribución gamma para acomodar los rangos de heterogeneidad entre sitios. 

Los árboles se evaluaron estadísticamente, calculando el bootstrap con 500 

réplicas aplicando el programa PhyML (Guindon y cols., 2003).  

Se subtiparon los genomas utilizando secuencias de referencia obtenidas de las 

base de secuencias de VIH de Los Álamos (http://www.hiv.lanl.gov/), para las 

regiones de los genes gag y env. Los análisis de bootscanning y de puntos de 

similitud de las cepas recombinantes, se realizaron con el programa SimPlot 

v3.5 (Lole, y cols., 1999).  

Para probar la compatibilidad entre la historia de la evolución viral y la historia 

epidemiológica de transmisión, se forzaron los árboles filogenéticos a ser 

compatibles con la historia epidemiológica de transmisión y se compararon los 

resultados de la topología forzada con la de la no forzada mediante las pruebas 

estadísticas de Kishino-Hasegawa (Kishino y cols., 1989) y Shimodaira-

Hasegawa (Shimodaira y cols., 1999). Con la prueba de Kishino-Hasegawa se 

compararon los resultados de la topología de un árbol forzado con el no forzado 

y con la Shimodaira-Hasegawa se compararon los resultados de diferentes 

variantes de árboles forzados con el no forzado. Para estas pruebas 

estadísticas de comparación de topologías no paramétricas de dos colas se 
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definieron tres regiones: apoyo, no rechazo y rechazo. Se consideró hipótesis 

de compatibilidad rechazada para valores p<0,05. El apoyo se consideró para 

una probabilidad de compatibilidad mayor de 0,8 (p>0,8). Los valores 

intermedios (0,05≤p≤0,8) se consideraron de duda y se clasificaron como no 

rechazo (Goldman y cols., 2000). Los árboles forzados se construyeron 

empleando la misma investigación heurística de máxima verosimilitud del 

programa PAUPv4.0b10 (Swofford, 1998) descrita arriba, y se aplicaron las 

fuerzas monofiléticas particulares. Se analizó la compatibilidad desde el 

receptor viral más reciente al más temprano donante de la cepa viral, según la 

historia de transmisión descrita en la Figura 4.  

Se reconstruyeron también árboles filogenéticos mediante una investigación de 

similitud para verificar si las secuencias clasificadas como subtipo G obtenidas 

de las cadenas de transmisión se agrupaban monofiléticamente, aún en 

presencia de secuencias controles (Anexos 2 y 3) altamente similares y 

epidemiológicamente no relacionadas.  
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

IV.1 Obtención de secuencias de ARN de VIH-1 

La aplicación de la RCP en la Biología Molecular ha tenido un impacto 

sorprendente. El proceso de RT-RCP (Reverso Transcripción-Reacción en 

Cadena de la Polimerasa) es altamente sensible y ha sido utilizado para 

detectar moléculas de ARN, obtener material útil para secuenciación de ácidos 

nucleicos y como un paso en el clonaje de copias de ADNc a partir de ARN. La 

amplificación exitosa por RT-RCP requiere de la confluencia de una serie de 

factores, entre los cuales la calidad de la muestra y la extracción del ARN 

juegan un papel fundamental (Niubo y cols., 2000; Villahermosa y cols., 2000).  

En el caso del VIH-1, por ser un virus ARN, el uso de la RT-RCP está bien 

difundido, y se aplica al diagnóstico y la investigación. La capacidad para 

analizar ARN de VIH a partir de muestras con bajos niveles del virus reviste una 

gran importancia, ya sea por la aplicación a estudios en pacientes que reciben 

terapia antirretroviral y la detección temprana en ellos de variantes resistentes, 

para analizar la evolución del virus a partir de muestras conservadas por mucho 
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tiempo en los laboratorios, o como se ha publicado, para realizar estudios 

dirigidos a conocer el origen de la epidemia, mediante secuencia y análisis 

genético del VIH obtenido de muestras de suero colectadas en décadas 

pasadas (Natarajan y cols., 1998; Zhu y cols., 1998).  

 

Figura 6. Porcentaje de recobrado del material genético según el sistema 

enzimático empleado. 

De las 74 muestras de suero estudiadas, con el empleo de la enzima RT 

SensiScript se amplificó el ARN del VIH-1 en el 86,4 % de ellas (64 muestras), 

comparado con un 20,2 % al utilizar la enzima AMV-RT (15 muestras) 

(p=0,0001) (Figura 6). Para el 13,5 % de las muestras (10 muestras) no se 

obtuvo amplificación con ninguna de las dos enzimas comparadas. El 100 % de 

las secuencias obtenidas a partir de los productos de RCP fueron útiles y 
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homologaron con VIH-1, al compararse con las secuencias de referencia de la 

base de datos de Los Álamos (http://www.hiv.lanl.gov/). 

Múltiples son los parámetros a tener en cuenta para poder amplificar ARN de 

VIH-1 a partir de muestras clínicas. Se han estudiado el uso de diferentes 

anticoagulantes, disímiles procesos de extracción del material genético, el 

tiempo que media entre la toma de la muestra y el procesamiento, la homología 

de los cebadores utilizados y la temperatura de conservación, entre otros 

(Verhofstede y cols., 1996; Ginocchio y cols., 1997; Fransen y cols., 1998). 

Estos tres últimos factores pudieron influenciar los resultados encontrados en 

este estudio.  

En la Figura 7 se compara la eficacia de recobrado del material genético del 

VIH-1 utilizando las enzimas RT-AMV y RT SensiScript en el paso de Reverso 

Transcripción en las 74 muestras de suero estudiadas según el año de toma de 

la muestra. Como es de esperar, para ambos sistemas se logró una mayor 

recuperación de ARN de las muestras que menos tiempo estuvieron 

conservadas a -200C, aunque con el sistema RT SensiScript el recobrado fue 

ostensiblemente mayor. 
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Figura 7. Porcentaje de obtención de secuencias de VIH-1 teniendo en cuenta 

el año de colección de las muestras de suero y el empleo de las enzimas RT 

SensiScript y RT-AMV. 

Para el estudio de secuenciación de las cadenas de transmisión, se contaba 

tanto con muestras de suero que habían sido colectadas antes del año 1998 y 

de plasma colectadas posterior a esta fecha. En el 82,2 % de las muestras de 

suero y en el 94,8 % de las de plasma, se obtuvo amplificación y secuenciación 

de los 3 fragmentos del genoma de VIH-1 estudiados. 

Con respecto a los sueros, debido a la limitada cantidad de muestra disponible, 

con la certeza de que las condiciones de almacenamiento no fueron las idóneas 

y habiendo obtenido solamente un 20,2 % de positividad con la enzima AMV 
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durante la optimización del paso de Reverso Transcripción en muestras de 

suero conservadas a -200C, es que se decide utilizar la enzima RT SensiScript 

y garantizar un incremento del recobrado de ARN, que además de degradado, 

debía estar en su mayoría, en muy bajas concentraciones. El mismo 

procedimiento se utilizó para las muestras de plasma. Hasta el momento de la 

realización de nuestro estudio, la enzima RT SensiScript había sido empleada 

en la técnica de Expresión Diferencial para el estudio de ARNm. Era una 

enzima nueva, única, heterodimérica recombinante (expresada en E.coli), 

diferente de la Reverso Transcriptasa del virus Maloney de la Leucemia murina 

(MMLV) o de la del virus de la Mieloblastosis Aviar (AMV) y se recomendaba su 

uso para muestras que contenían menos de 50ng de ARN (Bosch y cols., 

2000). Teniendo en cuenta las condiciones de nuestras muestras se decidió la 

utilización de la misma. 

Más recientemente, la enzima RT SensiScript se ha utilizado en técnicas como 

RT-RCP en tiempo real (Ullmann y cols., 2001; Bustin, 2002), análisis seriado 

de expresión de genes  (Ginsberg, 2005) y amplificación exponencial de ARN 

(Fournier y cols., 2001).  

Los ensayos que incrementan la sensibilidad para la obtención y cuantificación 

de ARN de VIH, están ganando cada vez más en importancia, con la 
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introducción de técnicas de medición de la carga viral, empleadas en el 

monitoreo de la terapia antirretroviral, y el elevado número de investigaciones 

moleculares que se están realizando para conocer la evolución del virus, la 

aparición y circulación de nuevos subtipos y recombinantes, y dilucidar el origen 

de la epidemia (Rodrigo, 1999). 

La mayoría de los autores, recomiendan el uso de plasma libre de células para 

la obtención de ARN de VIH, que se utiliza en los estudios moleculares. No 

obstante, existen reportes que reflejan un coeficiente de variación en la cantidad 

de copias de ARN/100 μL de muestra de entre un 0,09 a 0,8; al comparar el 

recobrado del plasma con el del suero (Holodniy y cols., 1995; Ginocchio y 

cols., 1997). Los niveles menores en suero pueden deberse al atrapamiento de 

virus durante el proceso de coagulación. 

Contrariamente, muestras de suero sometidas a ciclos de congelación y 

descongelación revelan un incremento en el número de copias de ARN (+ 0,073 

unidades log) (Moudgil y cols., 1993; Ginocchio y cols., 1997). 

La mayoría de las muestras de sangre utilizadas para estudiar carga viral de 

VIH, se transportan en congelación y se mantienen hasta su estudio a -700C, 

como plasma libre de células. Ginocchio y colaboradores (Ginocchio y cols., 

1997) demostraron que la disminución de la carga viral en este tipo de 
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muestras, al cabo de los meses, no fue significativa, pero observaron un 

decrecimiento de 0,3 unidades log al realizar la comparación con el suero. 

Estas variaciones logarítmicas en la concentración de ARN, en las muestras 

sometidas a diferentes condiciones, son cruciales a la hora de obtener un 

resultado positivo y favorable. 

La enzima RT SensiScript constituyó una herramienta valiosa en función de 

recobrar ARN del VIH-1 para el análisis genotípico, a partir de sueros 

conservados a -200C. Ello resulta de vital importancia, no sólo para el VIH, sino 

para otros virus ARN y nos brinda la posibilidad de utilizar hasta por una 

década, muestras de suero mantenidas en los laboratorios, bajo estas 

condiciones de temperatura. 

IV.2 Reconstrucción filogenética de las Cadenas de Transmisión de VIH-1  

El nivel elevado de cambios evolutivos del VIH-1 ha conllevado a la aplicación 

exitosa de una variedad de herramientas filogenéticas (Lemey y cols., 2005d). 

Los métodos filogenéticos han reconstruido la historia evolutiva del VIH con 

gran precisión tanto intra como interpacientes (Akashi, 1999). A nivel 

epidemiológico, la filogenia molecular ha aportado revelaciones acerca del 

origen del VIH (Altschul y cols., 1997; Colonno y cols., 2003), su historia 

epidemiológica (DeBry y cols., 1993; Crandall y cols., 1999; Drummond y cols., 
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2001), la migración del VIH y las rutas de infección (Endo y cols., 1996) y la 

transmisión del VIH entre pacientes relacionados epidemiológicamente 

(Gonzáles y cols., 2002; 2003).  

El conocimiento de la historia de la propagación del VIH entre individuos, nos 

aporta modelos valiosos para investigar la dinámica de transmisión del virus y 

para demostrar la fortaleza de los métodos empleados, al determinar la 

precisión de las relaciones filogenéticas, por lo cual los análisis filogenéticos no 

pueden ser reducidos a reconstruir simplemente una topología en un árbol. La 

filogenia provee un marco poderoso en el cual un grupo de hipótesis pueden ser 

evaluadas (Leitner y cols., 1997; Lemey y cols., 2005a).  

Hay tres aspectos a tener en cuenta en los análisis epidemiológicos de 

secuencias nucleotídicas y aminoacídicas altamente variables. Primero, la 

elección de la región genómica tiene que estar basada en los niveles de 

divergencia evolutiva para el problema en consideración. Segundo, es 

necesario incluir muestras controles. Tercero, es importante el tiempo que 

media entre la toma de la muestra objeto del análisis y el momento en que 

ocurrió la infección (González-Candelas y cols., 2003). 

Nuestro estudio devela, por primera vez, datos de secuencias nucleotídicas de 

cadenas de transmisión conocidas de considerable tamaño, y abre nuevas 
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interrogantes en un área de investigación tan necesaria para el estudio del VIH. 

El análisis demuestra claramente que tanto los métodos que se emplean para la 

reconstrucción filogenética como la búsqueda de contactos, son dos fuentes de 

incertidumbre a la hora de corroborar filogenéticamente cadenas 

epidemiológicas de transmisión. 

IV.2.1 Cadena de Transmisión 1 

En la Cadena de Transmisión 1 primó un subtipo de VIH-1. Los resultados del 

análisis de los subtipos para gag y env se muestran en la Figura 8. Basados en 

las 31 secuencias de gag obtenidas de 23 pacientes, 17 fueron clasificados 

como subtipo G y 6 como mosaicos. Las 30 secuencias de env obtenidas de 22 

pacientes fueron clasificadas como subtipo G.  

Teniendo en cuenta el análisis filogenético más detallado de gag y env, y de 

gagenv concatenados, 9 de 15 transmisiones analizadas fueron rechazadas, 4 

de ellas basadas en el análisis de subtipos y 5 basadas en los análisis 

filogenéticos. 
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Figura 8. Representación esquemática de la clasificación de los subtipos para 

los genes gag  y env en la Cadena de Transmisión 1 

Los estudios que han explorado la recombinación antes de la realización de los 

análisis filogenéticos, arrojan un impacto significativo en las conclusiones que 

se obtienen (Sanderson y Doyle, 1992; Robertson y cols., 1995; Zhou y cols., 

1997; Drounin y cols., 1999; Holmes y cols., 2002; Posada y Crandall 2002b). 

En la práctica, la recombinación es ignorada y sus posibles consecuencias 

descuidadas. Solamente unos pocos estudios han corroborado los efectos de la 

recombinación en el contexto filogenético. Weins (Weins, 1998) llevó a cabo 
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una simulación computarizada para comprender los efectos de un grupo de 

cepas recombinantes con diferentes historias sobre la topología de los árboles 

filogenéticos. Él concluyó que el análisis de los genes recombinados disminuye 

la oportunidad de recobrar el verdadero árbol filogenético, en dependencia de la 

historia epidemiológica.  

Recientemente, otros autores (Schierup y Hein, 2000 a y b) caracterizaron 

algunas consecuencias resultantes de ignorar la recombinación, cuando 

emplearon filogenias para hacer inferencias demográficas, cronológicas o 

sustitucionales.  

Los métodos de estimación filogenética son “confundidos”  cuando se emplean 

cepas recombinantes. La recombinación conlleva a la estimación de árboles 

filogenéticos que no reflejan ninguna de las historias epidemiológicas reales, 

por lo cual los datos de las secuencias deben ser analizados previamente, para 

detectar la presencia de recombinación antes de realizar un análisis filogenético 

(Posada y Crandall 2002a). 

Fundados en estas observaciones y en nuestros resultados, e ignorando la 

posibilidad de superinfecciones, algunos eventos de transmisión en gag pueden 

rechazarse de inmediato en los siguientes casos de esta Cadena: 3→13, 

4→15→24, 6→16, 16→ [26] →33 y 16→ [26] →34. Existe la posibilidad de que 
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determinados pacientes (por ejemplo, el paciente 16) adquirieran una 

superinfección después de la transmisión, y eventualmente terminaran portando 

una cepa recombinante. Sin embargo, los recombinantes GA o AG tienen el 

mismo patrón de mosaico, sugiriendo una forma circulante en esta población y 

no un evento de recombinación  independiente. Entre los recombinantes GA, 

los pacientes 4 y 14 se relacionan más estrechamente, apoyando el evento de 

transmisión sugerido. 

Los métodos filogenéticos y la región del gen a estudiar han estado en disputa 

desde que la filogenia fue aplicada por primera vez en el caso del dentista de La 

Florida que transmitió el VIH a sus pacientes (Ou y cols., 1992). 

El análisis ML es actualmente el mejor método estadístico para evaluar 

hipótesis de transmisión y puede ser fácilmente aplicado a análisis forenses 

(González-Candelas y cols., 2003; Kosiol y cols., 2006). Idealmente, ML debe 

ser usado durante todo el procesamiento, comenzando con la elección del 

modelo de sustitución nucleotídica más adecuado (Posada y Crandall, 1998 y 

2001) y luego usando éste en el programa PAUP (Swofford, 1998), por ejemplo, 

para inferir el árbol filogenético más adecuado. 

La reconstrucción del árbol ML basada en la identificación de subtipos puros 

para el gen gag se muestra en la Figura 9.  
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Figura 9. Árbol filogenético ML de las secuencias de gag de las muestras de la 

Cadena de Transmisión 1 

Como es de esperar, todas las secuencias de un mismo paciente, obtenidas en 

diferentes momentos, se agrupan filogenéticamente en el árbol ML. Este árbol 

apoya algunos de los supuestos eventos de transmisión: 20→28, 20→29, 34→38. 

Debemos resaltar que el análisis de bootstrap aporta poca confiabilidad al 

analizar las ramas más profundas del árbol, lo cual implica que cualquier 

agrupamiento localizado cercano a la raíz es poco apoyado por los datos.  



“Evaluación de la consistencia del patrón epidemiológico de transmisión en dos cadenas cubanas de seropositivos al VIH-1 mediante análisis filogenético”.   
 

 

 

82

No obstante, el análisis ML puede conducir a resultados inciertos cuando, 

debido a la extrema variabilidad de los virus ARN, algunas secuencias o 

secuencias aisladas procedentes de un paciente o de diferentes pacientes, 

fallan para agruparse monofiléticamente con el resto de las secuencias 

consideradas como parte de un brote común. En este caso, los procedimientos 

usuales para la evaluación estadística de ancestros comunes, tales como el 

apoyo del bootstrap definiendo nodos monofiléticos, resulta inútil (González-

Candelas, 2003). 

En consecuencia, se analizó si las hipótesis de transmisión - que no fueron 

apoyadas por el árbol ML -,  fueron significativamente rechazadas, comparando 

los árboles ML, con los árboles forzados a ser consistentes con la hipótesis de 

transmisión, empleando las pruebas de Kishino-Hasegawa (Kishino y cols., 

1989) y Shimodaira-Hasegawa (Shimodaira y cols., 1999). Los resultados de 

estas pruebas se muestran en la Tabla 6.  

Aparte de los cuatro eventos de transmisión apoyados, los datos del gen gag no 

rechazan significativamente otros dos eventos de transmisión. Las restantes 

transmisiones fueron rechazadas desde un inicio por el análisis de 

subtipos/recombinantes.  
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Tabla 6. Comparación del árbol ML de la Cadena de Transmisión 1, con los 

árboles forzados a ser consistentes con la hipótesis de transmisión, empleando 

las pruebas de Kishino-Hasegawa y Shimodaira-Hasegawa. 

Transmisión gag env gag/env 

3 →13 Rechazada * ND ND 

15 → 24 Rechazada * 
No rechazada 

p=0,539; p=0,270 
ND 

4 → 15 Rechazada * 
No rechazada 

p=0,155; p=0,077 
ND 

4 → 14 Apoyada 
No rechazada 

p=0,092; p=0,052 
ND 

20 → 29 Apoyada Apoyada Apoyada 

20 → 28 Apoyada 
No rechazada 

p=0,480; p=0,236 
Apoyada 

9 → 20 ND 
Rechazada 

p=0.024, p=0.023 
ND 

33 → 35 
No rechazada 

p=0.372, p=0.184 
No rechazada 

p=0,116; p=0,059 
No rechazada 

p=0,712; p=0,348 

33 → 36 
No rechazada 

p=0,372; p=0,184 
No rechazada 

p=0,216; p=0,107 
No rechazada 

p=0,712; p=0,348 

34 → 38 Apoyada Apoyada Apoyada 

16 → [26] → 33 Rechazada * 
No rechazada 

p=0,268; p=0,400 
ND 

16 → [26] → 34 Rechazada * 
No rechazada 

p=0,399; p=0,195 
ND 

6 → 16 Rechazada * 
No rechazada 

p=0,608; p=0,298 
ND 

17 →  27 ND 
Rechazada 

p<0,001; p<0,001 
ND 

6 →  17 ND 
Rechazada 

p=0,020; p=0,010 
ND 

Los valores p se muestran para las pruebas Kishino-Hasegawa y Shimodaira-Hasegawa respectivamente. 
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Las transmisiones se agrupan de acuerdo a las subcadenas de los receptores del paciente 1. Las 

muestras de los pacientes que no estuvieron disponibles se indican entre corchetes. En tales casos se 

estudian los eventos de transmisión sobre estos pacientes. Algunos análisis no pudieron ser realizados (no 

disponibles, ND) debido a la ausencia de una muestra o a la presencia de recombinación en el gen gag y 

por lo tanto no pudieron ser concatenados con la región del gen env. * transmisiones rechazadas basadas 

en el análisis de subtipos (Figura 8). 

El procedimiento de análisis por sí mismo y la interpretación de las pruebas de 

transmisión del paciente 1 a los supuestos receptores, se complejizan. Para que 

el evento de transmisión pueda ser apoyado el único requerimiento es que el 

paciente 1 se agrupe monofiléticamente con uno de sus receptores, lo cual no 

se evidencia en la topología del árbol ML. Esto puede deberse a que el paciente 

15 es también un receptor del paciente 1, o a que el paciente 1 no es el primer 

donante.  

El árbol ML que se basa en las secuencias del gen env se muestra en la Figura 

10. En este árbol, todas las secuencias obtenidas de un mismo paciente en 

diferentes tiempos de muestreo, se agrupan filogenéticamente, la mayoría con 

un valor de bootstrap convincente. Este árbol sólo apoya dos eventos de 

transmisión (20→29, 34→38), los cuales están igualmente apoyados en gag. El 

paciente 28, también se agrupa cerca de los pacientes 20 y 29, pero no se 

reconstruyó una relación monofilética.  

Los resultados del análisis (Tabla 6) indican que las secuencias del gen env 
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tienden a ser menos informativas que las secuencias de gag, en lo que respecta 

a eventos de transmisión sospechados. Comparando con los datos de gag, los 

datos de env rechazan menos y apoyan menos los supuestos eventos de 

transmisión.  

 

Figura 10. Árbol filogenético ML de las secuencias de env de las muestras de la 

Cadena de Transmisión 1 

Al muestrear regiones particulares del genoma del VIH-1, se espera recuperar 

la información suficiente que permita recobrar de forma adecuada los patrones 



“Evaluación de la consistencia del patrón epidemiológico de transmisión en dos cadenas cubanas de seropositivos al VIH-1 mediante análisis filogenético”.   
 

 

 

86

evolutivos (Lemey 2005b). Por ejemplo, el uso de la región C2-V3 de env ha 

sido criticado debido a la posible evolución convergente, mientras que la región 

pol pudiese no conferir la variabilidad suficiente (Holmes y cols., 1993). El 

análisis de cadenas de transmisión conocidas ha demostrado que debemos 

considerar fundamentalmente el contenido informativo de los marcadores 

genéticos, que están tanto en función de la longitud del fragmento como de su 

variabilidad (Leitner y cols., 1996; Leitner y Fitch, 1999; Leitner y Albert, 2000). 

Stümer y colaboradores (Stümer y cols., 2005) favorecen el uso de la región V3 

de la envoltura para establecer una relación epidemiológica, mientras que 

Jenwitheesuk y Liu (Jenwitheesuk y Liu, 2005), en un estudio posterior, 

cuestionan el uso de esta región. 

Lemey y Vandamme en 2005 (Lemey y Vandamme, 2005d) evaluaron tres 

cadenas epidemiológicas pequeñas de transmisión de VIH-1, secuenciando 

casi completamente el genoma de las muestras y encontraron que mientras 

mayor es el fragmento de gen que se estudió (≥ 800 pb) se incrementó el apoyo 

filogenético de la transmisión epidemiológica. No encontraron que gag y env 

apoyaran todas las transmisiones. Una de las cadenas fue apoyada 

filogenéticamente al estudiar la región V1-V5 de la gp 120 en env y el análisis 

del gen gag apoyó solamente una de las transmisiones. En otro estudio, los 
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mismos autores observaron que el apoyo filogenético de cadenas de 

transmisión a través del genoma puede ser caso específico y no parece estar 

grandemente moderado por una fuerza funcional a través del genoma (Lemey y 

cols., 2005c). 

González-Candelas y colaboradores, también en 2005 (González-Candelas y 

cols., 2005), al estudiar cadenas epidemiológicas describieron que cuando los 

fragmentos de secuencias nucleotídicas analizados fueron de aproximadamente 

800 pb, las relaciones epidemiológicas fueron más apoyadas desde el punto de 

vista filogenético y para uno de los grupos estudiados (transmisión madre-hijo) 

el bootstrap apoyó significativamente la transmisión al estudiar el fragmento V1-

V5 del gen env. 

Leitner y colaboradores (Leitner y cols., 1996) hallaron que la exactitud en la 

reconstrucción de los árboles filogenéticos se incrementa al aumentar la 

cantidad de información genética utilizada en el análisis. 

El árbol ML basado en las secuencias concatenadas gag y env se muestra en la 

Figura 11. Este árbol apoya los mismos eventos de transmisión que el árbol ML 

de gag. Si los eventos de transmisión supuestos no ocurrieron en realidad, 

incrementar la información de secuencia conllevaría  una probabilidad mayor de 

rechazo de la transmisión. No es el caso de la transmisión del paciente 33 al 35 
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y al 36. Este evento de transmisión pudiese ser real pero no existe suficiente 

información filogenética para apoyarlo.  

 

Figura 11. Árbol filogenético ML de las secuencias concatenadas de gag y env 

de las muestras de la Cadena de Transmisión 1 

Tenemos alguna información adicional obtenida de este árbol que favorece la 

credibilidad de este evento de transmisión: cuando se forzó una relación 

monofilética para los pacientes 33, 35 y 36 en la región concatenada gagenv, 

estas secuencias también se agruparon monofiléticamente con las secuencias 
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de los pacientes 34 y 38, como es de esperar, para la historia de transmisión 

supuesta.  

Adicionalmente, se investigó si las transmisiones apoyadas aún se mantenían 

en presencia de secuencias controles epidemiológicamente no relacionadas y 

procedentes de otras áreas geográficas. Se reconstruyeron árboles 

filogenéticos mediante una investigación de similitud para verificar si las 

secuencias obtenidas de las cadenas de transmisión se agrupaban 

monofiléticamente, aún en presencia de secuencias controles altamente 

similares.  

Moya y colaboradores, en 2004  (Moya y cols., 2004), ya habían reportado que 

la topología de los árboles filogenéticos utilizando ML, refleja grupos 

monofiléticos al comparar las secuencias de VIH-1 de pacientes relacionados 

epidemiológicamente con las de la población no relacionada. Bracho y 

colaboradores, en 2005 (Bracho y cols., 2005), demuestran la necesidad de 

incorporar secuencias controles para estudiar transmisión entre casos o brotes, 

lo cual es importante para apoyar grupos monofiléticos. Sólo debemos tomar en 

cuenta que si se emplean secuencias procedentes de un mismo grupo 

poblacional, pueden finalmente derivar de un ancestro común y falsear los 

resultados. 
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Figura 12. Árbol filogenético ML de las secuencias del gen gag de las muestras de la 

Cadena de Transmisión 1 clasificadas como subtipo G y de secuencias controles 

altamente similares y epidemiológicamente no relacionadas 
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Figura 13. Árbol filogenético ML de las secuencias del gen env de las muestras de las 

Cadenas de Transmisión 1 y 2 clasificadas como subtipo G y de secuencias controles 

altamente similares y epidemiológicamente no relacionadas 



“Evaluación de la consistencia del patrón epidemiológico de transmisión en dos cadenas cubanas de seropositivos al VIH-1 mediante análisis filogenético”.   
 

 

 

92

Las cepas no recombinantes en gag forman un grupo distinto con respecto a la 

mayoría de las secuencias similares analizadas (Figura 12), confirmando que 

las transmisiones no fueron rechazadas en el contexto de secuencias similares 

del subtipo G, epidemiológicamente no relacionadas.  

Para la región analizada del gen env, las secuencias cubanas del subtipo G no 

formaron un grupo monofilético, reflejando la poca señal filogenética de este 

corto segmento (Figura 13). Sin embargo, las transmisiones apoyadas con las 

pruebas filogenéticas realizadas previamente, tampoco fueron rechazadas en el 

contexto de secuencias similares del subtipo G, epidemiológicamente no 

relacionadas. 

IV.2.2 Cadena de Transmisión 2 

La Cadena de Transmisión 2 fue considerablemente más grande e incluyó más 

eventos de transmisión. Dieciocho de 26 transmisiones analizadas fueron 

rechazadas basadas en el subtipaje para gag y env. Solamente una pequeña 

cantidad de transmisiones pudieron ser apoyadas filogenéticamente. Los 

resultados indican que la búsqueda de contactos, incluso cuando la realiza el 

personal médico y de enfermería experimentado, debe ser utilizada con cautela. 

Para una población sexualmente más activa, como la que incluye esta cadena, 

la búsqueda de contactos será menos realista a la hora de identificar eventos 
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de transmisión específicos, aunque continúa siendo útil en la identificación de 

personas con riesgo de infección. 

 

Figura 14. Representación esquemática de clasificación de los subtipos para los 

genes gag y env en la Cadena de Transmisión 2 

Los resultados de los análisis de subtipos de gag y env se muestran en la 

Figura 14. De las 45 secuencias de gag obtenidas de 40 pacientes, el subtipo 

mayoritariamente prevalente es A (n=18), seguido de B (n=3) y un G. Además, 

se identificaron 18 recombinantes intragen. Para la región de env, de 53 

secuencias obtenidas de 48 pacientes, 18 fueron clasificados como subtipo G, 

18 subtipos H, 11 subtipos A y una secuencia subtipo B. 
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La epidemia cubana de VIH se caracteriza por la circulación de una variedad de 

subtipos y FRC (Pérez y cols., 1993; Rolo y cols., 1995; Torres y cols., 2000; 

Gómez y cols., 2001; Cuevas y cols., 2002; de Arazoza y cols., 2003; Thomson 

y cols., 2005) y es interesante apuntar, que una población sexualmente más 

activa porta múltiples recombinantes intersubtipos (Herbinger y cols., 2006), lo 

cual constituye un fenómeno esperado para dinámicas de transmisión 

complejas en el contexto de una gran diversidad genética viral, como la 

existente en Cuba (Pérez y cols., 1993; Rolo y cols., 1995; Torres y cols., 2000; 

Gómez y cols., 2001; Cuevas y cols., 2002; de Arazoza y cols., 2003; Thomson 

y cols., 2005).  

En la República del Congo, un análisis realizado en paralelo de secuencias de 

los genes gag y env de individuos infectados con el VIH-1 entre los años 1999 y 

2000, reveló un 53% de infecciones con subtipos concordantes en ambos 

genes, mientras que el 47% de las muestras analizadas mostraron subtipos 

discordantes (Yang y cols., 2005). La alta prevalencia de subtipos discordantes 

se corresponde con las áreas donde cocirculan múltiples subtipos. En Kenya, 

en un estudio de análisis de secuencias de genoma completo de cepas de VIH-

1, se encontró que el 39 % de las muestras examinadas resultaron ser FRU 

(Dowling y cols., 2002). 
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La superinfección con cepas de diferentes subtipos emerge con más frecuencia 

entre drogadictos endovenosos que comparten jeringuillas inoculándose altas 

dosis de virus y en personas que practican sexo no protegido (Nájera y cols., 

2002). Evidencias crecientes sugieren que relaciones sexuales no protegidas 

continúan ocurriendo entre individuos seropositivos al VIH-1 (Kelly y cols., 1998; 

Kravcik y cols., 1998; Blackard y cols., 2002), particularmente entre hombres 

que realizan sexo con hombres (Ekstrand y cols., 1999; Waldo y cols., 2000). 

Muchos de ellos no perciben el riesgo que esto conlleva, al aumentar la 

prevalencia de superinfecciones y la aparición de nuevos recombinantes que 

aceleran y alteran la historia natural de la enfermedad. 

Fang y colaboradores (Fang y cols., 2004), demostraron que individuos 

infectados con VIH-1, altamente expuestos, pueden tener más riesgo de 

superinfección que conlleva a recombinación que aquellos con exposición 

limitada.  No ha sido demostrado que la recombinación ocurra solamente 

durante el período de infección primaria o que pudiese ser el resultado de 

superinfección durante la infección crónica no tratada. 

El subtipaje en gag y env ya indica que la mayoría de las supuestas 

transmisiones deben ser rechazadas. No obstante, se investigaron los eventos 

de transmisión entre sujetos que portaban cepas con el mismo subtipo genético 
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en gag y env. En la Figura 15 A y B se muestran los árboles ML para las cepas 

Agag/Henv y ADgag/Aenv, respectivamente.  

Figura 15. Árbol filogenético ML de las secuencias concatenadas de gag y env 

de las muestras de la Cadena de Transmisión 2 (A: recombinantes Agag/Henv, B: 

recombinantes ADgag/Aenv) 

El árbol ML, basado en las secuencias ADgag/Aenv, apoya las transmisiones 
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94→101 y 127→128→129. Las secuencias de los pacientes 60 y 82,  también se 

agrupan cercanas, pero no monofiléticamente. Sin embargo, la relación no es 

significativamente rechazada (Tabla 7). Incluso, si ellos no se agrupan 

monofiléticamente, el evento de transmisión pudiera ser verdadero si uno de los 

dos pacientes fuese el donante del paciente 94. La transmisión 63→84 es 

apoyada como se muestra en la Tabla 7. 

Tabla 7. Comparación del árbol ML de la Cadena de Transmisión 2 con los 

árboles forzados a ser consistentes con la hipótesis de transmisión, empleando 

las pruebas de Kishino-Hasegawa y Shimodaira-Hasegawa. 

Transmisión gagenv 

64 ￫ [86] ￫ 98 Apoyada 

59 ￫ 80 
No rechazada 

p=0,740; p=0,360 

60 ￫ 82 
No rechazada 

p=0,891; p=0,441 

44 ￫ [50] ￫ 69 
No rechazada 

p=0,500; p=0,250 

94 ￫ 101 Apoyada 

127 ￫ 128 Apoyada 

128 ￫ 129 Apoyada 

63 ￫ 84 Apoyada 

Los valores p se muestran para las pruebas Kishino-Hasegawa y Shimodaira-Hasegawa respectivamente. Las 

transmisiones se agrupan de acuerdo a que las cepas muestren el mismo subtipo en el gen gag y en el env. Las 

muestras de los pacientes que no estuvieron disponibles se indican entre corchetes. En tales casos se estudian los 

eventos de transmisión sobre estos pacientes.  
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Para las cepas Agag/Henv, el evento de transmisión 64→ [86] →98 se apoya por la 

estructura del árbol filogenético (Figura 15A). Otros dos eventos de transmisión, 

59→80 y 44→ [50] →69, no son apoyados pero tampoco rechazados (Tabla 7).  

IV.3 Análisis de recombinantes 

La distribución geográfica de los subtipos es un proceso dinámico e 

impredecible ya que la mezcla de diferentes variantes de VIH-1 es inevitable. 

Los virus recombinantes ya están contribuyendo sustancialmente a la pandemia 

y la posibilidad de generación de virus recombinantes continuará 

incrementándose a medida que los diferentes subtipos se diseminen 

globalmente (Peeters, 2000; Takabe y cols., 2004). Incluso, virus recombinantes 

conllevan evolutivamente a una segunda generación de recombinantes (Yang y 

cols., 2003; Konings y cols., 2006). 

El patrón de mosaico de los recombinantes, en ambas cadenas, es revelado por 

el análisis de trazados de similitud y bootscan (Figura 16A-H). Algunos de los 

recombinantes intragen gag (AG y ADG) tienen el mismo patrón mosaico para 

ambas cadenas.  

El recombinante AG, identificado en ambas cadenas, tiene un punto de ruptura 

alrededor de la posición nucleotídica 1235 en gag, de acuerdo con la 

numeración de HXB2 (http://hiv-web.lanl.gov/)  (Figura 16A). Aunque es similar 
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al patrón AG recombinante de CRF04_cpx (Gao y cols., 1998) las partes 

separadas A y G de la recombinante identificada, exhiben mayor similitud con 

los subtipos de referencia que con CRF04_cpx.  

El recombinante AD, identificado en los pacientes de la Cadena 2, tiene un 

punto de ruptura alrededor de la posición nucleotídica 1130 en gag (Figura 

16B).  

La secuencia de gag se concatenó a partir de los productos de amplificación de 

dos RCP (gag1 y gag2) que se solapaban en aproximadamente 100 pb (1231-

1332). Hay dos puntos de ruptura que están cercanos a la zona de 

sobrelapamiento: en el recombinante AG (1235) y en el AD (1130). Sin 

embargo, estos recombinantes fueron confirmados en ambos casos usando una 

segunda muestra: AG fue confirmado en el paciente 89 y AD en el 60. 

El recombinante ADG, que infecta a pacientes de ambas cadenas, tiene 

solamente una pequeña porción del subtipo D antes del punto de cambio al 

subtipo G (Figura 16C).  

Para investigar este recombinante con más detalle, se desarrollaron trazados 

de similitud que incluyeron los otros recombinantes cubanos y los subtipos 

puros A y G, identificados en ambas cadenas (Figura 16D).  

Para más claridad, las secuencias cubanas del subtipo A y G, se incluyeron por 
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separado y como un grupo, respectivamente. Es interesante cómo se nos 

revela que la recombinante ADG, al parecer, deviene una segunda generación 

de recombinante, del recombinante AD y del subtipo G, e incluso del 

recombinante AG (Figura 16E). 

En la Figura 16F se muestra el patrón de mosaico del recombinante AB que 

tiene un punto de ruptura alrededor de la posición nucleotídica 1265 en gag.  

Se pudo identificar el recombinante GA en la Cadena 1 (Figura 16G) y el GB en 

la Cadena 2 (Figura 16H). 

Los países con un número elevado de tipos, subtipos y formas circulantes de 

VIH, constituyen las llamadas “zonas calientes” donde generaciones de formas 

recombinantes emergen en individuos portadores de infecciones duales o 

múltiples debido a la cocirculación de diversas variantes del virus (Allen y 

Altfeld, 2003). 

Como ya habíamos señalado, la epidemia cubana de VIH se caracteriza por la 

circulación de una variedad de subtipos y FRC (Pérez y cols., 1993; Rolo y 

cols., 1995; Torres y cols., 2000; Gómez y cols., 2001; Cuevas y cols., 2002; de 

Arazoza y cols., 2003; Thomson y cols., 2005) por lo cual puede ser definida 

como una “zona geográfica caliente” para la emergencia de cepas 

recombinantes. Se han identificado otras áreas como Myanmar central (Takebe 
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y cols., 2003), el sudeste de China (Yang y cols., 2002), África del Este 

(Dowling y cols., 2002; Harris y cols., 2002), Argentina (Thomson y cols., 2002a; 

Sierra y cols., 2005) y Brasil (Thomson y cols., 2004). En algunos casos, los 

recombinantes generados se convierten en circulantes y se propagan a áreas 

cercanas (Yang y cols., 2002; Thomson y cols., 2002a). 

 



“Evaluación de la consistencia del patrón epidemiológico de transmisión en dos cadenas cubanas de seropositivos al VIH-1 mediante análisis filogenético”.   
 

 

 

102

 
 
 

Figura 16A.  Análisis mediante trazado de similitud y BootScan del 
recombinante AG en gag. 
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Figura 16B.  Análisis mediante trazado de similitud y BootScan del 
recombinante AD en gag. 
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Figura 16C.  Análisis mediante trazado de similitud y BootScan del 
recombinante ADG en gag. 
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Figura 16D.  Análisis mediante trazado de similitud del recombinante ADG en 
gag, los otros recombinantes cubanos y los subtipos puros A y G, identificados 
en ambas cadenas de transmisión.  
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Figura 16E.  Análisis mediante trazado de similitud del recombinante ADG y los 
recombinantes AD y AG cubanos en gag.  
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Figura 16F.  Análisis mediante trazado de similitud y BootScan del 
recombinante AB en gag. 
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Figura 16G.  Análisis mediante trazado de similitud y BootScan del 
recombinante GA en gag. 
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Figura 16H.  Análisis mediante trazado de similitud y BootScan del 
recombinante GB en gag. 
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IV.4 Determinación de la influencia del tiempo que media entre la transmisión y 

el muestreo en análisis de la evolución del VIH-1 

El uso de la epidemiología molecular para la investigación de casos de 

transmisión es complicado, debido a que los análisis se realizan, la mayoría de 

las veces, a partir de muestras biológicas obtenidas tiempo después del 

momento estimado de transmisión y que varía de caso a caso. Por otro lado, la 

evolución depende también del estado inmunológico de cada persona infectada 

y de la naturaleza propia del agente infeccioso (Machuca y cols.,  2001). 

  

Figura 17. Histograma de la cantidad de años que median entre la fecha de 

infección (cuando estuvo disponible) y la fecha de colecta de la muestra. 

En la Figura 17 se muestra el Histograma de tiempo entre la fecha de infección 
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(cuando estuvo disponible) y la fecha de toma de la muestra, utilizadas en el 

estudio.  

Es importante tomar en consideración que, en este estudio, la búsqueda de 

contactos fue ejecutada inmediatamente después de realizado el diagnóstico de 

infección por VIH, mientras que la toma de la muestra biológica utilizada en el 

mismo, fue acometida mucho tiempo después del diagnóstico para la mayoría 

de los pacientes. Es de destacar que al momento del diagnóstico de infección 

por VIH de los individuos de ambas cadenas no se contaba ni con las 

tecnologías necesarias para la realización de este tipo de estudio, ni con la 

acumulación de conocimientos que sobre este virus se tiene en la actualidad a 

nivel mundial, por lo que se utilizaron muestras biológicas remanentes de otros 

estudios clínicos que estaban conservadas en la seroteca del laboratorio. 

Para la Cadena 1 en particular, se debe considerar el lapso de tiempo 

relativamente estrecho de las transmisiones y el lapso de tiempo relativamente 

grande entre las transmisiones y el muestreo. Por lo tanto, es difícil dilucidar lo 

incierto de la información filogenética y de la búsqueda de contactos, 

especialmente para las transmisiones no rechazadas. Para la Cadena 2, el 

análisis se torna más confuso debido a la presencia de múltiples parejas 

sexuales durante el lapso de tiempo que medió entre el diagnóstico y el 

muestreo. 
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Al investigar la compatibilidad de datos genéticos y epidemiológicos, en 

cadenas de transmisión, existen dos fuentes de incertidumbre: la incertidumbre 

acerca de la precisión de los datos epidemiológicos y la incertidumbre de las 

reconstrucciones filogenéticas (Leitner y cols., 1996; 1997; Leitner y Albert, 

1999; Paraskevis y cols., 2004; Mikhail y cols., 2005). En el caso de la Cadena 

1, el último fenómeno es bien importante, debido a que los eventos de 

transmisión ocurrieron en un intervalo de tiempo relativamente estrecho. Por 

tanto, existió un tiempo limitado para que las mutaciones se fijaran entre las 

diferentes transmisiones, incluso, para un patógeno que evoluciona tan rápido 

como el VIH (Preston y cols., 1988).  

Por otra parte, las muestras se colectaron varios años después que los 

pacientes adquirieron la infección (fundamentalmente para la Cadena de 

Transmisión 1). De este modo, aún cuando las mutaciones lograran fijarse entre 

los diferentes eventos de transmisión, la información podría tornarse borrosa 

debido a los años de evolución intrapacientes, donde la selección natural es la 

fuerza evolutiva predominante (Rambaut y cols., 2004). 

Para valorar el impacto sobre la evolución del tiempo que media entre la 

transmisión y el muestreo se compararon las distancias genéticas en 

transmisiones apoyadas y no rechazadas.  
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La Cadena de Transmisión 2 no es muy conveniente para este análisis, debido 

a que la mayoría de los eventos de transmisión son rechazados por el análisis 

subtipo/recombinación, por lo que se restringió el mismo, al estudio de las 

transmisiones apoyadas y no rechazadas de la Cadena 1.  

En la Tabla 8 se muestran los resultados del análisis para la Cadena de 

Transmisión 1.  

Tabla 8. Comparación de las distancias genéticas entre transmisiones 

apoyadas y no rechazadas de la Cadena 1 para los genes gag y env. 

nucl/sust/sitio 
Transmisión Años 

gag env 

20 ￫ 29 ND 0,022238 0,045990 

20 ￫ 28 ND 0,020996 0,063111 

4 ￫ 14 16 0,035464 0,166328 

34 ￫ 38 18 0,014796 0,063349 

33 ￫ 35 24 0,062634 0,118699 

33 ￫ 36 26 0,036706 0,161229 

Leyenda 
Rojo – apoyada 

Azul – no rechazada 
ND – no disponible 

A pesar de que no se cuenta con el año de infección para todos los casos, 

puede observarse que para el gen gag, a más años de evolución de los 

pacientes, más dificultad para que el estudio filogenético apoye la transmisión, 

no así para el gen env. El gen env tiene un rango de sustituciones entre dos a 
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cuatro veces mayor que el gen gag. Se puede esperar que mayor tiempo desde 

la transmisión a la toma de muestra conlleve a la pérdida de apoyo filogenético 

del evento de transmisión, pero no al rechazo. 

Posada y Crandall (Posada y Crandall, 2001) han planteado la necesidad de 

aplicar un modelo de sustitución correcto para la inferencia de relación 

filogenética cuando se utilizan secuencias de VIH. Casi todos los métodos de 

reconstrucción filogenética a partir de secuencias nucleotídicas, están basados 

en la hipótesis del reloj molecular (Kimura, 1983), de acuerdo a la cual, para 

cualquier secuencia, las mutaciones ocurren al azar e independientemente, a 

una frecuencia más o menos constante de divergencia de su ancestro común. 

Si el tiempo es largo, la relación lineal entre tiempo de divergencia y 

diferenciación genética se pierde, debido a la gran cantidad de diferencias 

reales producidas y a lo bien cercano que estemos del punto de saturación (Li, 

1997).  

Una característica importante del VIH-1 es su elevada frecuencia evolutiva, pero 

ésta es heterogénea a lo largo del genoma (Muse, 1999). En consecuencia, la 

determinación de la relación filogenética ha tenido que basarse en el análisis de 

una región con un adecuado nivel de evolución por escala de tiempo del 

problema. Las transmisiones recientes han de ser analizadas con regiones que 
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evolucionan rápidamente, porque de otra forma podría no producirse o 

producirse una variación tan pequeña que no permite diferenciar los eventos 

recientes de los eventos tardíos, en la misma población. Mientras, los eventos 

tardíos pueden solamente ser estudiados con regiones que evolucionan más 

lentamente, ya que las regiones que evolucionan rápido podrían haber 

alcanzado o estar cercanas al punto de saturación y no aportar suficiente poder 

resolutivo (González-Candelas y Moya, 2005). 

La búsqueda de contactos es útil y confiable para identificar cadenas 

epidemiológicas de transmisión reconstruibles filogenéticamente, sólo bajo 

ciertas circunstancias. El muestreo y la búsqueda de contactos deben realizarse 

cercanas al momento del diagnóstico, lo cual reduce lo incierto, tanto en la 

búsqueda de contactos como en la reconstrucción filogenética. Si los datos de 

secuencias se obtienen a partir de muestras tomadas a los pacientes durante la 

evolución clínica de la enfermedad, también se impone realizar entrevistas de 

seguimiento para la búsqueda de contactos. El hecho de que la señal 

filogenética se desvanece cuando el muestreo es realizado en un tiempo 

considerablemente alejado de la transmisión, tiene implicaciones importantes 

para los estudios forenses que utilizan inferencias filogenéticas cuando evalúan 

hipótesis de transmisión.  



“Evaluación de la consistencia del patrón epidemiológico de transmisión en dos cadenas cubanas de seropositivos al VIH-1 mediante análisis filogenético”.   
 

 

 

117

 V. CONCLUSIONES 

1. En la Cadena de Transmisión 1 las secuencias nucleotídicas se agruparon, 

en su mayoría, consistentemente con la relación epidemiológica reportada, 

mientras que en la Cadena 2 existieron múltiples subtipos y recombinantes del 

VIH-1 que no permitieron encontrar esa concordancia. 

2. La elevada frecuencia de detección de recombinantes intragen para gag e 

intergenes para gag/env  fue una limitación para el apoyo filogenético de la 

relación epidemiológica. 

3.  La limitación del tamaño del gen env estudiado contribuyó con que no se 

detectaran recombinantes intragen en ninguna de las muestras secuenciadas. 

4. Se demuestra evolución viral sin pérdida de relación monofilética en todas 

las secuencias nucleotídicas de un mismo paciente obtenidas de muestras 

tomadas en diferentes momentos. 

5. Las secuencias del gen env tienden a ser menos informativas que las 

secuencias de gag, en lo que respecta a eventos de transmisión sospechados.  

6. Mientras mayor es el tamaño del fragmento de gen estudiado más se 

incrementa el apoyo filogenético de la transmisión epidemiológica.
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7. De acuerdo con los datos obtenidos del fragmento del gen gag para la 

Cadena de Transmisión 1, se observó una tendencia a que en la medida en que 

se incrementaron los años de evolución de los pacientes, fue menor el apoyo 

del estudio filogenético a la transmisión epidemiológica propuesta. 

8. El muestreo y la búsqueda de contactos deben realizarse cercanas al 

momento del diagnóstico para reducir lo incierto, tanto en la búsqueda de 

contactos como en la reconstrucción filogenética. 
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VI. RECOMENDACIONES 

1. Realizar estimaciones sistemáticas de las señales filogenéticas y su 

capacidad para reconstruir cadenas de transmisión conocidas, en dependencia 

del lapso de tiempo entre la transmisión y el muestreo. 

2. Realizar investigaciones longitudinales intra e interpacientes con cohortes de 

seropositivos de nueva captación para valorar evolución viral e investigar 

prospectivamente la presencia de superinfecciones, especialmente porque en 

nuestro contexto circula una diversidad de subtipos y formas recombinantes.  

3. Utilizar la enzima RT SensiScript para amplificar ARN de muestras de suero 

y plasma conservadas a temperaturas subóptimas por períodos de tiempo de al 

menos diez años. 
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Anexo 1. Número de acceso al GenBank de las secuencias nucleotídicas de 

los genes gag  y env de VIH-1 de los casos de las Cadenas 1 y 2 estudiados. 

Cepa 
Número de 
Acceso al 
GenBank 

Cepa 
Número de 
Acceso al 
GenBank 

Cepa 
Número de 
Acceso al 
GenBank 

1-99 env DQ320322 36-00 gag DQ320376 75-93 env DQ320430 

2-99 env DQ320323 38-00 gag DQ320377 77-96 env DQ320431 

4-95 env DQ320324 38-99 gag DQ320378 93-94 env DQ320432 

6-96 env DQ320325 3-97 gag DQ320379 99-92 env DQ320433 

10-00 env DQ320326 5-95 gag DQ320380 116-92 env DQ320434 

10-99 env DQ320327 8-99 gag DQ320381 117-94 env DQ320435 

11-00 env DQ320328 40-96 env DQ320382 40-00 gag DQ320436 

11-99 env DQ320329 40-00 env DQ320383 40-96 gag DQ320437 

13-00 env DQ320330 42-97 env DQ320384 42-97 gag DQ320438 

14-91 env DQ320331 43-00 env DQ320385 43-00 gag DQ320439 

15-01 env DQ320332 44-00 env DQ320386 44-00 gag DQ320440 

16-95 env DQ320333 44-99 env DQ320387 44-99 gag DQ320441 

16-97 env DQ320334 45-00 env DQ320388 45-00 gag DQ320442 

20-99 env DQ320335 47-90 env DQ320389 47-90 gag DQ320443 

24-00 env DQ320336 51-96 env DQ320390 51-96 gag DQ320444 

24-99 env DQ320337 52-00 env DQ320391 52-00 gag DQ320445 

27-99 env DQ320338 53-98 env DQ320392 53-98 gag DQ320446 

28-00 env DQ320339 54-00 env DQ320393 54-00 gag DQ320447 

28-99 env DQ320340 55-00 env DQ320394 55-00 gag DQ320448 

29-02 env DQ320341 58-00 env DQ320395 58-00 gag DQ320449 

33-00 env DQ320342 59-98 env DQ320396 59-98 gag DQ320450 

34-00 env DQ320343 60-00 env DQ320397 60-00 gag DQ320451 

34-99 env DQ320344 60-97 env DQ320398 60-97 gag DQ320452 

35-00 env DQ320345 63-94 env DQ320399 63-94 gag DQ320453 

36-00 env DQ320346 64-00 env DQ320400 64-00 gag DQ320454 

38-00 env DQ320347 64-98 env DQ320401 64-98 gag DQ320455 

38-99 env DQ320348 65-96 env DQ320402 65-96 gag DQ320456 

9-94 env DQ320349 69-97 env DQ320403 69-97 gag DQ320457 

17-90 env DQ320350 72-00 env DQ320404 72-00 gag DQ320458 

1-00 gag DQ320351 74-92 env DQ320405 74-92 gag DQ320459 

1-99 gag DQ320352 76-00 env DQ320406 76-00 gag DQ320460 

2-99 gag DQ320353 78-00 env DQ320407 78-00 gag DQ320461 

4-95 gag DQ320354 78-99 env DQ320408 78-99 gag DQ320462 



6-96 gag DQ320355 80-00 env DQ320409 80-00 gag DQ320463 

10-00 gag DQ320356 82-00 env DQ320410 82-00 gag DQ320464 

10-99 gag DQ320357 84-92 env DQ320411 84-92 gag DQ320465 

11-00 gag DQ320358 88-00 env DQ320412 88-00 gag DQ320466 

11-99 gag DQ320359 89-00 env DQ320413 89-00 gag DQ320467 

13-00 gag DQ320360 89-99 env DQ320414 89-99 gag DQ320468 

14-91 gag DQ320361 94-99 env DQ320415 94-99 gag DQ320469 

15-01 gag DQ320362 95-96 env DQ320416 95-96 gag DQ320470 

16-95 gag DQ320363 98-00 env DQ320417 98-00 gag DQ320471 

16-97 gag DQ320364 101-00 env DQ320418 101-00 gag DQ320472 

20-99 gag DQ320365 103-00 env DQ320419 103-00 gag DQ320473 

24-00 gag DQ320366 104-00 env DQ320420 104-00 gag DQ320474 

24-99 gag DQ320367 110-00 env DQ320421 110-00 gag DQ320475 

27-99 gag DQ320368 111-00 env DQ320422 111-00 gag DQ320476 

28-00 gag DQ320369 127-00 env DQ320423 127-00 gag DQ320477 

28-99 gag DQ320370 128-00 env DQ320424 128-00 gag DQ320478 

29-02 gag DQ320371 129-00 env DQ320425 129-00 gag DQ320479 

33-00 gag DQ320372 46-90 env DQ320426 71-93 gag DQ320480 

34-00 gag DQ320373 49-91 env DQ320427 90-00 gag DQ320481 

34-99 gag DQ320374 50-94 env DQ320428 96-93 gag DQ320482 

53-00 gag DQ320375 61-94 env DQ320429 109-00 gag DQ320483 

Fuente: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Anexo 2. Secuencias de VIH-1 (gen gag) utilizadas en el análisis filogenético de 
las secuencias clasificadas como subtipo G en la Cadena 1. 
 

Cepa (País) 
Número de 
Acceso al 
GenBank 

Cepa (País) 
Número de 
Acceso al 
GenBank 

97DC.KTB49 (Congo) AJ404325 92NG083 (Nigeria) U88826 

X605 (España) AF450096 91ZR02 (Congo) AF212295 

X623 (España) AF450097 94LB11 (Liberia) AF212296 

X138 (España) AF450098 97AN20 (Angola) AF212297 

X397 (España) AF423756 HH8793 clon 1.1 (Finlandia) AF061640 

X421 (España) AF423757 HH8793 clon 12.1 (Finlandia) AF061641 

X475 (España) AF423758 SE6165 (Suecia) AF061642 

X477 (España) AF423759 96CM-1849 (Camerún) AF460972 

X558 (España) AF423760 96CM-4164 (Camerún) AF460974 

4262336 (Congo) AF084936 VI191 L11783 

X1950628C4 (EUA) AY371121 Z321B (Zaire) U76035  

92NG003 (Nigeria) U88825 96CMABB55 (Camerún) AY772535 

Fuente: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Anexo 3. Secuencias de VIH-1 (gen env) utilizadas en el análisis filogenético de 
las secuencias clasificadas como subtipo G en las Cadenas 1 y 2. 

Cepa (País) 
Número de Acceso al 

GenBank 
Cepa (País) 

Número de Acceso al 
GenBank 

MM4089-Q16 (Kenya) AF101470 96NG-IKCSW21 (Nigeria) AJ389734 

71F2 (Zambia) AY423919 96NG-MACSW018 (Nigeria) AJ389748 

71F3 (Zambia) AY423920 96NG-MAOP005 AJ389756 

71F5 (Zambia) AY423922 00NE080 (Níger) AJ429908 

71F6 (Zambia) AY423923 00NE032 (Níger)  AJ429875 

71F7 (Zambia) AY423924 FIN9103 (Finlandia) AF219376 

71F8 (Zambia) AY423925 clon 183 (Portugal) AJ296237 

71F9 (Zambia) AY423926 clon 584 (Portugal) AJ296252 

71F10 (Zambia) AY423927 clon 585 (Portugal) AJ296263 

71M1 (Zambia) AY423908 clon 629 (Portugal) AJ296235 

71M2 (Zambia) AY423909 clon 631 (Portugal) AJ296224 

71M4 (Zambia) AY423911 clon 746 (Portugal) AJ296265 

71M5 (Zambia) AY423912 clon 800 (Portugal) AJ296255 

71M6 (Zambia) AY423913 clon PT176 (Portugal) AJ504454 

71M10 (Zambia) AY423917 clon PT565 (Portugal) AJ318387 

71M11 (Zambia) AY423918 clon PT806 (Portugal) AJ504456 

VI525 (Gabón) L22953 clon PT747i (Portugal) AJ429000 

LBV21-7 (Gabón) U09664 clon PT886i (Portugal) AJ429020 

PHI426 (Francia) AY231158 clon PT1759i (Portugal) AJ490032 

LN65_n13 (Francia) AJ490002 clon PT2677i (Portugal) AJ429013 

LN65_n70 (Francia) AJ490004 clon PT3934i (Portugal) AJ429014 

LN65_n87 (Francia) AJ490005 clon PT4490i (Portugal) AJ429002 

LA65_D21 (Francia) AJ490018 clon PT4608i (Portugal) AJ429001 

PN65_D22 (Francia) AJ490033 clon PT8271i (Portugal) AJ429028 

PN65_D25 (Francia) AJ490038 X138 (España) AF450098 

96CMABB55 (Camerún) AY772535 97SE1078 (Senegal) AJ288981 

97CM.MP801 (Camerún) AJ554893 clon K359DC1 (EUA) AY055825 

01CM.4049HAN (Camerún) AY371121 clon K359DC2 (EUA) AY072803 

92NG003 (Nigeria) U88825 clon K359PC1 (EUA) AY072805 

96NG-MACSW065 (Nigeria) AJ389752 92RU131.9 (Rusia) U30312 

96NG-LCSW218 (Nigeria) AJ389742 RU511B (Rusia) U08356 

Fuente: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/ 
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