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Resumen

Epidemiologia molecular de HIV, HBV, HCV y HTLV-1/2 en poblacion de
trabajadores sexuales hombres y trans (travest s, transexuales o transgénero) de

Argentina.

El objetivo general de esta tesis fue aportar conocimiento sobre las infecciones de
transmision sexual (ITS) en poblaciones de alta vulnerabilidad y en las que la
informacién era casi inexistente como son los hombres trabajadores sexuales (HTS) y
trans (travestis, transexuales o transgénero, hombre a mujer) trabajadoras sexuales
(TTS). La incidencia de HIV fue mayor en TTS que en HTS (10,7 y 2,3 por 100
personas-afno, respectivamente). Las TTS (N= 273) mostraron una prevalencia
significativamente mayor que los HTS (N= 114) de HIV (34,1 vs. 11,4%), HBV (40,2 vs.
22,0%) y Treponema pallidum (50,4 vs. 20,4%). Las prevalencias de HCV y HTLV-1/2
no fueron significativamente diferentes entre TTS y HTS (HCV: 4,5y 6,1%; HTLV-1/2:
1,8y 1,0%, respectivamente).

Las variantes de HIV mas frecuentes fueron el subtipo B y la recombinante BF. En el
caso de HBV, se detecté una muestra de genotipo F, dos muestras de genotipo A y una
de genotipo C. Respecto al HCV, se detectaron cinco muestras con genotipo 1, tres con
genotipo 3 y tres con genotipo 4.

Ademds, en un grupo de TTS fue posible determinar la prevalencia de HPV vy
Chlamydia trachomatis y sus variantes. Las TTS resultaron positivas para HPV en
111/114 casos y para C. trachomatis en 5/113 casos. Los genotipos més frecuentes de
HPV fueron el 16, 42, 81 y 58 (el primero y el Ultimo de alto riesgo oncogénico). En las
muestras positivas para C. trachomatis se detectaron dos con genotipo D, una con
genotipo E y una con genotipo L2 correspondiente a linfogranuloma venéreo.

La alta prevalencia de ITS y la alta incidencia de HIV demuestran la gran vulnerabilidad
de estas poblaciones e indican la urgente necesidad de implementar estrategias

preventivas y de facilitar el acceso a programas de salud para las mismas.

Palabras clave: hombres y trans trabajadores sexuales, infecciones de transmision
sexual, epidemiologia molecular, HIV, HBV, HCV, HTLV-1/2, HPV, C. trachomatis, T.

pallidum.



Abstract

Molecular epidemiology of HIV, HBV, HCV  and HTLV-1/2 among trans (male to
female transvestites, transsexuals, or transgender) and male sex workers

populations in Argentina.

The general objective of this thesis was to generate knowledge on sexually transmitted
infections among highly vulnerable groups which information is scarce, namely male sex
workers (MSW) and male-to-female trans sex workers (TSW).

HIV incidence among TSW was higher than MSW (10.7 and 2.3 per 100 person-years
respectively).

TSW (N= 273) showed a significantly higher prevalence of HIV (34.1 vs. 11.4%), HBV
(40.2 vs. 22.0%) and Treponema pallidum (50.4 vs. 20.4%) than MSW (N= 114). HCV
and HTLV-1/2 prevalence was not significantly different among TSW and MSW (HCV:
4.5 and 6.1%; HTLV-1/2: 1.8 and 1.0% respectively).

The most frequently found HIV variants were subtype B and BF recombinant. Regarding
HBV, one genotype F was detected as well as two genotype A samples and one
genotype C. HCV detected types were one genotype 1, three genotype 3 and three
genotype 4.

Besides, it was possible to determine HPV and Chlamydia trachomatis prevalence and
variants in one group of TSW. TSW tested positive for HPV in 111/114 cases and for C.
trachomatis in 5/113 cases. The most frequent HPV genotypes were 16, 42, 81 y 58 (the
first and the last corresponding to high risk or oncogenic types). Among C. trachomatis
positive samples two genotypes D, one genotype E and one genotype L2
(Lymphogranuloma venereum type) were detected.

The high prevalence of STIs and the high incidence of HIV demonstrate the great
vulnerability of these high risk populations and indicate the urgent need for preventive

strategies on intervention and facilitation of access to healthcare programs.

Key words: male sex workers and male-to-female trans sex workers, sexually
transmitted infections, molecular epidemiology, HIV, HBV, HCV, HTLV-1/2, HPV, C.

trachomatis, T. pallidum.
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Introduccion

[.1. Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV)

I.1.1. Resenfa histérica

A fines de 1981, comenz0 a observarse un aumento en la incidencia de enfermedades
inusuales en adultos jévenes, principalmente en hombres que tenian sexo con hombres
(HSH), tales como infecciones por Pneumocystis carinii (actualmente denominado
Pneumocystis jirovesi), el sarcoma de Kaposi y linfoadenopatias persistentes [1, 2].
Aunque no habia sido identificado el agente etioldgico, pronto quedod claro que todos los
pacientes sufrian una disminucion progresiva de linfocitos T CD4+ y, como resultado,
desarrollaban enfermedades infecciosas y tumorales que normalmente eran
controladas por el sistema inmune. Al conjunto de manifestaciones clinicas se lo
denominé Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (Sida) [3].

Durante 1983 distintos grupos de trabajo propusieron tres virus como agentes
etiologicos del Sida: el LAV (Lymphoadenopathy Associated Virus), el HTLV-3 (Human
T Lymphotropic Virus Type 3) y el ARV (AIDS Related Virus) [4-6]. Estudios posteriores
revelaron que la morfologia de estos tres virus era muy similar entre si y coincidia con la
del género Lentivirus de la familia Retroviridae [7]. Se determiné que los tres
aislamientos correspondian al mismo agente viral, siendo designado en 1986 como
Human Immunodeficiency Virus (HIV) por el Comité Internacional de Taxonomia de
Virus.

En 1986, Francoise Clavel, Montagnier y colaboradores describieron un tipo distinto de

HIV, prevalente en ciertas regiones de Africa Occidental, al que denominaron HIV-2 [8].

[.1.2. Origen y diversidad del HIV

El origen de los dos tipos de HIV, HIV-1 y HIV-2, se encontré en Africa Central. Se cree
que alli evolucionaron de lentivirus que infectan otras especies de primates sin causar
enfermedad evidente. Dos eventos de transmision zoonética del Virus de la
Inmunodeficiencia Simiana (SIV, del inglés, Simian Immunodeficiency Virus) habrian
ocurrido en forma separada. Uno de ellos, desde chimpancés (Pan troglodytes
troglodytes), habria dado origen al HIV-1, y el otro desde monos mangabeye gris
(Cercocebus atys atys) habria originado al HIV-2. La infeccién con cualquiera de los dos

tipos de HIV lleva al Sida. Sin embargo, las cepas de HIV-2 son menos patogénicas y
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han quedado geogréaficamente restringidas principalmente al Africa Occidental. Por el
contrario, las cepas del tipo mas virulento, HIV-1, se han dispersado en todo el mundo
causando la pandemia de Sida [9].

El HIV-2 se diferencia en los subtipos A, B, C, D y E, siendo el A y el B los méas
frecuentes. Las infecciones por HIV-2 fuera de Africa Oriental y el Caribe son poco
frecuentes, aunque se han notificado casos aislados en el resto del mundo, incluso en
Argentina [10, 11].

El andlisis filogenético de HIV-1 y de virus de primates no humanos relacionados
sugiere que hubo tres eventos de transmision independientes a comienzos del siglo XX
gue generaron tres grupos de HIV-1: major o main (M, entre 1884 y 1924), outlier (O,
entre 1890 y 1940), y nonmajor y nonoutlier (N, entre 1948 y 1977) [12].

El grupo M, de mayor circulacion, ha sido subdividido en nueve subtipos (A, B, C, D, F,
G, H, J y K), en sub-subtipos indicados con numeros (Al, A2y A3, F1y F2) y, hasta el
momento, en 49 formas recombinantes circulantes (CRFs, del inglés, circulating
recombinant forms) [13].

La variacién genética dentro de un subtipo puede ser del 15-20% mientras que la
variacion entre subtipos es generalmente del 25-30%. Los subtipos del HIV-1 presentan
entre si algunas diferencias en su comportamiento biolégico y en su distribuciéon
geogréfica [14, 15]. En América y Europa predomina el subtipo B, aunque otros subtipos
fueron introducidos por la inmigracion y los viajes. En nuestro pais, los subtipos By Fy
recombinantes B/F son los mas frecuentes, aunque se han encontrado otros subtipos y
recombinantes como BCF ademas de los descriptos en esta tesis [16-21]. En Africa se
encuentran todos los subtipos del grupo M y se han informado casos pertenecientes al
grupo O y N.

Las CRFs son el resultado de la recombinacion entre subtipos dentro de un huésped
con infeccion doble, quien transmite las formas recombinantes a otras personas. La
progenie recombinante se clasifica como CRF si es identificada en tres o mas personas
gue no tienen relacion epidemiologica entre si y, si no, se describen como formas
recombinantes Unicas (URFs, del inglés, unique recombinant forms) [22].

En esta tesis nos referiremos al HIV-1 como HIV con fines practicos.

Diversos estudios de la secuencia nucleotidica del genoma viral revelaron que debido a

su alta tasa de mutaciéon y de recombinacion gendmica existe una gran variabilidad

13
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entre distintos aislamientos. Esta variabilidad se hace presente, no solo entre
aislamientos de distintos pacientes, sino también, entre distintos aislamientos de un

mismo paciente a traves del tiempo.

[.1.3. Estructura viral

El viribn de HIV es una particula esférica de aproximadamente 100 nm de diametro.
Esta formado por una envoltura lipidica, proveniente de la membrana de la célula
huésped, en la cual se encuentran espiculas que atraviesan la bicapa lipidica. Estas
espiculas, formadas por dos glicoproteinas virales, la gp4l y la gpl120, poseen una
importante funcién en la entrada del virus a la célula huésped (Figura 1a).

Por dentro de la envoltura lipidica se encuentra la cdpside externa, un poliedro de 60
caras triangulares, constituida por la proteina pl7. Esta capside contiene al core viral
formado por una segunda capside de proteina p24 que contiene al genoma viral, 2
proteinas estructurales (p7 y p9) y 3 no estructurales (integrasa, proteasa y
transcriptasa reversa), asociadas al mismo.

El genoma del HIV estd constituido por dos cadenas de ARN monocatenario de
aproximadamente 9,2 kb y de polaridad positiva. Cada cadena codifica para los tres
genes caracteristicos de los retrovirus (gag, pol y env) y para otros 6 genes que
codifican para proteinas auxiliares (tat y rev) y accesorias (nef, vif, vpr y tat). Algunos de
los genes mencionados se encuentran solapados entre si, lo que permite el empleo de
los 3 marcos de lectura para codificar las distintas proteinas. Ambas cadenas empiezan
y terminan en dos secuencias terminales repetitivas (LTR, Long Terminal Repeats)
(Figura 1b) [23].
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Figura 1. Representacion esquemética del Virus de la Inmunodeficiencia Humana.

(a) Estructura de la particula viral y (b) genoma viral

Los tres primeros productos de traduccion, que codifican proteinas estructurales o
enzimas, son inicialmente sintetizados como poliproteinas precursoras que luego son
procesadas por proteasas virales o celulares y formaran parte del virién. El precursor de
Gag de 55 kD es clivado en las proteinas de la matriz (p17), de la capside (p24), de la
nucleocapside (p7) y proteinas p6. La autocatdlisis de la poliproteina Gag-Pol (160 kD)
da lugar a la proteasa, a la transcriptasa reversa (TR) y a la integrasa. La accion de una
proteasa celular convierte al precursor glicosilado de Env (160 kD) en la proteina de
superficie (120 kD) y la de transmembrana (41 kD). Las otras seis proteinas (Vif, Vpr,
Tat, Rev, Vpu y Nef) son producto de la traduccion de RNAs mensajeros que sufrieron
splicing [23].

Se han descrito ademas 6 genes que codifican para proteinas reguladoras. Tat es una
proteina activadora de la transcripcién; Rev es esencial para la expresion viral; Nef,

entre otras funciones, aumenta la infectividad de los viriones; Vpr facilita la infeccion de
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células en reposo; Vpu aumenta la brotacién de las particulas virales; Vif aumenta la
infectividad de la progenie viral [24, 25].

Una vez integrado al genoma celular, el ADN proviral se encuentra flanqueado por LTR,
generados durante el proceso de transcripcion reversa. Los LTR contienen sitios de
union para proteinas celulares que pueden activar la transcripcion viral y que también
estan bajo el control de sefiales virales. La compleja regulacion del HIV le permite al
virus establecer latencia celular, responder rapidamente a varias sefiales y sintetizar

altos niveles de proteinas virales y viriones [26].

[.1.4. Replicacion viral

El ciclo de replicacién de HIV es complejo y su duracion y desarrollo depende de la
célula blanco y el nivel de activacion de la misma [27]. Al comienzo de la infeccion el
virus accede a distintos tipos celulares sin causar dafio inmediato, pero la entrada a las
células puede estimular cascadas de sefializacion intracelulares que facilitarian la
replicacion viral [28, 29]. El ciclo replicativo comprende eventos tempranos, que
conducen a la integracion del genoma viral en el genoma de la célula huésped, y
eventos tardios que resultan en la formacién de nuevos viriones.

El ciclo replicativo del HIV comienza con la unién del virus a la célula huésped. Dicha
union es especifica y se inicia con la interaccion de la glicoproteina gp120, presente en
la membrana viral, con el receptor CD4 de la célula huésped. Siguiendo a esta union
ocurre un cambio conformacional en la glicoproteina que no es suficiente para la
generacion de una estructura de fusion. La misma se produce con la union a receptores
de quimoquinas, como el CXCR4 o el CCR5, presentes en las células del huésped que
intervienen como co-receptores en esta union. El proceso de fusidon ocurre por
formacion de un poro a través del cual el core viral pasa al citoplasma [30, 31]. Las
proteinas del core permanecen asociadas al ARN viral hasta el inicio de la
retrotranscripcion. La retrotranscripcion es llevada a cabo por la TR, la cual transcribe
una cadena de ADN sobre una de las cadenas de ARN, dando lugar a un hibrido

ADN/ARN. El ARN es luego degradado por la misma enzima, que posteriormente

genera una segunda cadena de ADN de polaridad positiva, como copia de la primera. A

diferencia de otras enzimas ADN polimerasas, la TR no posee actividad de lectura de
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prueba (o proof-reading), siendo esta caracteristica una de las principales fuentes de
variabilidad del HIV. Una vez concluida la transcripcion reversa, el complejo proteico
junto con la molécula de ADN doble cadena conforman el complejo de pre-integracion
que esta involucrado en el transporte del ADN viral al nicleo y posterior integracion del
genoma viral al genoma celular. En el nucleo, el ADN bicatenario puede ser integrado
por accion de la enzima integrasa viral (provirus) en zonas del genoma celular ricas en
genes Yy transcripcionalmente activas [32, 33] o puede permanecer como ADN no
integrado en forma lineal o circularizada.

Una vez que el genoma del HIV se ha integrado al genoma celular, la expresion de los
genes virales queda bajo el control del promotor LTR. Este promotor posee secuencias
reguladoras a las que se unen diversas proteinas virales y celulares. Luego del
comienzo de la transcripcion, la proteina viral Tat se une a su region blanco en el LTR
aumentando la tasa de transcripcion.

Cuando la célula es activada, el provirus inicia la sintesis de los ARN mensajeros que
tendran a cargo la traduccion a proteinas y de los ARN que formaran parte de la
progenie viral. Las proteinas de envoltura, clivadas y glicosiladas, se ubican en la
membrana de la célula huésped. Por otro lado, las proteinas estructurales se
ensamblan con el ARN viral cerca de la membrana celular y adquieren la envoltura
durante la brotacién. La brotacion del nuevo virion puede producirse de forma lenta,
conservando la integridad celular, o de forma rapida, provocando la lisis de la célula

huésped [23]. El ciclo replicativo del HIV puede observarse en la Figura 2.
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Figura 2. Esquema del ciclo de replicacién del HIV: (1) Union del HIV al receptor CD4, al co-
receptor CCR5 o CXCR4 e internalizacion. (2) Desnudamiento del virus. (3) Transcripcion
reversa. (4) Integracion al ADN gendémico del huésped. (5) Expresiéon de proteinas tempranas
de los ARN mensajeros. (6) Expresiéon de los ARN mensajeros tardios que codifican para las
proteinas estructurales Env, Gag, Pol y la integrasa. (7) Empaquetamiento del ARN gendmico y

liberacion de las particulas virales. Figura tomada de Rossi et al, 2007 [34].

[.1.5. Vias de transmision del HIV

Si bien se ha detectado al HIV en todos los fluidos y secreciones humanas, solo se han
establecido tres formas de transmision de la infeccion: sexual, parenteral y vertical (de
madre a hijo). La probabilidad de transmision varia dependiendo tanto de factores
viroldgicos (cantidad y tipo de in6culo viral) como del huésped.

La transmision sexual es la causa de la mayoria de los casos de infeccién por HIV en
todo el mundo. En particular, las relaciones sexuales anales son la forma mas eficiente
para la transmision sexual del HIV. Esto podria deberse a que la mucosa del recto tiene
mayor cantidad de receptores para el HIV, a que es mas facilmente traumatizada y a
gue carece de la inmunidad humoral presente en las secreciones cervicovaginales [35].
La pareja receptiva (hombre o mujer) presenta, en este tipo de relacion, una superficie
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de exposicion mayor y recibe mayor cantidad de fluidos infecciosos por lo que se
encuentra en mayor riesgo que la pareja insertiva [36].

Segun datos de los dultimos afios (2007-2009) a nivel nacional, las relaciones
heterosexuales sin proteccion han sido la causa del 48,5% de las infecciones en
hombres y del 87,5% en mujeres. Mientras que las relaciones homosexuales han
originado el 35,9% de las infecciones en hombres [37].

La via de transmision parenteral incluye la inoculaciébn de sangre infectada o
hemoderivados, trasplante de 6rganos o maniobras con instrumentos punzocortantes,
entre los cuales se incluye la practica de compartir agujas y jeringas por parte de los
usuarios de drogas inyectables (UDIs). Los ultimos datos en nuestro pais estiman que
el 4,8% de las infecciones en hombres se deben a esta via mientras que en mujeres
seria el 1,5% [37].

La mayor eficiencia de infeccion (95%, [38]) se da por transfusidbn con sangre
contaminada aunque actualmente este es un evento poco frecuente dado que la sangre
es previamente analizada para este patdgeno.

En Argentina, la Ley Nacional de Sida N° 23.798 implementada desde el afio 1990,
declara obligatoria la deteccion del virus y de sus anticuerpos en sangre humana
destinada a transfusion, elaboracion de plasma y otros derivados sanguineos de origen
humano para cualquier uso terapéutico, asi como también en los érganos destinados
para trasplantes humanos [39]. Por esta razén, solamente el 0,3-0,4% de las
infecciones en ambos sexos fueron transmitidas por esta via [37].

La transmision vertical es el origen de la infeccion en méas del 90% de los casos de
infeccion en los nifios menores de 15 afios. En ausencia de intervenciones profilacticas
adecuadas, aproximadamente el 25-30% de las madres transmite el virus a su
descendencia. En el 25% de las madres transmisoras la infeccion ocurre durante el
embarazo, y en el 75% restante durante el periodo perinatal. En el caso de la lactancia,
el riesgo de transmision puede ser del 35% al 45% [40]. Desde 1994 el Centro para el
Control y la Prevencion de Enfermedades (Center for Disease Control, CDC)
recomienda el tratamiento antirretroviral para toda mujer embarazada con infeccion por
HIV y para el lactante [41]. La institucion de este protocolo y la practica de cesarea
programada ha disminuido la transmision de madre a hijo de un 25% al 2% en los

paises desarrollados [42]. Si bien desde 1995 se comenzd a implementar en nuestro
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pais, recién en 1997, fue recomendado por el Programa Nacional de Sida [43]. En la
actualidad se ofrece este tratamiento en forma gratuita en todo el pais. Por otro lado, se
recomienda como medida preventiva de la transmision, el no amamantamiento de los
bebes nacidos de madres infectadas. Del total de infecciones en hombres, el 2,1% se
produjo por transmision vertical mientras que entre las mujeres este porcentaje fue de
3,6% 2007-2009 [37].

[.1.6. Historia natural de la infeccion por HIV

El curso de la infeccion por HIV se puede dividir en tres periodos: etapa aguda (o
primoinfeccidn), etapa asintomatica y etapa sintomatica (Sida) (Figura 3).

La etapa aguda puede definirse como el periodo entre la adquisicion del HIV hasta la
seroconversion. Al inicio de la infeccidn, el virus infecta a los linfocitos T CD4+ de
memoria del tejido linfoide asociado a mucosas, reduciendo esta poblacidon celular, y
alcanzando un alto grado de replicacion viral, diseminacién y un alto pico de viremia.
Consecuentemente, se produce una caida del nimero de linfocitos T CD4+ en sangre
periférica y nédulos linfaticos [44]. Generalmente la viremia decae en unas pocas
semanas por acciéon de la respuesta inmune celular, ya que el nimero de células CD8+
especificas aumenta antes que los anticuerpos neutralizantes puedan ser detectados.
La reduccion de la viremia plasmatica coincide con el ascenso del nivel de linfocitos T
CD4+. El resultado de esta etapa es el desarrollo de reservorios virales y de dafios
irreparables en el sistema inmune y es el periodo en que el huésped tiene mayor
probabilidad de transmitir el virus [45]. Un 50% de los pacientes en seroconversion
pueden presentar sintomas clinicos similares a los de una mononucleosis infecciosa
[46].

Unos seis meses después de la primoinfeccion, el paciente entra en la fase
asintomatica en la cual la viremia generalmente se reduce a niveles bajos, con
pequefios picos oscilantes y comienza una reduccion lenta y progresiva en el nimero
absoluto de linfocitos T CD4+. El grado de viremia en esta fase de la infeccion es un
predictor directo de la rapidez de la progresion de la enfermedad. Este periodo posee
una duracién promedio, sin tratamiento, de 10 afios. La mediciéon de la carga viral
plasmatica y el numero de linfocitos T CD4+ en circulacion son los marcadores

utilizados como predictores de la evolucidon de la infeccion. Si bien inicialmente la
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poblacion viral es homogénea, posteriormente se diversifica generando una
innumerable cantidad de cuasiespecies y dando origen a variantes de escape a la
neutralizacién y a la accién de los linfocitos T citotoxicos CD8+.

Finalmente, el dltimo estadio de la infeccion, esta caracterizado por un bajo recuento de
linfocitos T CD4+, debajo de 200/ml, y un aumento en la carga viral. También se
observa una disminucion en el numero total de linfocitos citotoxicos CD8+. En los
nddulos linfaticos, la replicacion viral aumenta con la consecuente destruccion de las
células linfoides y de la arquitectura normal del tejido linfoide [47]. El colapso del
sistema inmune conduce a una mayor susceptibilidad para contraer infecciones
oportunistas y neoplasias. La media de sobrevida en esta etapa en ausencia de terapia
antirretroviral es de 12 a 18 meses [48].

Diversos patdgenos se han descrito como agentes etioldgicos de enfermedades
oportunistas, incluyendo virus, bacterias, hongos, helmintos y otros parasitos. La
inmunosupresion, tanto a nivel celular como humoral, puede tener diferentes
consecuencias para el hospedador dependiendo de su magnitud, incluyendo facilitacién
de la ocurrencia de estas infecciones, el aumento de la relacién enfermedad/infeccion,
alteraciones en las manifestaciones clinicas o exacerbacion del curso de infeccion,

entre otras [49].
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Figura 3. Curso natural de la infeccién por HIV-1. La etapa aguda se caracteriza por altos
niveles de carga viral, descenso en el recuento de células CD4+ y ausencia de anticuerpos
especificos. A medida que aparecen los linfocitos T CD8+, la viremia disminuye. La diversidad
viral aumenta a lo largo del desarrollo de la enfermedad. El riesgo de transmisién es mayor
cuando se establece la infeccion, durante las primeras semanas, y luego cuando la viremia
vuelve a subir en la etapa de Sida. La deplecién de células CD4+ a nivel de las mucosas es
constante a lo largo de la infeccion y no se recupera. Figura adaptada de Simon et al, 2006 [50].

[.1.7. Diagndstico de infeccion por HIV

El diagnostico temprano de los pacientes infectados por HIV permite, no solo el
tratamiento temprano, sino también la prevencion de posibles futuras transmisiones. El
diagnostico de infeccion en adultos se realiza por métodos indirectos de deteccion de
anticuerpos. El diagnéstico seroldgico se realiza con dos pruebas de tamizaje distintas,
ELISA (enzimoinmunoensayo, Enzyme-linked immunosorbent assay) y/o aglutinacion,
con una sensibilidad y especificidad del 98 al 99%. Si las dos técnicas de tamizaje dan
un resultado no reactivo la muestra se informa como negativa. Si por el contrario, se

obtiene un resultado reactivo en alguna de las dos pruebas o en las dos, se somete la
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muestra a una prueba confirmatoria. La técnica de Western Blot (WB) es la mas
comunmente utilizada como ensayo confirmatorio debido a su alta especificidad.

La prueba de deteccidn de anticuerpos puede ser inadecuada como método diagndéstico
en ciertas situaciones, como en las primeras semanas de la infeccion (periodo ventana),
cuando el virus se encuentra circulando en la sangre y los anticuerpos no son aun
detectables.

1.1.8. Epidemiologia del HIV en el mundo

El dltimo reporte de ONUSIDA (Programa Conjunto de la Naciones Unidas sobre
HIV/Sida) indica que en 2009, a nivel global, unas 33,3 millones de personas vivian con
HIV (Figura 4). Unos 2,6 millones de personas habian contraido la infeccion y murieron
1,8 millones de individuos por causas relacionadas al Sida durante ese afio. La
incidencia a nivel mundial disminuy6 un 19% desde 1999, afio en que la misma habia

alcanzado su méaximo valor [51].
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Figura 4. Prevalencia global de HIV, 2009 [51].

Africa subsahariana sigue siendo la regién mas afectada por la epidemia de HIV/Sida,

el 67,5% de las personas viviendo con HIV son de esta region. Por otro lado, la
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prevalencia de HIV es muy variable segun la zona, tomando valores menores al 1% y
llegando al 28% en Africa del Sur.

En Asia la epidemia parece haberse estabilizado en los ultimos afios, aunque en
algunos paises, como Pakistan, ha aumentado la incidencia debido al uso de drogas
inyectables.

También debido al uso de drogas inyectables en Europa del Este y Asia Central, el
namero de personas viviendo con HIV se ha triplicado desde el afio 2000.

El Caribe muestra prevalencias variables segun el pais, siendo Cuba el pais con la
menor prevalencia (0,1%) y Bahamas la mas alta (3,1%) de la regién. Junto con el
Africa subsahariana son las Unicas dos regiones del mundo donde el nimero de
mujeres infectadas supera al de los hombres.

En América del Norte, Europa Central y del Oeste la prevalencia continia aumentando
principalmente debido al sexo sin proteccion en HSH, aunque el uso de drogas
inyectables y el sexo comercial sin proteccion también contribuyen a esta tendencia.
Oriente Medio y Norte de Africa muestran prevalencias, nuevas infecciones y muertes
relacionadas al Sida en aumento.

En Oceania, donde la prevalencia es baja, el nuUmero de personas infectadas se ha
duplicado desde 2001 pero el numero de nuevas infecciones esta en disminucion desde
ese afo. En esta region, la epidemia esta impulsada principalmente por la transmision
sexual. Las infecciones nuevas han aumentado en los ultimos afios en la poblacion
HSH en Australia y Nueva Zelanda.

La epidemia en Ameérica Central y del Sur ha variado poco en los ultimos afos. El
namero de personas infectadas continia aumentando debido a la baja disponibilidad de
tratamiento antiretroviral. La mayoria de las epidemias en esta region se concentran
principalmente en HSH. Un tercio de las personas infectadas en esta region vive en
Brasil [51].

La actualizacion epidemiolégica de ONUSIDA 2008 reporta que la transmision de HIV
en América Latina ocurre principalmente entre HSH y trabajadores sexuales (TS). El
sexo sin proteccion se ha vuelto la principal via de transmisién de HIV en Argentina, con
una estimacién de 4/5 nuevos diagndsticos en 2005 atribuidos a esta via [52].

Aproximadamente el 80% de todos los casos de Sida reportados de 2001 a 2007 fueron
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atribuidos a transmision sexual. Entre los hombres, cerca del 30% de los casos resulté

de relaciones homosexuales y el 40% de relaciones heterosexuales.

1.1.9. Epidemiologia del HIV en Argentina

Los primeros casos de Sida en la Argentina fueron informados al Ministerio de Salud de
la Nacion a fines del afio 1982 y correspondian a individuos masculinos que
presentaban como antecedente el haber mantenido relaciones sexuales con otros
hombres en las ciudades de Nueva York, Miami o San Francisco. Las caracteristicas
clinicas y epidemioldgicas de estos pacientes eran semejantes a las que se describian
en el resto del mundo [53]. En el afio 1987, ante el aumento de casos detectados, se
vio la necesidad de establecer un marco formal, dentro del @mbito de la salud publica,
donde pudiera coordinarse el area de HIV/Sida, creandose entonces el Programa
Nacional de Sida y enfermedades de transmision sexual (ETS), sobre el ya existente
Programa de ETS. El Programa Nacional es el organismo responsable, entre otras
cosas, del analisis de la situacidon y tendencia de la epidemia en todo el ambito
nacional. Los resultados de esta vigilancia epidemioldgica son periédicamente
publicados en el Boletin sobre el Sida en la Argentina.

La epidemia de HIV en la Argentina, como en casi todos los paises latinoamericanos,
continda siendo de tipo “concentrada”, concepto que se aplica a aquellas epidemias en
las que la proporcion de personas infectadas en la poblacién joven y adulta es menor al
1%, pero mayor al 5% en algunos subgrupos (como HSH, TS, trans (travestis,
transexuales y transgénero hombre a mujer) y UDIs) [37].

A traves de estudios de prevalencia, de informacion demogréfica y la producida por los
Servicios de Salud, se puede estimar que en la Argentina viven hoy alrededor de 130
mil personas infectadas por el HIV, la mitad de las cuales desconoce su condicion.

La incidencia se ha mantenido estable en los ultimos afios. Cada afio, el Ministerio de
Salud de la Nacién recibe notificaciones de alrededor de 5.000 nuevos diagndsticos de
infeccion por HIV. La tasa de mortalidad relacionada al Sida también se ha mantenido
estable en alrededor de 35 por millon de habitantes desde la implementacion de la triple

terapia en 1996.
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La epidemia continda afectando principalmente los grandes conglomerados urbanos en
todas las ciudades capitales del pais. EI 70% de la epidemia se concentra en la
provincia de Buenos Aires, en la ciudad de Buenos Aires, en Santa Fe y en Cérdoba.

La razén hombre/mujer en infecciones por HIV es estable desde mediados de la década
y se ubico en 1,7 varones por cada mujer diagnosticada en el periodo 2007-2009.

Las relaciones sexuales desprotegidas siguen siendo la principal via de transmision del
virus. En el periodo 2007-2009, el 88% de los varones y el 84% de las mujeres
diagnosticadas se habian infectado de ese modo. En el caso de los varones, el 49% lo
hizo en una relacion heterosexual, en tanto el 36% lo hizo en una relacién desprotegida
con otro varén. Ademas continlan descendiendo las transmisiones por uso compartido
de material para consumo de drogas inyectables y los diagndsticos de infeccion por

transmision vertical [37].

1.1.10. Poblaciones mas vulnerables a la infeccion por HIV

La epidemia de HIV/Sida esta fuertemente vinculada a los comportamientos de las
personas lo cual hace que el andlisis de toda la poblacién como un grupo homogéneo
dificulte la posibilidad de aproximarse a la comprension real del problema. Al estudiar la
prevalencia de infeccion por HIV a través del tiempo, se deben definir grupos de
poblacion de la mayor homogeneidad posible en cuanto a sus comportamientos
vinculados al riesgo de la transmision del HIV.

De acuerdo a la definicion de ONUSIDA, la vulnerabilidad es consecuencia de factores
sociales que influyen negativamente en la capacidad del individuo para ejercer control
sobre su propia salud [54].

Dentro de estos grupos se destacan como mas vulnerables por sus comportamientos
de riesgo, los HSH, los hombres, mujeres y trans TS, los UDIs y los pacientes con
infecciones de transmision sexual (ITS).

Estudios realizados por el Centro Nacional de Referencia para el Sida (CNRS) desde
1998 a 2011 mostraron alta seroprevalencia de HIV en estos grupos: 10,3- 13,8% en
HSH [55, 56], 1,9- 3,2% en mujeres trabajadoras sexuales (MTS) [56, 57], 44,3% en
UDIs [58], 6,3% usuarios de cocaina no inyectable (UCNIs) [59], 17,1% en pacientes
con tuberculosis [60], 7,2% en pacientes gque asistieron a hospitales de Buenos Aires

por consultas de ITS [61].
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1.1.10.1.Trabajadores sexuales

Los TS han sido definidos por ONUSIDA como mujeres, hombres y trans adultos y
jovenes que reciben dinero o bienes a cambio de sus servicios sexuales, ya sea de
forma regular u ocasional, y que pueden definir o no conscientemente estas actividades
como generadoras de ingresos [62].

El trabajo sexual es clandestino e ilegal en la mayoria de las sociedades, lo que hace
dificil calcular el nimero de personas que se dedican a él. Existen distintas categorias
de trabajo sexual tanto entre hombres, como en mujeres y trans: las personas que
espontaneamente se definen como TS y dedican la mayor parte de su tiempo al mismo,
las personas que ocasionalmente tienen sexo a cambio de dinero o bienes (drogas,
comida, etc.) y las personas que son forzadas al trabajo sexual. Estas categorias
difieren entre si en cuanto a la frecuencia del trabajo sexual, el entorno en el cual tienen
lugar los contactos, la posicion socioecondmica, el nivel de educacion, etc. Estas
diferencias hacen que los riesgos de contraer una ITS y el acceso a los servicios de
salud también sean distintos [62]. Desde el principio de la epidemia de HIV/Sida se han
documentado tasas significativamente mas altas de infeccion por HIV entre las
poblaciones implicadas en el trabajo sexual que en casi ningun otro grupo de poblacion,
y los estudios recientes siguen confirmando esta tendencia entre las mujeres, los
varones y las trans profesionales del sexo. Estas altas prevalencias podrian estar dadas
por las mudultiples parejas sexuales, el uso irregular de conddn, el uso de drogas
inyectables, la marginalidad y violencia asociadas y las coinfecciones con otras ITS [63].
En un mundo donde la mayoria de las infecciones por HIV se transmiten por via sexual,
los TS y sus clientes corren el mayor riesgo debido principalmente al gran nimero de
parejas sexuales. Aunque la relacion entre trabajo sexual y vulnerabilidad ha sido
reconocida desde el principio de la epidemia, las encuestas indican que los TS tienen
un acceso inadecuado a los servicios de prevencion y se cree que el acceso al
tratamiento adecuado, cuidado y contencion es aun mas limitado. Hasta el momento, la
respuesta a la epidemia ha dedicado insuficiente atencion y recursos para hacer frente
al HIV y al trabajo sexual, dado que se ha invertido menos del 1% de la financiacion
mundial para la prevencion del HIV en el trabajo sexual [64]. Los estudios confirman
gue en muchos paises los TS tienen tasas de infeccién por HIV mas altas que en otras

poblaciones.
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Las leyes, politicas, practicas discriminatorias y las actitudes de estigmatizacién social
llevan a esconder el trabajo sexual dificultando el esfuerzo por alcanzar a los TS con
programas de prevencion, tratamiento, cuidado y contencion.

Los TS suelen tener un acceso insuficiente a los servicios de salud, preservativos,
profilaxis post-exposicion luego de tener sexo sin proteccion o de una violacion,
tratamiento para ITS y para drogodependencia y otros servicios de reduccion de dafios,

proteccién de violencia y condiciones de trabajo abusivas, y apoyo social y legal [64].

1.1.10.2. Hombres trabajadores sexuales

Hasta el momento sélo existe una estimacion de la seroprevalencia de HIV y otras ITS
en hombres trabajadores sexuales (HTS) aunque en ese trabajo no se realiz6 una
convocatoria especifica para este grupo sino que estaba dirigida a HSH y se obtuvo el

dato del porcentaje de esos HSH que realizaba trabajo sexual [55].

1.1.10.3. Trans (travestis, transexuales y transgénero hombre a mujer) trabajadoras

sexuales

Actualmente, segun la presidenta de ATTTA, se definen como TRANS a todas aquellas
personas que desde temprana edad, generalmente al inicio de la adolescencia,
construyen una identidad de género distinta a la biolégica. En este trabajo las personas
trans participantes fueron analizadas como un solo grupo.

Vale aclarar que la travesti es una persona que gusta vestir con ropa del sexo opuesto
(en este caso, de mujer), esta confome con su sexo de nacimiento y no desea cambiar
su cuerpo por medio de hormonas ni por reasignacion de sexo por metodos quirdrgicos;
la transexual aspira a someterse a una reasignacion de sexo por via quirdrgica, esta en
desacuerdo con sus genitales y hara todo lo posible por cambiarlos; y la transgénero es
un estado “intermedio” entre travesti y transexual.

Desde el inicio de la epidemia de HIV/Sida hasta nuestros dias, el modelo médico
epidemioldgico ha reunido en una unica categoria, la homosexual, una diversidad de
identidades socio-sexuales con caracteristicas de morbimortalidad bien diferentes.
Entre ellas, una de las mas afectadas es la poblacién trans debido a una compleja
interaccion entre cuestiones relacionadas con su vulnerabilidad social, junto a politicas

publicas de salud que han minimizado su peso relativo en la epidemia [65].
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Esta poblacion se encuentra en una situacion de alta vulnerabilidad por su
marginalidad, bajo nivel de escolaridad y fuerte estigmatizacion social que unido a las
condiciones de su trabajo sexual se asocian a una alta prevalencia de HIV/Sida. Al
desafiar las practicas y representaciones que son socialmente aceptadas sobre la
sexualidad, el género, el cuerpo, las relaciones afectivas, la constitucion de la familia y
el trabajo, las personas trans se convierten en blanco de una fuerte discriminacion y
estigmatizacién social. Este marco les dificulta el acceso a un trabajo distinto del trabajo
sexual, que en esa situacion pareciera ser la Unica opcion.

Hasta el 2006 no existian datos cualicuantitativos que permitieran estimar el peso de las
trans trabajadoras sexuales (TTS) en la epidemia de HIV en Argentina. En 2009, en
base a datos obtenidos en el Centro de Prevencion, Asesoramiento y Diagnostico del
Hospital Ramos Mejia, se reporté una prevalencia de HIV de 27,6% [66]. Sin embargo,
dicho trabajo no involucré una convocatoria abierta dirigida especificamente a esta

poblacion.

[.1.11. Epidemiologia molecular del HIV
[.1.11.1. Variabilidad viral

La epidemia mundial de HIV/Sida involucra mdltiples subtipos, cada uno con una

distribucién geografica especifica. Ademas, existe una gran cantidad de formas
recombinantes, algunas de las cuales tienen una amplia circulacibn y son tan
importantes en la epidemia como los subtipos de los cuales derivan.

La diversidad del HIV es la resultante de tres fuerzas que actian en forma
independiente: alta tasa de replicacion, introduccidn frecuente de mutaciones y
recombinacion [67]. En un individuo infectado sin tratamiento antirretroviral, se
producen aproximadamente 10 billones de particulas virales por dia. La TR introduce en
promedio una mutacién por ciclo replicativo. Por lo tanto, cada una de las 9200 bases
gue componen el genoma puede mutar cada dia. Sumado a esto, dado que la TR utiliza
en forma alternativa ambas cadenas de ARN al sintetizar el ADN proviral, este termina
siendo un mosaico de los ARN iniciales. Se estima que por genoma por ciclo de
replicacién, la TR cambia de cadena molde unas 2,8 veces [68]. Como resultado, este
virus no tiene una secuencia definida sino que existe como cuasiespecies donde no hay

dos moléculas iguales.
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Dado que los individuos infectados pueden reinfectarse, puede ocurrir recombinacion
entre dos cepas dando lugar a nuevas variantes del virus (Figura 5). En una célula
infectada por dos cepas de HIV, pueden empaquetar una hebra de RNA de cada cepa
al generarse la progenie viral. Cuando estos viriones infecten otra célula, puede ocurrir
recombinacion dado que la TR utilizara ambas cadenas generando un mosaico de las
cepas parentales. La recombinacion permite un aumento mas rapido de la diversidad
viral que la acumulacién de mutaciones durante la replicacion [69].

La heterogeneidad genética del HIV le permite adaptarse rapidamente a la respuesta
inmune del huésped, a la disponibilidad de células blanco y a la terapia antirretroviral, lo
cual puede puede llevar a un aumento en la patogenicidad e infectividad y a una

disminucion de la susceptibilidad a los antivirales [70].
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Figura 5. Evolucion de la diversidad del HIV durante el tipico ciclo de vida viral y creacion de
recombinantes en el contexto de coinfeccion con dos subtipos. TR, transcriptasa reversa [22].
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1.1.11.2. Subtipos y recombinantes virales. Distribucidén geogréfica.

La extensa variabilidad que presenta el HIV es un desafio para el desarrollo de
vacunas, reactivos de diagnostico y drogas antivirales. Por ello, para contribuir al
desarrollo y control de los mismos, es importante la caracterizacion de los subtipos y
CRFs y el conocimiento de su distribucion geografica (Figura 6). La clasificacion
molecular del HIV es una herramienta valiosa para el monitoreo de la epidemia a escala
mundial debido al impacto que la diversidad podria tener en la transmisibilidad y/o en la

patogenicidad del virus [71-73].

L | Band CRFOLI_AE
CRFOZ_AG and other recombinant forms
B A, B, and AB recombinant form
B and BF recombinant form
L I B C. and BC recombinant form
1 F, G, H, ], K, and CRFO] and other recombinant forms
D |nsufficient data

Figura 6. Distribucién mundial actual de subtipos y formas recombinantes de HIV [22].

1.1.11.3. Epidemiologia molecular del HIV en Argentina

A principios de la década del 90 se realiz6 en Argentina el primer estudio basado en
secuenciacion nucleotidica parcial del genoma de HIV. Si bien en aguel momento no se
habian definido los subtipos hoy conocidos, todas las secuencias obtenidas poseian un

patron similar al subtipo B [74]. A partir del afio 1996, nuevos estudios de secuencias
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parciales del genoma de HIV identificaron subtipos F y recombinantes B/F [19, 75-78].
Si bien estos trabajos demostraron la presencia de nuevos subtipos y recombinantes (F
y B/F) hasta entonces no descriptos en el pais, no permitieron establecer con qué
frecuencia se encontraban en la poblacion.

En 1999, se realiz6 en el CNRS un estudio de subtipificacion de HIV en poblacion
heterosexual. Este estudio, en primer lugar realizado por la técnica de HMA (del inglés,
Heteroduplex Movility Assay), mostré una alta prevalencia de subtipo F en poblacién de
hombres y mujeres heterosexuales (76% F y 24% B) [16]. La secuenciacion parcial de
genomas identificados como subtipo F por la técnica de HMA, mostrdé que en realidad
eran recombinantes B/F. La secuenciacion de genomas completos de estos
recombinantes B/F de pacientes de Argentina junto con otros provenientes de Uruguay,
mostrd la existencia de una nueva CRF, la CRF12_BF [79]. Por otro lado, estudios
realizados en muestras provenientes de UDIs mostraron una total predominancia de
recombinantes B/F [17]. Trabajos posteriores en nifios hijos de madres HIV positivas,
nacidos en la década del 80, demostraron la presencia de recombinantes B/F desde el
afio 1986, sugieriendo que las recombinantes que circulan en nuestro pais tienen un
origen mas antiguo del que se pensaba inicialmente [80]. En muestras enviadas al
CNRS para determinar la presencia de variantes resistentes al tratamiento antirretroviral
entre 2001-2003, se encontrd una frecuencia de B (51%) y B/F (48%) similar. También
se encontré una muestra subtipo F, una recombinante BC y dos recombinantes A2D
[81]. En HSH se reporto la presencia de subtipo B predominantemente, luego B/F [21,
82]. En MTS se encontré una mayor prevalencia de recombinantes B/F y, en menor
proporcion, subtipo B. Se encontré subtipo C y una coinfeccion B/BF [20] y una
recombinante BCF [21]. Un reporte sobre muestras de diagnosticos recientes de 2003-
2005 mostré una mayor prevalencia de recombinantes B/F (57%) seguida por subtipo B
(39%). ElI mismo trabajo encontré subtipo C y recombinantes BC, A2D, CRF06_cpx, BD,
BK y BA [83]. Estos resultados muestran que la epidemiologia molecular del HIV en la
Argentina presenta una estructura compleja y cambiante. Los estudios realizados
sugeririan que el recombinante B/F esta ampliamente distribuido en la poblacién y que

la proporcién en que B o B/F se presentan en las distintas poblaciones es variable.
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[.1.12. Infecciones de transmision sexual y HIV/Sida

En el transcurso de la epidemia de HIV/Sida se observé que diversos grupos de
poblacion, donde la prevalencia de HIV es mas elevada que en la poblacion general,
poseen asimismo altas prevalencias de algunas infecciones que comparten las vias de
transmision con el HIV. Esto ocurre porque las ITS y el HIV facilitan la infeccion el uno
del otro [84-86]. Las ITS aumentan el riesgo de adquisicion y de transmision del HIV.
Los individuos infectados con ITS tienen un riesgo 2-5 veces mayor de adquirir HIV que
los no infectados si se exponen al virus por via sexual. Por otro lado, si un individuo HIV
positivo tiene ademas alguna ITS, es mas probable que transmita el HIV a través de
contacto sexual que otras personas HIV positivas [86]. Este aumento en la
susceptibilidad a la infeccion por HIV puede explicarse por dos mecanismos. Las
Ulceras genitales (causadas, por ejemplo, por sifilis o herpes) disrumpen la integridad
de la mucosa del tracto genital generando una puerta de entrada al HIV. Ademas, la
inflamacion que resulta de las Ulceras genitales o de las ITS no ulcerativas (por ejemplo,
en la infeccion por clamidia) aumenta la concentracion de células en las secreciones
genitales que son blancos de la infeccion por HIV (CD4+).

Dentro de las infecciones virales se destacan los virus de las hepatitis virales B (HBV) y
C (HCV), el Virus Linfotropico T-Humano Tipo 1 y 2 (HTLV-1/2) y el Herpes Simplex
[46]. Dentro de las ITS bacterianas mas prevalentes en nuestro medio se destacan
sifilis y clamidias [61].

Se ha descrito que muchas de estas enfermedades infecciosas ven afectado su curso
evolutivo en presencia del HIV, y también que algunas de estas enfermedades
infecciosas intervienen en la evolucion de la infeccion por HIV/Sida.

Diversos estudios epidemioldgicos realizados en la Ciudad de Buenos Aires y sus
alrededores por el CNRS mostraron la importancia del estudio de las ITS dado que se
encontraron altas prevalencias de infeccion en diferentes poblaciones: mujeres
gestantes y sus parejas sexuales, [87]; UDIs, [58]; UCNIs [59], HSH [55, 56], MTS [56,
57].

Dados los antecedentes expuestos, en esta Tesis se estudio, ademas de la prevalencia
de HIV, las prevalencias de hepatitis B y C, HTLV-1/2 y Treponema pallidum en las
poblaciones de HTS y TTS. Estas cuatro ITS comparten las mismas vias de

transmision, sexual, parenteral y de madre a hijo; aunque su probabilidad de
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transmision es distinta. Ademas, en un grupo de TTS fue posible estimar la prevalencia

de infeccion por HPV y Chlamydia trachomatis.

[.2. Virus de la Hepatitis B (HBV)

El HBV fue descubierto en los afios sesenta [88, 89] y ha sido clasificado en la familia
Hepadnaviridae. El HBV infecta células hepéticas preferentemente aunque pequefas
cantidades de su ADN ha sido encontrado en rifilones, pancreas y células
mononucleares.

La infeccion por HBV lleva a un amplio espectro de enfermedades hepaticas desde
hepatitis aguda (incluyendo falla hepética fulminante) a hepatitis crénica, cirrosis y
carcinoma hepatocelular [90].

Una de las caracteristicas de la infeccion por HBV es la produccion no sélo de la
particula viral infectiva (0 particula de Dane) sino también de otros dos tipos de
particulas, esféricas y filamentosas, que no son infectivas. Todas estas particulas
expresan el antigeno de superficie (HBsAgQ) y circulan en la sangre, permitiendo el
diagndstico mediante su deteccion por enzimoinmunoensayo. La particula de Dane
tiene una envoltura que contiene al HBsAg y rodea a la nucleocapside compuesta por el
antigeno del core (HBcAg) que forma un complejo con la polimerasa viral y el ADN
gendmico. Dicho ADN es parcialmente bicatenario y esta unido a la polimerasa viral en
forma covalente desde el extremo 5° de la cadena negativa. En el genoma del HBV se
distinguen cuatro marcos abiertos de lectura (del inglés ORF, open reading frame) que
se solapan parcialmente: ORF P de la polimerasa viral, ORF S (proteinas preS1, preS2,
S), ORF C (proteinas del HBc y HBe) y el ORF X del HBxAg (proteina HBx con
multiples funciones) [24].

Dado que la replicacién del HBV involucra una transcripcion reversa y que la polimerasa
viral carece de funcion proofreading, se generan errores con mucha mayor frecuencia
de lo que suele ocurrir en otros virus a ADN. Sin embargo, la posibilidad de que
aparezcan mutantes viables estd restringida por el hecho que la mayoria de las
secuencias genomicas participa en dos ORF. De esta forma, una mutacion produce
variaciones fenotipicas en dos proteinas diferentes con la consiguiente alteracién en su

capacidad funcional [24].
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El material méas infectivo es la sangre del paciente infectado y, en menor medida, el
semen Yy otros fluidos o secreciones. La principal via de transmision es la exposicion
percutanea y de mucosas a fluidos corporales infectados. El ingreso por via parenteral
se puede producir especialmente mediante transfusiones de sangre o derivados o bien
por compartir el equipo de inyeccion entre UDIs. El virus también se transmite por via
sexual y vertical. Dado que el HBV conserva su viabilidad durante periodos de 7 0 mas
dias en superficies ambientales, es posible también la transmisién indirecta mediante
objetos inanimados [91].

El diagnéstico especifico de infeccion por HBV se obtiene mediante la deteccién de
marcadores de laboratorio especificos, incluyendo antigenos virales y/o sus anticuerpos
especificos, que en algunos casos tienen ademas valor pronostico. EI HBsAg es el
marcador mas importante y comianmente usado porque su presencia en suero indica
infeccion activa con HBV ya sea ésta de forma aguda o crénica. Si concomitantemente
se detecta IgM anti-HBc se sugiere entonces una infeccion reciente, aunque puede ser
igualmente detectada ante episodios de reactivacion durante una infeccién crénica. Por
otro lado la persistencia de HBsAg por mas de 6 meses sugiere una infeccion crénica.
La ausencia de HBsAg en presencia de IgG anti-HBc sugiere una infeccion previa.
Existe, ademas, otra entidad clinica de infeccién por este virus que se caracteriza por
presencia de viremia y ausencia de HBsAg detectable. A esta se la denomina hepatitis
B oculta y suele presentarse en pacientes cuyo Unico marcador serologico es anti-HBc
aunque también se ha reportado en pacientes que sélo tienen anticuerpos anti-HBs e
incluso en aquellos sin marcadores serolégicos para HBV. Aun lejos de conclusiones
definitivas en sus implicancias, se ha avanzado notablemente en su conocimiento [92-
94].

La infeccion por HBV es la décima causa de mortalidad mundial. Se estima que existen
2 billones de personas infectadas en todo el mundo y que 350 millones sufren de
infeccidn crénica. La distribucion de la infeccién por HBV varia ampliamente a lo largo
del mundo. En areas donde la prevalencia es alta (mayor al 8%), como en paises del
extremo sudeste asiatico, China y Africa, la infeccién cronica por HBV es comun y
usualmente adquirida en forma perinatal o en la nifiez [95]. Por el contrario en los
paises de baja prevalencia (menor al 2%), entre los que se incluyen Australia, Argentina

y paises de Europa Central y América del Norte, solo una minoria de la poblacion entra
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en contacto con el virus, como resultado de transmision sexual y/o parenteral entre
adultos jévenes. En las areas no endémicas, hasta el 5% de los infectados evolucionan
hacia la cronicidad y, entre ellos, el 10% desarrollard un hepatocarcinoma [24].

Desde el afio 1987 el numero de casos ha declinado en todo el mundo a causa de la
inmunizacion de las poblaciones mas vulnerables y el control de sangre en donantes.
La secuenciacion del genoma de HBV ha permitido identificar 8 genotipos de este virus
(denominados A-H), con distinta distribucién geogréfica, cada uno agrupando variantes
cuya divergencia es menor al 8%. Recientemente se han descripto dos posibles nuevos
genotipos | y J en Asia [96-98]. Por otro lado, se sabe que los genotipos del HBV
difieren también en sus propiedades patogénicas, incluyendo la potencialidad de
evolucionar a una infeccion persistente cronica, la severidad del curso de la infeccion
incluyendo la factibilidad de conducir hacia cancer hepatico, su respuesta al tratamiento
[99].

En cuanto a los genotipos encontrados en Argentina, entre los pacientes con hepatitis B
aguda, predomina el genotipo F (65,2%) y el genotipo D es poco frecuente (4,3%)
mientras que entre los individuos con hepatitis B crénica se encontrd una distribucién
homogénea de genotipos A (26,8%), D (31,7%) y F (36,6%) y baja frecuencia de
genotipos B (1,2%) y C (3,7%) [100].

La coinfeccion entre HBV y HIV es comun debido a que ambos virus comparten las vias
de transmision, aunque es de resaltar que el HBV es transmitido mas eficientemente.

El curso evolutivo de la infeccién por HBV se ve afectado por la infeccion con HIV. Si
bien la tasa de resolucion de la infeccion por HBV es alta (>90%) en adultos
inmunocompetentes, el 20% de los adultos con infeccion por HIV desarrollan infeccion
cronica luego de exponerse al HBV [101].

Ademas, la infeccién por HBV en personas infectadas con HIV aumenta el riesgo de
cirrosis, de enfermedad hepatica terminal y de muerte por enfermedad hepética, sobre

todo en pacientes con bajo nimero de CD4 [102].
[.3. Virus de la Hepatitis C (HCV)

El HCV fue identificado en Estados Unidos en 1989 como el mayor causante de

hepatitis postransfusional no-A, no-B [103].
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Su blanco natural son los hepatocitos y, posiblemente, los linfocitos B [104]. La
infeccidn se vuelve crénica en la amplia mayoria de los casos y la mayoria de ellos,
lleva a hepatitis y algun grado de fibrosis. Las complicaciones severas y la muerte
generalmente ocurren en personas con cirrosis, la cual se estima que se produce en el
15-20% de las personas infectadas [105]. La infeccion por HCV es una de las
principales causas de trasplante hepatico [106].

El HCV es un Flavivirus cuyo genoma es ARN simple cadena con un Unico marco
abierto de lectura y dos regiones no codificantes (del inglés, untranslated regions
(UTRs)). Codifica para una poliproteina que luego es clivada dando lugar al menos a
diez proteinas estructurales y no estructurales. La region 5 no codificante (5"UTR) es
esencial para la traduccion, lo que explica que su secuencia se encuentre altamente
conservada entre los diferentes aislamientos del virus.

EL HCV es diez veces mas infectivo que el HIV en contacto con sangre, siendo los
UDIs y los receptores de hemoderivados particularmente susceptibles a la coinfeccion.
La via transfusional ha decrecido en su incidencia desde la introduccion de pruebas de
tamizaje para la deteccién de anticuerpos especificos anti-HCV en bancos de sangre.
En contraste, la transmision de HCV por via sexual ocurre significativamente menos
frecuentemente que la del HIV y el HBV. Por lo tanto, HCV es raro en la poblacion de
HSH. Sin embargo, se han reportado brotes de hepatitis C aguda entre HSH HIV-
positivos sin antecedentes de uso de drogas inyectables, indicando claramente que el
HCV puede ser transmitido sexualmente [107]. El riesgo de transmision probablemente
depende del numero de parejas sexuales y del tipo de practicas sexuales que pueden
conllevar mayor lesion de la mucosa [108].

La via de transmision vertical tiene una frecuencia del 3-5% y esta determinada
principalmente por el nivel de viremia de la madre [109].

El diagnéstico etiologico de la infeccion se basa en la deteccion de anticuerpos
circulantes por la técnica de ELISA. Si éste resulta positivo, se demuestra la exposicion
al HCV, pero no se distingue entre hepatitis aguda, resuelta o cronica. La hepatitis
cronica por HCV se diagnostica por la deteccion de la viremia de HCV por un periodo
igual o mayor a los 6 meses.

Se estima que aproximadamente 130-170 millones de personas se encuentran

infectadas por el HCV a nivel mundial [110]. La prevalencia de HCV varia en distintas
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partes del mundo, con una mayor incidencia en los paises del hemisferio oriental
comparados con el occidental. En nuestro pais la prevalencia en donantes de sangre en
2007 era de 0,75% segun el Centro Nacional Red de Laboratorios [111]. Sin embargo,
ciertos grupos de individuos, como UDIs, presentan un riesgo incrementado de adquirir
esta infeccion independientemente de la localizacion geografica [112].

El HCV se caracteriza por una gran variabilidad genética. Se han descrito al menos
siete genotipos (denominados 1-7) y mas de 67 subtipos diferentes de HCV [113, 114] .
El estudio del genotipo infectante ayuda a predecir el resultado de la terapia e influencia
la eleccién del régimen terapéutico [105]. En cuanto a la ubicacién geogréfica, se ha
observado que algunos genotipos se han dispersado globalmente (1a, 1b, 2a, 2c, 3a),
mientras que otros solo han sido encontrados en determinadas regiones (4, 5a y 6a)
[115]. En nuestro pais, un reporte del afio 2000 sobre 246 aislamientos de HCV
muestra una prevalencia de 53,5% para el genotipo 1 (23,5% subtipo l1a/c y 30% 1b),
23% para el genotipo 2 (19% subtipo 2a/c y 4% subtipo 2b/c) y 8,6% para el genotipo 3
[116].

La historia natural de la infeccién por HCV se encuentra acelerada en pacientes con
HIV, hay un aumento en la progresion a cirrosis, enfermedad hepética descompensada,
carcinoma hepatocelular y muerte.

Sobre la base de la eficiencia relativa de la transmision, la prevalencia de la coinfeccion
con HCV depende de la via de transmisién del HIV, variando desde 10-14% entre
personas que reportan exposicion sexual de alto riesgo a 85-90% entre aquellos que

reportan ser UDIs [117].

I.4. Virus Linfotropico T-Humano Tipo 1y 2 (HTLV-1/2)

La leucemia de células T en adultos se describié por primera vez en 1977 en Japon
[118]. Desde entonces ha sido detectada en otras regiones del mundo que incluyen
areas en Oriente, noreste de América del Sur y Africa Central. Los estudios
epidemiolégicos demostraron una clara asociacion con la presencia de un retrovirus,
conocido actualmente como el virus de la leucemia de las células T humanas tipo 1
(HTLV-1). Posteriormente, se demostré que el HTLV-1 también estaba relacionado con

enfermedades neuroldgicas, tales como la paraparesia espastica tropical o mielopatia
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[119]. Asimismo, en 1982 se aisl6 un virus relacionado con el HTLV-1 a partir de un
paciente con leucemia de células pilosas, que se denominé HTLV-2 [120].

El HTLV pertenece a la familia Retroviridae, género Deltaretrovirus, que agrupa los virus
exdgenos que se caracterizan por la presencia de dos genes reguladores (tax y rex)
gue codifican para proteinas no estructurales importantes en la expresion del genomay
por carecer de oncogenes reconocidos pese a ser virus transformantes [121]. Los virus
linfotrépicos que infectan células T en el hombre (HTLV-1, HTLV-2, HTLV-3 y HTLV-4)
son retrovirus que exhiben caracteristicas comunes a los demas integrantes de la
familia, tales como tener genoma de ARN diploide, organizado en tres genes
estructurales principales (gag-pol-env), dos LTR idénticas y poseer la enzima TR.

El HTLV-1 tiene un tropismo predominante por linfocitos CD4+ mientras que el HTLV-2
suele infectar linfocitos CD8+.

EI HTLV-1 es el causante etioldgico de una enfermedad neuroldgica llamada mielopatia
asociada al HTLV-1 o paraparesia espastica tropical (HAM/TSP), y una de naturaleza
hematol6gica denominada Leucemia a Células T del Adulto (ATL) aunque la mayoria de
los portadores de éste virus permanecen asintomaticos a lo largo de sus vidas [118,
119, 122-124].

El ndmero restringido de individuos portadores del HTLV-2 con una enfermedad
especifica, no ha permitido una demostracion epidemiolégica de un papel etiolégico
definitivo para este virus en casos de malignidad en humanos.

El HTLV-1/2 se transmite de madre a hijo, por contacto sexual, por via parenteral y por
trasplante de dérganos [125]. En condiciones naturales la transmision del HTLV-1/2 es
por células infectadas, y muy raramente por virus libre [126]. Estudios epidemiologicos
realizados en Japon demostraron que en areas endémicas de HTLV-1, la transmision
madre-hijo ocurre principalmente por leche materna [127]. Hino y colaboradores [128]
establecieron que se infectan alrededor del 25% de nifios de madres seropositivas que
amamantan por mas de 12 meses, mientras que solo un 2-5% de los nifios nacidos de
madres infectadas pero que fueron alimentadas por leche artificial lo hacen. Es
probable que en el dltimo caso la transmision viral se haya realizado por via
transplacentaria o perinatal.

Se dispone de escasos datos que permitan determinar la importancia de la transmisién

vertical del HTLV-2 , pese a que su presencia ha sido confirmada en la leche materna
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de madres infectadas [127]. En cambio, la infeccion por HTLV-2 después de una
transfusion de productos sanguineos celulares contaminados ha sido bien
documentada [129]. Asimismo, se ignora si la mayor prevalencia de HTLV-2 en UDIs
respecto al HTLV-1, se debe a una mayor eficiencia de transmisibn o a una mas
temprana introduccion del virus en esta poblacion.
El algoritmo para el diagndéstico serologico es similar al del HIV. Se utilizan pruebas de
tamizaje tales como ELISA y aglutinacién de particulas. Estos métodos no distinguen
los tipos 1 y 2. El diagnéstico diferencial se realiza con la técnica de WB, siendo
necesario recurrir a la técnica de PCR (Reacciéon en Cadena de la Polimerasa, del
inglés Polymerase Chain Reaction) en los casos de muestras con resultado
indeterminado.
El HTLV-1 se encuentra diseminado en gran parte del mundo afectando
aproximadamente entre 15 y 25 millones de personas. Existen regiones endémicas con
cifras muy elevadas (> 15%) para esta infeccion en Japén y en algunas areas de Africa
[130]. Se encontraron endemias con cifras intermedias (5-14%) en el Caribe y algunas
regiones de Africa Occidental, y con cifras bajas (<5%) en Australia y algunos paises
latinoamericanos como Colombia, Perd, Panam4, Brasil, Chile y Argentina [131-134].
Se estima que el HTLV-2 infecta alrededor de 3 a 5 millones de personas en el mundo y
ha sido demostrado que, al igual que el HTLV-1, es endémico en diferentes partes del
mundo. Entre los grupos de poblaciones humanas afectadas por el HTLV-2, se
encuentran poblaciones de aborigenes del continente americano donde el virus se
presenta en forma naturalmente endémica [135].
En Argentina, las infecciones por HTLV-1/2 son endémicas en las areas del noroeste
(provincia de Jujuy) y noreste (region chaqueia) entre aborigenes Tobas y Wichis [136,
137].
Comparando secuencias gendmicas de virus de distintas regiones del mundo se
demostrd cierta variabilidad genética que, aunque escasa comparada con HIV, es
suficiente para establecer diferentes subtipos virales relacionados geograficamente.
El HTLV-1 se divide filogenéticamente en siete subtipos: Cosmopolita (a), Africa Central
(b y d), Melanesia (c), Zaire (e), Gabon (f) y Camerdn (g) [138-140]. El subtipo
Cosmopolita se ha diseminado por todo el mundo y esta compuesto por 5 subgrupos: A
a E [139]. A su vez, el HTLV-2 se divide en cuatro subtipos, a, b, c y d, [32]. El subtipo a
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es el que se encuentra en mayor proporcion en UDIs mientras que el b es hallado mas
frecuentemente en pueblos originarios del continente americano. El subtipo c fue
descripto Unicamente en aborigenes de Brasil y actualmente se lo incluye en el subtipo
a [141]. El subtipo d ha sido caracterizado a partir de un pigmeo Bambuti de Zaire en
Africa [142].

Las prevalencias de coinfeccion HTLV1/2-HIV difieren en distintas poblaciones y
regiones del mundo y para cada virus. El HTLV-1 es mas frecuente en personas HIV
positivas del Hemisferio Sur mientras que el tipo 2 tiene mayor frecuencia en el
Hemisferio Norte. Aunque existe cierta controversia en los resultados, el HTLV-1
pareciera acelerar la progresion clinica al Sida y acortaria el tiempo de sobrevida. Por

otro lado, la coinfeccién con HTLV-2 disminuiria la progresion al Sida [143].

[.5. Treponema pallidum

La sifilis es una enfermedad infecciosa con afectacion sistémica causada por el
Treponema pallidum. Las primeras epidemias de esta enfermedad registradas
ocurrieron en 1495 en ltalia. A pesar de contar con un tratamiento eficaz desde los afios
40, hay muchos aspectos de la historia natural y del manejo de la enfermedad que
siguen generando controversia [144].

El Treponema pallidum es una espiroqueta altamente contagiosa. Su estructura basica
consiste en un filamento axial incluido en un cilindro helicoidal de citoplasma. El
filamento es morfolégicamente similar al flagelo bacteriano y le otorga movilidad.

La entrada del T. pallidum al organismo ocurre probablemente a través de microtraumas
y la transmision sexual suele ocurrir desde las lesiones en una mucosa durante la sifilis
primaria o secundaria [145].

La enfermedad tiene distintos estadios. La sifilis primaria se caracteriza por la aparicién
de, generalmente, una Unica lesion llamada chancro. La misma aparece en el lugar por
el que el T. pallidum entr6 al cuerpo. En este estadio se pueden recuperar treponemas
de las lesiones. El chancro perdura por unas 3-6 semanas y se cura sin tratamiento
aungue la falta del mismo permite la progresion al segundo estadio. Este se caracteriza
por la aparicién de erupciones en la piel y lesiones en las mucosas. Durante este
estadio es posible demostrar la presencia de treponemas en sangre y otros tejidos.

También puede haber otros sintomas (fiebre, dolor de cabeza, etc). Los signos y
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sintomas de esta etapa se curan con o sin tratamiento pero sin este, la enfermedad
avanzara al siguiente estadio. Tras la sifilis secundaria, el paciente entra en un periodo
de latencia durante el cual el diagnéstico solo se puede hacer mediante pruebas
serolégicas. Este periodo se divide en estadio de latencia temprano (dentro de los dos
aflos de ocurrida la infeccion) y estadio de latencia tardio. En esta etapa, las
espiroquetas que han continuado su reproduccion durante afios, se acumulan en
paquetes de lesion en diversos tejidos como huesos, piel, tejido nervioso, corazéon y
arterias. A estas lesiones se las denomina gomas y son muy destructivas. Las lesiones
en el sistema nervioso central generan una enfermedad neuroldgica llamada neurosifilis
y otros trastornos que pueden comprender tabes dorsal, paresia general y atrofia optica.
Por otra parte, las lesiones del corazon, de las valvulas cardiacas y de la aorta pueden
conducir a aneurismas, valvulopatia cardiaca y aortitis. La sifilis terciaria se ve con
menos frecuencia hoy que en el pasado, debido a la deteccion temprana y al
tratamiento adecuado.

La sifilis se transmite por contacto directo con una lesion, que suele estar presente en
los genitales externos, vagina, ano o recto pero también puede encontrarse en los
labios o la boca. En el 95% de los casos el Treponema se transmite por practicas
sexuales. El riesgo de adquirir sifilis de una persona infectada por practica sexual es del
30 al 50%; las posibilidades varian segun la morfologia y distribucion de las lesiones.
Un paciente es mas infeccioso al principio de la enfermedad y gradualmente la
infectividad disminuye con el paso del tiempo. La sifilis congénita se produce con mas
frecuencia cuando el feto se infecta in Gtero, aunque es posible la infeccién del neonato
al pasar por el canal del parto. La sifilis adquirida por transfusion es actualmente
infrecuente debido al examen seroldgico de los donantes [146].

La sifilis tiene distribucién mundial, variando la incidencia con la distribucion geografica
y el entorno socioeconémico.

A nivel mundial unas 12 millones de personas por afio adquieren sifilis. En muchos
paises desarrollados, la prevalencia de sifilis alcanzé en los 90 los valores mas bajos
registrados. Sin embargo, desde 1999 se han reportado pequefias epidemias en HSH.
Estas epidemias se propagaron a otras areas y llevaron al resurgimiento de la sifilis en
muchos paises [147].
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Las pruebas serologicas utilizadas como diagnéstico se dividen entre aquellas que
detectan los anticuerpos no treponémicos (reaginicos) y los treponémicos (especificos).
Los anticuerpos reaginicos son de tipo IgG e IgM dirigidos frente a un antigeno lipoideo
que es el resultado de la interaccion de T. pallidum con los tejidos del huésped
(cardiolipina, colesterol, lecitina). Aunque pueden tener resultados falsos positivos, son
los mejores meétodos de diagnostico serolégico en la sifilis latente temprana y en la
tardia y son ampliamente utilizados por ser los de mas bajo costo. La VDRL (Venereal
Disease Research Laboratory) es una de las pruebas no treponémicas mas utilizada. La
prueba de VDRL es un buen marcador de infeccion en fase aguda y para el control de
la respuesta al tratamiento ya que permite obtener resultados cuantitativos. En cuanto a
las pruebas treponémicas especificas se destacan la hemaglutinacion o la prueba de
absorcion de anticuerpos treponémicos fluorescentes (del inglés, fluorescent
treponemal antibody absorption (FTA-abs))[144].

La sifilis en pacientes infectados con HIV presenta cierto numero de problemas
caracteristicos. Es mas probable un curso mas prolongado y maligno con mayor
compromiso organico, erupciones cutaneas mas atipicas y floridas y neurosifilis debido
al impacto del HIV sobre el sistema inmune celular del huésped. Por otro lado se ha
descrito que las Ulceras genitales causadas por la infeccidon treponémica facilitan la

infeccion y la transmision de HIV.

I.6. Virus Papiloma Humano (HPV)

Las verrugas en la piel y los genitales ya eran conocidas por los griegos y los romanos.
La primer prueba inequivoca sobre la naturaleza viral de las verrugas provino de
experimentos de transmision con filtrados libres de células en 1907 en Italia. En 1949
Strauss et al. aisl6 al HPV como una forma microcristalina [148]. En los afios 70 la
diversidad de tipos de papilomavirus se volvié evidente [149].

Los HPV son un grupo diverso de virus ADN, sin envoltura, perteneciente a la familia
Papillomaviridae [150]. Como todos los virus de esta familia, los HPV sdlo establecen
infecciones productivas en el epitelio estratificado de la piel y mucosas.

Se han identificado alrededor de 200 tipos diferentes de HPV. Todos los HPV son
epiteliotropicos y pueden dividirse segin su capacidad de infectar queratinocitos

cutaneos o de la mucosa. Aquellos que infectan las mucosas pueden a su vez dividirse
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en tipos de alto o bajo riesgo. Los tipos de bajo riesgo llevan al desarrollo de neoplasias
benignas, como verrugas y condiloma acuminado, mientras que los de alto riesgo
pueden llevar a neoplasias malignas como el cancer cervical [151]. Quince tipos de
HPV han sido clasificados como de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 68, 73 y 82), 3 como de probable alto riesgo (26, 53 y 66) y 12 fueron
clasificados como de bajo riesgo (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 y CP6108)
[152].

El genoma de todos los tipos de HPV tienen 8 ORFs que se expresan de ARNSs
mensajeros policistronicos que se transcriben de una Unica hebra de ADN. Estos 8
ORFs pueden ser subdivididos en genes tempranos y tardios. Los ORFs tardios, (del
inglés, late, L) codifican para las proteinas L1 y L2 que componen la capside [151].

El ORF de L1 es el gen mas conservado del genoma y, por lo tanto, ha sido utilizado
para identificar los tipos de HPV. Se define un nuevo tipo cuando el gen L1 difiere en
mas del 10% del tipo mas cercano [150].

Los HPVs que infectan la zona anogenital son la ITS mas comin dado que se
transmiten muy facilmente, presumiblemente a través de heridas microscopicas en la
superficie del epitelio producidas durante las relaciones sexuales. Existen reportes de
transmision no sexual del HPV a través de fomites ambientales o transmision vertical.
Pero estas vias son claramente menos importantes que la sexual [153, 154].
Comparado con el cancer cervical, el cancer anal es una enfermedad rara en la
poblacion general. Sin embargo, su incidencia (1/100.000 personas-afio) esta
aumentando, tanto en hombres como mujeres, a una tasa del 2% anual. En grupos de
alto riesgo, como los HSH, el cancer anal es frecuente. En los HSH la incidencia se
estimaba en 37/100.000 personas-afio antes de la epidemia de HIV.

Mientras el HPV 16 es la causa de aproximadamente el 50% de los canceres
cervicales, el mismo tipo origina mas del 70% de los canceres anales [155].

En cuanto al efecto de la coinfeccién HIV-HPV, la disminucion de la respuesta inmune
especifica para HPV asociada a la infeccion por HIV podria permitir la persistencia de la
neoplasia intraepitelial de alto grado y daria el tiempo suficiente para la acumulacion de

los cambios genéticos necesarios para la progresion al cancer [156].
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Actualmente, se estan estudiando las consecuencias clinicas de la deteccion de HPV
anal. Por esto, no existen todavia recomendaciones internacionales sobre el
diagndstico [157].

Desde hace pocos afos, existen dos vacunas de HPV aprobadas por la FDA (Food and
Drug Administration) y el ANMAT (Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos
y Tecnologia Médica) para prevenir la neoplasia intraepitelial cervical y otras
enfermedades anogenitales atribuibles a los genotipos presentes en las vacunas (tipos
6, 11, 16 y 18) para mujeres de 9-26 afios [158]. Estudios posteriores mostraron que la
vacunacion reduciria el riesgo de cancer anal en hombres por lo cual, desde el 2010, la

FDA incluyé en sus recomendaciones a los hombres del mismo rango etareo [159].

[.7. Chlamydia trachomatis

El orden Chlamydiales comprende a las bacterias que son parasitos intracelulares
obligados que infectan células eucariotas y tienen un ciclo de replicacion bifasico. Al
inicio de este ciclo, el cuerpo elemental metabdlicamente inactivo pero infectivo es
endocitado por la célula eucariota y reside en un cuerpo de inclusion en el citoplasma.
Alli se transforma en el cuerpo reticulado que es metabdlicamente activo y no es
infectivo. Este cuerpo se divide por fisién binaria y se transforma en la forma infecciosa
antes de ser liberado de la célula [160].

Los patdgenos humanos se agrupan en la familia Chlamydiaceae, dentro de la cual
Chlamydia trachomatis produce una variedad de patologias en el humano: infecciones
oculares (tracoma, paratracoma, conjuntivitis neonatal), respiratorias (neumonia
intersticial del lactante) e infecciones de transmision sexual (como las uretritis no
gonocoécicas, cervicitis y el linfogranuloma venéreo, LGV) donde la infeccién se
transmite por contacto sexual vaginal, oral o anal con una pareja infectada.

Dentro de las infecciones de transmision sexual, Chlamydia trachomatis es el agente
bacteriano mas frecuente en todo el mundo. La infeccion con C. trachomatis se produce
en los epitelios cilindricos monoestratificados, en la mayoria de los casos en el tracto
urogenital, pero también en el recto, orofaringe o conjuntiva.

Al igual que las infecciones urogenitales, la mayoria de las infecciones rectales

permanecen asintomaticas [161]. Sin embargo, una infeccién rectal asintomatica con C.
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trachomatis puede contribuir a la transmision del HIV debido al estado inflamatorio que
se produce [85].

En general, las infecciones causadas por genotipos no-LGV, genotipos D-K, dan pocos
0 ningun sintoma y no producen reacciones inmunes detectables [162]. Por otro lado,
las infecciones producidas por los genotipos L1-L3 resultan en una infeccion invasiva,
sintomatica y ulcerativa llamada LGV. Es altamente recomendable diferenciar una
infeccién por C. trachomatis tipo LGV de una que no lo es, dado que la primera requiere
tratamiento antibiético mas prolongado [163]. En nuestro pais existe, hasta el momento,
un solo reporte describiendo los genotipos de Chlamydia trachomatis [164]. El mismo se
realiz6 en adultos sintomaticos, encontrando la siguiente distribucion de genotipos en
muestras uretrales de hombres (N=42): E (45,2%), D (16,8%), F (11,9%), G (9,5%), |
(9,5%), y K (7,1%). No se encontraron genotipos de LGV.

Segun el CDC, el diagnostico de la infeccion anal en personas que practican sexo anal
receptivo puede hacerse con una muestra de hisopado rectal [165]. La FDA no ha
aprobado aun una técnica de deteccion de C. trachomatis sobre este tipo de muestra
pero en las publicaciones se utilizan técnicas de amplificacion de acidos nucleicos [166-
169].
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[I.1. Objetivo general

Estudiar las caracteristicas socio demograficas y epidemiolégicas y conocer la
caracterizacibn molecular de infecciones de transmision sexual en hombres
trabajadores sexuales (HTS) y trans (travestis, transexuales o transgénero hombre a

mujer) trabajadoras sexuales (TTS) de Argentina.

[1.2. Objetivos especificos

1. Estimar la prevalencia e incidencia de HIV en hombres y trans trabajadores sexuales.
2. Estimar las prevalencias de HBV, HCV, HTLV-1/2 y T. pallidum. Asimismo, determinar la
frecuencia de coinfeccion entre estos patdgenos y con HIV.

3. Estimar la asociacion de infeccion por HIV, HBV, HCV, HTLV-1/2 y T. pallidum con
factores sociodemogréficos y de riesgo especificos de las dos poblaciones.

4. Caracterizar a nivel molecular HIV, HBV, HCV, HTLV-1/2 presentes en estas
poblaciones.

5. Estimar la prevalencia de HPV en trans trabajadoras sexuales.

6. Caracterizar a nivel molecular los genotipos de HPV presentes en esta poblacion.

7. Estimar la prevalencia de Chlamydia trachomatis en trans trabajadoras sexuales.

8. Caracterizar a nivel molecular los genotipos de Chlamydia trachomatis presentes en

esta poblacion.



Materiales y métodos

[1l.1. Poblacion estudiada

Se realizd6 un estudio de corte transversal con un muestreo de conveniencia de
hombres trabajadores sexuales (HTS) y trans (travestis, transexuales o transgénero
hombre a mujer) trabajadoras sexuales (TTS) mayores de 18 afios de edad.

Aquellos individuos previamente diagnosticados para los patdégenos en estudio no
fueron excluidos de este trabajo. El estudio comenzé en Octubre de 2006 y finalizo en
Diciembre de 2009 e incluyo siete ciudades de Argentina: Ciudad Autbnoma de Buenos

Aires, La Plata, Cérdoba, Mendoza, Rosario, Santiago del Estero y Viedma.

[1l.2. Consideraciones éticas

Esta investigacion fue revisada por el Comité de Etica Internacional Independiente de
Nexo AC (IRB 00005349 - Nexo AC IRB #1 — Biomedical - FWA00010341) y fue
implementada cumpliendo las regulaciones federales que gobiernan la proteccion de
seres humanos. Se siguieron las normas nacionales e internacionales para

investigaciones biomédicas que involucran seres humanos (CIOMS, 2002).

[11.3. Reclutamiento de los participantes

Las muestras analizadas en este estudio provienen de voluntarios HTS y TTS que
fueron especificamente convocados por las siguientes organizaciones no
gubernamentales: AMMAR (Asociacion de Mujeres Meretrices de la Argentina), ATTTA
(Asociacién de Travestis, Transexuales y Transgénero de Argentina) y Nexo AC (que
trabaja principalmente con HSH). En cada ciudad, los TS fueron identificados por sus
pares, invitados a participar en el estudio y se les ofrecio testeo y aconsejamiento sobre
ITS. A todos los participantes se les explico el propésito del estudio durante el primer
encuentro y aquellos que decidieron participar fueron invitados a firmar el
consentimiento informado. Luego de firmar el documento, los participantes fueron
entrevistados por un par capacitado o por un trabajador social utilizando una encuesta
estandarizada especifica para cada grupo. En el mismo encuentro se realizo la
extraccion de sangre. Los resultados fueron vinculados a la encuesta por un codigo
numérico que preservaba la confidencialidad y anonimato.

Los participantes fueron invitados a regresar dos semanas después para recibir los

resultados de serologia de HIV, T. pallidum, HBV y HCV y el aconsejamiento post-test. Los
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individuos con diagndstico positivo fueron referidos a centros médicos para recibir una
adecuada evaluacion y tratamiento. Se ofrecio tratamiento a aquellos participantes con
infeccion actual por T. pallidum.

Durante los ultimos 18 meses del estudio, a las TTS que asistian a Nexo AC se les
ofrecid el testeo para HPV y Chlamydia trachomatis, y la vacuna de HBV. Si la

participante resultaba ser positiva para HBV, se reevalu6 el esquema de vacunacion.

[11.4. Obtencion de datos epidemiolégicos

La encuesta se administré con el fin de obtener datos sociodemograficos (vivienda,
nivel de estudios, estado civil, etc.), de comportamiento (uso de preservativo con pareja
estable, afios de trabajo sexual, nimero de clientes, uso de preservativo en el trabajo,
consumo de alcohol y drogas, etc.) y conocimiento sobre HIV/Sida de cada participante

(vias de transmision, riesgo en ciertas practicas sexuales, etc.).

[11.5. Obtencion y procesamiento de las muestras de sangre

Muestras de sangre anticoagulada y sin anticoagular fueron colectadas en condiciones
estériles siguiendo los protocolos estandar y las precauciones de seguridad.

El transporte de las muestras se realizé segun las normas de bioseguridad vigentes
(Leyes Nacionales 23.798 y 24.051).

A partir de una muestra de 10 ml de sangre entera anticoagulada con EDTA, se
recupero el plasma por centrifugacién a 1.900 rpm por 10 minutos y se conservo a
-80°C. Ademas se guardo sangre entera anticoagulada a -80°C.

Las muestras de sangre coagulada fueron centrifugadas bajo las mismas condiciones,

se recupero el suero y se guardo a -20°C.

[11.6. Diagndstico de infeccion por HIV

El mismo se realiz6 en el Centro Nacional de Referencia para el Sida (CNRS), Facultad de
Medicina, UBA.

El tamizaje de HIV se realiz6 por ELISA (Enzygnost Anti-HIV 1/2 Plus ELISA, Dade
Behring, Alemania) y aglutinacion de particulas (BIO-RAD, Fujirebio Diagnostics, Inc,
Japon). Las muestras reactivas por ambas o alguna de las dos técnicas fueron

subsecuentemente confirmadas por WB (NEW LAV BLOT |, Bio-Rad Laboratories, Inc,
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WA, EEUU). El resultado de WB se considerd positivo si estaban presentes dos de las
bandas correspondientes a p24, gp41 o gp120/160. El mismo se considerd indeterminado
si otras bandas diferentes de aquellas tres resultaban reactivas y fue negativo si no se

revelaba ninguna banda.

[11.7. Diagnostico de infeccion por HBV

El diagndstico se realizé con la colaboracion de la Division de Enfermedades de
Transmision Transfusional, Hospital de Clinicas José de San Martin, Universidad de Buenos
Aires.

Los marcadores de infeccion por HBV, antigeno de superficie (HBsSAg) y anticuerpos anti-
core (anti-HBc), fueron evaluados por ELISA (HBsAg (V2) ABBOTT AXSYM SYSTEM,;
Core AXSYM SYSTEM ABBOTT, Wiesbaden, Alemania). Con propositos epidemiolégicos,
una muestra fue considerada positiva para HBV si se encontr6 al menos uno de los

marcadores.

[11.8. Diagndstico de infeccion por HCV

El diagndstico se realizé con la colaboracion de la Division de Enfermedades de
Transmision Transfusional, Hospital de Clinicas José de San Martin, Universidad de Buenos
Aires.

Los anticuerpos para HCV fueron evaluados por ELISA (HCV version V3.0, ABBOTT
AXSYM SYSTEM; Wiesbaden, Alemania).

[11.9. Diagnostico de infeccion por HTLV

El mismo se realiz6 en el CNRS, Facultad de Medicina, UBA.

El tamizaje de anticuerpos se realiz6 por ELISA (BioELISA HTLV-1+2 4.0, BioKit,
Barcelona, Espafia) y por aglutinacion de particulas (Serodia HTLV-1, Fujirebio, Tokyo,
Japon). Las muestras reactivas por al menos una de las técnicas fueron confirmadas por
WB (HTLV blot 2.4, Genelabs Diagnostics, Science Park, Singapur).

Con fines confirmatorios, aquellas muestras que resultaron indeterminadas o HTLV no
tipificadas por WB fueron sometidas a una nested-PCR casera altamente sensible y

especifica para dos genes del provirus (pol y tax) [170, 171].
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[11.10. Diagndstico de infeccion por  Treponema pallidum

El diagnostico se realizo con la colaboracion del Servicio de Inmunologia Clinica,
Departamento de Bioquimica Clinica, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad
de Buenos Aires.

El diagnéstico de infeccion por T. pallidum (infeccion pasada o presente) fue realizado
por ensayos no treponémicos y treponémicos (Venereal Disease Research Laboratory
(VDRL), Wiener Laboratorios, SAIC, Rosario, Argentina; Treponema Pallidum
Hemagglutination Assay (TPHA), Biokit SA, Barcelona, Espafa). En resultados
discordantes se utiliz6 un ensayo de inmunofluorescencia indirecta (Fluorescent

Treponemal Antibody-Absorption (FTA-abs), Inmunofluor Biocientifica SA, Argentina).

[11.11. Estimacion de incidencia de HIV

El mismo se realiz6 en el CNRS, Facultad de Medicina, UBA.

La incidencia de infeccion por HIV fue estimada por el Algoritmo de Testeo Serologico para
Seroconversion Reciente (Serological Testing Algorithm for Recent HIV Seroconversion,
STARHS) como se describe en otros trabajos [172, 173]. El test consiste en un
enzimoinmunoensayo modificado que permite la identificacion de infecciones recientes

(tiempo de infeccion menor a 4—6 meses previos a la coleccion de la muestra).

[11.12. Obtencién y procesamiento de las muestras de mucosa anal

Debido a cuestiones metodolégicas, el testeo de HPV y C. trachomatis solo fue ofrecido a
participantes TTS que asistieron a Nexo AC. Aquellas que aceptaron tomar la muestra,
fueron instruidas para la auto-coleccion de la misma. El cepillado anal se realizdé con un
cepillo endocervical (Medisul, Argentina) el cual fue luego agitado en un tubo conteniendo
PBS estéril. Se quito el cepillo y el tubo fue centrifugado a 1.500 rpm por 10 minutos. Se
descartd el sobrenadante y se mantuvo el pellet a -20°C hasta su procesamiento. Las
células se rompieron por digestion con proteinasa K y se teste0 el gen de la B-globina por

PCR para confirmar la presencia de ADN.
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[1.13. Diagnostico de infecciéon por HPV

El diagnodstico se realiz6 con la colaboracion del Servicio Virus Oncogénicos,
Laboratorio Nacional y Regional de Referencia de HPV-OPS/OMS, Instituto Nacional de
Enfermedades Infecciosas-ANLIS “Dr. Malbran”.

La deteccién de HPV se realizo utilizando una PCR con cebadores genéricos de HPV
GP5+ y GP6+ marcados con biotina [174]. Estos cebadores flanquean una region de
aproximadamente 140pb en la region L1 del genoma viral. Los productos de
amplificacién fueron analizados en un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio,

visualizados con UV y fotografiados.

[1.14. Diagnostico de infeccion por ~ Chlamydia trachomatis

El diagndstico se realiz6 con la colaboracion del Laboratorio de Inmunologia Clinica,
Departamento de Bioquimica Clinica, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad
de Buenos Aires.

La deteccion de C. trachomatis se realizd por amplificacién del gen ompA usando una PCR
semi-nested [168]. Se amplificé un fragmento de aproximadamente 1kb usando los
cebadores SERO1A y SERO2A. Como controles positivo y negativo se utilizaron el ADN de
C. trachomatis L2/BU/434, (provisto por Sezione di Microbiologia DMCSS, Universita degli
Studi di Bologna, Bologna, Italia) y células sin infectar, respectivamente. La PCR semi-
nested se realizé con los mismos reactivos y condiciones exceptuando los cebadores, que
en este caso fueron el SERO2A y un cebador nested: PCTM3. Los productos de la segunda
ronda de PCR fueron chequeados en un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio. Esta

PCR semi-nested detecta desde uno hasta 10 unidades formadoras de inclusion.

[11.15. Analisis estadistico

Los datos sociodemograficos, de comportamiento y conocimiento sobre HIV/Sida
obtenidos en la encuesta fueron ingresados en una base de datos utilizando el
programa SPSS 15.0. La prevalencia se calculdé a partir de la proporcion de casos
reactivos sobre el total de la poblacion estudiada. Para cada valor de prevalencia se
calculd su correspondiente intervalo de confianza del 95%. Posteriormente se realizé un
andlisis univariado de las variables incluidas en la base de datos. Como medidas de

resumen se utilizaron medidas de tendencia central con su correspondiente medida de
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dispersion. Para variables continuas se utilizé la mediana y el rango intercuartil. Para
variables categoricas se utilizé la proporcion y el intervalo de confianza del 95%. A fin
de determinar la asociacion entre variables, se utilizaron distintos métodos estadisticos.
Las variables categoricas se analizaron utilizando el test de chi cuadrado o Fisher. Para
los contrastes de variables que implicaron variables continuas y categoricas se
utilizaron el test de T o el de Mann-Whitney segun la distribucion que siguieran los

datos.

[11.16. Andlisis molecular de muestras HIV positivas

111.16.1. Extraccién y amplificacién de acidos nucleicos:

Se extrajo el ARN a partir de plasma utilizando un kit comercial (QIAamp Viral RNA Mini
Kit, QIAGEN, Hilden, Alemania).

Amplificacién del gen pol

La amplificacion se realizé por medio de una estrategia de transcripcion reversa
seguida por una nested-PCR utilizando cebadores especificos para el gen pol (Tabla 1).
La transcripcion reversa se realizé utilizando la enzima Superscript Il (Invitrogen) y el
cebador RT3.1 (25uM). El ciclado consistio en una incubacion de 5 minutos a 65°C para
permitir el pegado del cebador al templado, luego se bajé rapidamente la temperatura a
4°C y se agrego el resto de los reactivos para la transcripcion reversa (50 minutos a
42°C vy, finalmente, 15 minutos a 70°C). La nested-PCR consistié en una primera ronda
de PCR con la enzima AmpliTag Pol (5U/ul) (Biosystems SA) y los cebadores 5CP1
(25uM) y RT3.1 (25uM). El ciclado consistio en 3 minutos a 95°C, y luego el primer ciclo
a 95°C por 15 segundos seguido por 15 segundos a 56°C y 1,4 minutos a 72°C, este
ciclo se repiti6 cinco veces y luego se cicl6 30 veces de la siguiente manera: 15
segundos a 90°C, 15 segundos a 56°C y 1.4 minutos a 72°C. Finalmente, 10 minutos a
72°C. La segunda PCR se realizO en tres reacciones en paralelo con 3 juegos de
cebadores y la enzima AmpliTaq Pol (5U/ul) (Biosystems SA). Las combinaciones de
cebadores utilizadas fueron 1F/6B, A35/NE1 y RT3208F/RT3798R, todos en
concentracion (25uM). El ciclado fue el mismo utilizado para la primera PCR. Todas las
reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador EPPENDORF
Mastercycler gradient. El control negativo fue agua y el positivo fueron muestras que

habian amplificado en el protocolo habitual del CNRS. Los productos de amplificacion
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se visualizaron en un gel de agarosa 1% tefiido con Bromuro de Etidio 0,5g/ml
utilizando un marcador de peso molecular de 1000pb (Fermentas) en solucion buffer de
tris- borato-EDTA (TBE) 1X. La corrida duré unos 30 minutos y se realizé a 100 volts.
Luego se visualizaron las bandas en un transiluminador con UV. El tamafio esperado de
los fragmentos fue de 479pb (1F/6B), 805pb (A35/NE1) y 592pb (RT3208F/RT3798R).

Tabla 1. Cebadores utilizados en la amplificacion de la region pol de muestras HIV positivas

] Posicion
Reaccion Cebadores Secuencia5 — 37
en HXB2
transcripcion
reversa/ 1° RT3.1 3859-3830 GCTCCTACTATGGGTTCTTTCTCTAACTGG
PCR
1° PCR 5CP1 1981-2008 GAAGGGCACACAGCCAGAAATTGCAGGG
2° PCR 1F 2142-2162 CAGACCAGAGCCAACAGCCCC
2°PCR 6B 2620-2601 CATTGTTTAACTTTTGGGCC
2° PCR A35 2529-2564 ATTGGTTGCACTTTAAATTTTCCCATTAGCCCTATT
2° PCR NE1 3333-3301 CCACTAACTTCTGTATGTCATTGACAGTCCAGC
2° PCR RT3208F 3208-3229 AACATCAGAAAGAACCTCCATT
2°PCR RT3798R  3798-3777 CAAACTCCCACTCAGGAATCCA

Amplificacién del gen gag

La retro-transcripcion se llevo a cabo a partir del producto de extraccion utilizando M-MLV
reverse transcriptase (Invitrogen) con random primers (150ng/ul). Se realiz6 una primera
incubacién por 5 minutos a 65°C y se pasO a hielo. Luego se agregé el resto de los
reactivos para la transcripcion reversa (90 minutos a 37°C y 15 minutos a 70°C).

La PCR se realiz6 con la enzima Taq Pol (Invitrogen) y los cebadores H1G777 (25uM) y
H1P202 (25uM) (Tabla 2). El ciclado consistié en 5 minutos a 95°C y luego se ciclo 34
veces de la siguiente manera: 15 segundos a 95°C, 30 segundos a 55°C y 40 segundos
a 72°C. Finalmente, 10 minutos a 72°C. El control negativo fue agua y el positivo el
plasmido NL4-3.
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Los productos de amplificacion se visualizaron en un gel de agarosa 1% tefiido con
Bromuro de Etidio 0,5g/ml utilizando un marcador de peso molecular de 1000pb
(Fermentas) en TBE 1X. La corrida duré unos 30 minutos y se realizé6 a 100 volts.
Luego se visualizaron las bandas en un transiluminador con UV. El tamafio esperado

del fragmento fue de 1121pb.

Tabla 2. Cebadores utilizados en la amplificacion de la region gag de muestras HIV positivas

Cebadores Posicién en HXB2 Secuencia5 — 37
H1G777 1231-1255 TCACCTAGAACTTTGAATGCATGGG
H1P202 2352- 2328 CTAATACTGTATCATCTGCTCCTGT

Amplificacién de los genes vif-vpr-tat

Se utilizé el mismo ADN copia para amplificar esta region mediante una nested-PCR
utilizando la enzima Taq Pol (Invitrogen).

Para la primera ronda se utilizaron los cebadores Vproutfw (25uM) y Vproutrv (25uM)
(Tabla 3). El ciclado consistio en 5 minutos a 95°C y luego se cicld 34 veces de la
siguiente manera: 15 segundos a 95°C, 30 segundos a 55°C y 40 segundos a 72°C.
Finalmente, 10 minutos a 72°C. EIl control negativo fue agua y el positivo el plasmido
NL4-3.

La segunda ronda de PCR se realiz6 de la misma forma con los cebadores Vprinfw y
Vprinrv (Tabla 3). Los productos de amplificacién se visualizaron en un gel de agarosa
1% tefido con Bromuro de Etidio 0,5g/ml utilizando un marcador de peso molecular de
1000pb (Fermentas) en TBE 1X. La corrida duré unos 30 minutos y se realiz6 a 100
volts. Luego se visualizaron las bandas en un transiluminador con UV. El tamafio

esperado del fragmento fue de 314pb
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Tabla 3. Cebadores utilizados en la amplificacién de la region vif-vpr-tat de muestras HIV

positivas
. Posicién en )
Reaccién Cebadores Secuencia5 — 3’
HXB2

1° PCR Vproutfw 5446-5468 CAAGCAGGACATAACAAGGTAGG
1° PCR Vproutrv 5989-5968 TCTCCGCTTCTTCCTGCCATAG
2°PCR Vprinfw 5545-5565 CTGACAGAGGACAGATGGAAC
2° PCR Vprinrv 5859-5840 GGCTCTAAGTTAGGATCTAC

111.16.2. Secuenciacion nucleotidica

Secuenciacion del gen pol

Se realiz6 la secuenciacion en forma directa y automatica en ambos sentidos para la
region gendmica mencionada (ABlI PRISM® 3100/3100-Avant Genetic Analyzer,
Applied Biosystems). Para esto, el fragmento obtenido con los cebadores 1F/6B en la
nested-PCR se secuencid con los cebadores 2A 'y 6B (Tabla 4). Para el obtenido con el
par A35/NEL1, se utilizaron los cebadores A35y BR y 5A y NEL1. Por ultimo, el fragmento
obtenido con RT3208F/RT3798R se secuencid con los mismos cebadores (Tabla 1).
Todos los cebadores fueron utilizados en concentracién 4uM. En cada caso, la reaccion
de secuenciacion se realiz6 utilizando el kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing

Kits (Applied BioSystems).

Tabla 4. Cebadores utilizados en la secuenciacion del gen pol en muestras HIV positivas

Cebadores Posicién en HXB2 Secuencia5 — 3’
2A 2261-2279 CACTCTTTGGCAACGACCC
BR 3003-3019 GGTGATCCTTTCCATCC
5A 2871-2890 GTACTGGATGTGGGTGATGC
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Secuenciacion del gen gag

Se sigui6 el mismo protocolo que con pol, con los cebadores H1G777 y H1P202.

Secuenciacion de los genes vif-vpr-tat

Se sigui6 el mismo protocolo que con pol, con los cebadores Vprinfw y Vprinrv.

111.16.3. Subtipificacion

Las secuencias obtenidas fueron ensambladas y editadas con el programa Sequencher

4.8. Se analizaron las mutaciones en forma visual.

Los subtipos se determinaron por Simplot version 3.5.1 y fueron confirmados por
jumping profile Hidden Markov Model (jpHMM, disponible en http:/jphmm.gobics.de/)
y/o en NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genotyping/formpage.cgi).

[11.17. Andlisis molecular de muestras HBV positivas

Con el objeto de analizar los genotipos de HBV, se seleccionaron del total de muestras
positivas para HBV aquellas muestras de pacientes que pudieran estar cursando la
infeccidn. Con este fin, ademas de considerar los resultados obtenidos de HBsAg y anti-
HBc, se ensayo la presencia de anti-HBs dado que este marcador indica resolucion de
la infeccién. Por estas razones, sélo se procesaron las muestras que cumplieron con el
siguiente criterio: anti-HBc positivo y anti-HBs negativo, y todas aquellas con HBsAg
positivo. De esta forma se buscé identificar casos de hepatitis B oculta.

111.17.1. Extraccion y amplificacion de acidos nucleicos:

Se extrajo el ADN por el método de lisis alcalina. Se realizé6 una nested-PCR con la
enzima Taq Pol (Invitrogen) y los cebadores especificos para la region pol (Tabla 5). La
primera ronda de PCR se hizo con los cebadores KPHBV8 (20uM) y BRHB4 (20uM). El
ciclado consistié6 en una primera incubaciéon a 94°C por 5 minutos y luego 40 ciclos
compuestos por una primera etapa de 1 minuto a 94°C, luego 1 minuto a 55°C y 2
minutos a 72°C, la elongacion final se realizé a 72°C por 10 minutos. La segunda ronda
de PCR se realizo utilizando los cebadores FS1 (20uM) y RS4 (20uM). El ciclado
consisti6 en una primera incubacion a 94°C por 15 minutos y luego 35 ciclos
compuestos por una primera etapa de 1 minuto a 94°C, luego 45 segundos a 55°C y 1

minuto a 72°C, la elongacion final se realizé a 72°C por 10 minutos. El control negativo
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fue agua y el positivo fueron muestras que habian amplificado previamente. Los
productos de amplificacion se visualizaron en un gel de agarosa 1% tefido con Bromuro
de Etidio 0,5g/ml utilizando un marcador de peso molecular de 1000pb (Fermentas) en
TBE 1X. La corrida duré unos 30 minutos y se realizé a 100 volts. Luego se visualizaron
las bandas en un transiluminador con UV. El tamafio esperado de los fragmentos era de
589pb.

Tabla 5. Cebadores utilizados en la amplificacion de la region pol de muestras HBV positivas

Posicién
Reaccion Cebadores en Secuencia5 — 3’
AF297622
3179-
1° PCR KPHBVS8 3108 CCTCAGGCCATGCAGTGGAA
1263-
1° PCR BRHBV4 1284 GCTAGGAGTTCCGCAGTATGGA
2° PCR FS1 400-420 TCCTCTTCATCCTGCTGCTAT
2° PCR RS4 968-989 GACATACTTTCCAATCAATAGG

[11.17.2. Secuenciacion nucleotidica
Idem HIV, utilizando los cebadores FS1 y RS4.

111.17.3. Genotipificacion

Las secuencias consenso fueron alineadas junto a secuencias de los distintos
genotipos de HBV (A-H), obtenidas del GenBank utilizando el programa ClustalX v1.83
y editadas con el programa Bioedit v7.0.9.0 [175]. Se realizé un arbol de distancia
obtenido por Neighbor-Joining (NJ) con el modelo de Kimura-2 pardmetros para
establecer el genotipo de HBV de cada uno de los aislamientos. El soporte de las ramas
se evalué mediante el analisis de remuestreo o bootstrap. Los valores se asignaron

luego de 100 remuestreos por NJ utilizando el programa ClustalX v1.83.
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[11.18. Andlisis molecular de muestras HCV positivas

111.18.1. Extraccién y amplificacion de acidos nucleicos:

La extraccion del ARN se llevé a cabo con TRIZOL (Invitrogen, EEUU) en todas las
muestras de los pacientes con serologia reactiva para el HCV, siguiendo las instrucciones
recomendadas por el fabricante. La retro-transcripcion se llevo a cabo utilizando la enzima
M-MLYV reverse transcriptase (Invitrogen) con random primers (150ng/ul). Se comenzé con
una incubacién de la muestra y los cebadores por 5 minutos a 65°C que luego se paso6 a
hielo. A continuacién se agrego el resto de los reactivos y se incub6 90 minutos a 37°C y 15
minutos a 70°C. Luego se realizdé una nested-PCR de la region 5’"UTR (no codificante)
(Tabla 6). La primera ronda de PCR se realiz6 con la enzima Taq Pol (Invitrogen) y los
cebadores sentido (250ng/pl) y antisentido (250ng/pl). El ciclado empez6é con una
incubacién a 94°C por 5 minutos y luego con 35 ciclos compuestos por 45 segundos a
94°C, 45 segundos a 55°C y 45 segundos a 72°C, con una extension final a 72°C por 10
minutos. La segunda ronda de PCR se realiz6 con la misma enzima y los cebadores
interno sentido (250ng/ul) e interno antisentido (250ng/ul). El ciclado de la segunda ronda
empezo6 con una incubacion a 94°C por 5 minutos y luego con 35 ciclos compuestos por 45
segundos a 94°C, 45 segundos a 53°C y 45 segundos a 72°C, con una extension final a
72°C por 10 minutos. Los productos de amplificacion se visualizaron en un gel de agarosa
1% tefido con Bromuro de Etidio 0,5g/ml utilizando un marcador de peso molecular de
1000pb (Fermentas) en TBE 1X. La corrida duré unos 30 minutos y se realiz6 a 100 volts.
Luego se visualizaron las bandas en un transiluminador con UV. El tamafio esperado de los

fragmentos era de 250pb.
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Tabla 6. Cebadores utilizados en la amplificacion de la region 5"UTR de muestras HCV

positivas
Reaccion  Cebadores Posicion Secuencia5 — 37
en H77
1° PCR Cebador 45-64 CGTTGAGGAACTACTGTCTT
sentido
lopcr ~ Cebador a5 a4 ATACTCGAGGTGCACGGTCTAGACCT
antisentido
Cebador
2° PCR interno 63-82 TTCACGCAGAAAGCGTCTAG
sentido
Cebador
2° PCR interno 288-313 CACTCTCGAGCACCCTATCAGGCAGT
antisentido

111.18.2. Secuenciaciéon nucleotidica

idem HIV, con los cebadores interno sentido e interno antisentido.

[11.18.3. Genotipificacion del HCV
Las secuencias consenso fueron alineadas junto a secuencias de los distintos
genotipos de HCV (1 a,b; 2 a; 3 a,b; 4 a,d; 5 a; 6 a), obtenidas del GenBank utilizando

el programa ClustalX v1.83 y editadas con el programa Bioedit v7.0.9.0 [175]. Se realizé
un arbol de distancia obtenido por Neighbor-Joining (NJ) con el modelo de Kimura-2
parametros para establecer el genotipo de HCV de cada uno de los aislamientos. El
soporte de las ramas se evalu6 mediante el andlisis de remuestreo o bootstrap. Los
valores se asignaron luego de 100 remuestreos por NJ utilizando el programa ClustalX
v1.83. El genotipo fue confirmado por NCBI:
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genotyping/formpage.cgi)
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[11.19. Andlisis molecular de muestras HTLV-1/2 positivas

111.19.1. Extraccién y amplificacién de acidos nucleicos:

Se extrajo el ADN a partir de células mononucleares de sangre periférica utilizando un
kit comercial (QlAamp DNA extraction kit, QIAGEN, Hilden, Alemania).

Luego, se amplificé una region del LTR (no codificante) del provirus de todas las
muestras con el objetivo de obtener las secuencias para el analisis filogenético [135,
176] mediante una nested-PCR. En el caso de muestras HTLV-1 positivas, la primera
ronda de PCR se realiz6 con la enzima Go Taq (Promega) y los cebadores 8200LA
(10uM) y 3Vext (10uM) (Tabla 7). El ciclado empez6 con una incubacion a 95°C por 15
minutos y luego con 35 ciclos compuestos por 30 segundos a 95°C, 30 segundos a
55°C y 1 minuto a 72°C, con una extension final a 72°C por 7 minutos. La segunda
ronda de PCR se realiz6 con los cebadores 8200LA (10uM) y 3Vint (10uM) (Tabla 7). El
ciclado de la segunda ronda fue el mismo de la primera.

Para la primera ronda de amplificacion de muestras HTLV-2 positivas se utilizo el
mismo protocolo pero con los cebadores BSQF6 (10uM) y BSDR3 (10uM) (Tabla 8). En
la segunda ronda se utilizé el mismo protocolo pero con los cebadores BSQF2 (10uM) y
BSDR4 (10uM) (Tabla 8).

Los productos de amplificacion se visualizaron en un gel de agarosa 1,2% tefiido con
Bromuro de Etidio 0,5g/ml utilizando un marcador de peso molecular de 1000pb
(Fermentas) en TBE 1X. La corrida duré unos 30 minutos y se realizé a 100 volts.
Luego se visualizaron las bandas en un transiluminador con UV. El tamafio esperado de

los fragmentos era de 528pb en el caso de HTLV-1y de 665pb en el caso de HTLV-2.

Tabla 7. Cebadores utilizados en la amplificacion una regién del LTR de muestras HTLV-1

positivas
Reaccion Cebadores Posicién Secuencia5 — 37
10y 20
PCR 8200LA 8196-8219 CTCACACGGCCTCATACAGTACTC
1° PCR 3Vext 8759-8742 CGCAGTTCAGGAGGCACCRM
2°PCR 3Vint 8724-8699 GAACGCRACTCAACCGGCRYGGATGG
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Tabla 8. Cebadores utilizados en la amplificacion en la amplificacion una regién del LTR de

muestras HTLV-2 positivas

Reaccién Cebadores Posicién Secuencia 5" — 3’
1°PCR BSQF6 8224-8247 CAGGGCGAGTCATCGACCCAAAAG
1°PCR BSDR3 8936-8913 GAAGACAATGCTCCTAGGGCGGGC
2°PCR BSQF2 8253-8274 ACCGTCTCACACAAACAATCCC
2°PCR BSDR4 8918-8902 GCGGGCCTGCCTATAGCGATG

111.19.2. Secuenciacion nucleotidica

idem HIV, con los cebadores 8200LA y 3Vint en el caso de HTLV-1 y los cebadores
BSQF2 y BSDR4 para HTLV-2.

111.19.3. Andlisis filogenético de las muestras HTLV-1 y HTLV-2 positivas

Las secuencias consenso fueron alineadas junto a secuencias de los distintos
genotipos de HTLV-1 (subtipos: Cosmopolita (a) subgrupos: A-E, Africa Central (b y d) y
Melanesia (c)) o HTLV-2 (subtipos, a, b, c y d) utilizando el programa ClustalX v1.83 y
editadas con el programa Bioedit v7.0.9.0 [175].

Se realiz6 un arbol de distancia obtenido por Neighbor-Joining (NJ) con el modelo de
Kimura-2 parametros para establecer el genotipo de HTLV-1 o HTLV-2 de cada uno de
los aislamientos. El soporte de las ramas se evalué mediante el andlisis de remuestreo
0 bootstrap. Los valores se asignaron luego de 100 remuestreos por NJ utilizando el

programa ClustalX v1.83.

[11.20. Genotipificacion de HPV

La genotipificacion se realiz6 con la colaboracion del Servicio Virus Oncogénicos,
Laboratorio Nacional y Regional de Referencia de HPV-OPS/OMS, Instituto Nacional de
Enfermedades Infecciosas-ANLIS “Dr. Malbran”, bajo la direccién de la Dra. Maria
Alejandra Picconi.

Las muestras positivas para la PCR con GP fueron genotipificadas por Reverse Line
Blot Hybridization utilizando sondas especificas de genotipo de HPV: 6, 11, 16, 18, 26,
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31, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 61, 66, 68, 70,
71, 72, 73, 81, 82, 83, 84 y CP6108 [174]. Las reacciones positivas fueron reveladas
por quimoluminiscencia utilizando los reactivos segun las recomendaciones del
fabricante (Amersham™ ECL™ Detection Reagents, GE Healthcare, Little Chalfont,
Reino Unido). Como controles positivos, se utilizd el ADN de células CaSki y HelLa
(conteniendo las secuencias de HPV 16 y 18 respectivamente); se utiliz6 agua como

control negativo (sin templado de ADN).

[11.21. Genotipificacion de Chlamydia trachomatis

La genotipificacion se realizé con la colaboracién del Laboratorio de Inmunologia
Clinica, Departamento de Bioquimica Clinica, Facultad de Farmacia y Bioquimica,
Universidad de Buenos Aires, bajo la direccion del Dr. Marcelo Rodriguez Fermepin.

La genotipificacion de C. trachomatis fue realizada mediante RFLP (del inglés,
Restriction Fragment Lenght Polimorphism) en todas las muestras PCR positivas [169].
Se digirié el producto de amplificaciéon del gen ompA de cada muestra con la enzima
Alul. Para ello se prepar6 una mezcla de reaccién conteniendo 1 Ul de la enzima,
solucion tamponada de reaccion (Promega) 1X y agua ultrapura en cantidad suficiente
para completar 5 pl por tubo de reaccién en el caso de que el producto a digerir se
encontrase en baja concentracion, o 10 pl por tubo si el producto estuviera mas
concentrado. Se afiadidé la muestra correspondiente a cada tubo de reaccion en un
volumen de 10 o 15 pl, dependiendo de la concentracion del producto de amplificacion
del gen ompA. Se incubaron los tubos en estufa a 37°C durante 4 horas, y se freno la
digestion trasladandolos a —20°C luego de ese lapso.

Se preparé un gel de poliacrilamida al 12%, empleando 4 ml de solucién al 30% de
acrilamida : Bis-acrilamida 29:1, 4 ml de agua destilada, 2 ml de solucion tamponada TBE
5X, 70 pl de persulfato de amonio al 10% en agua, y 4 ul de TEMED.

Una vez polimerizado correctamente el gel, se sembraron 10 pl de la mezcla de
digestion de cada muestra por calle, mezclados con 2 ul de solucion colorante
(Promega), y se realizd0 una corrida electroforética a 80 volts durante 90 minutos
aproximadamente. Se tifio el gel en una solucién diluida de bromuro de etidio.

Los patrones de bandas resultantes para cada muestra se visualizaron en un

transiluminador con luz UV. En aquellos casos en los que los patrones obtenidos con
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Alul no permitieron diferenciar entre dos 0 mas genotipos, se emplearon otras enzimas
como EcoRI, Cfol, Hinfl o Ddel. En cada caso, a la mezcla de reaccién se le afiadio o
no seroalbumina bovina y se modificaron los tiempos de incubacion de acuerdo con las

recomendaciones asociadas a cada enzima.
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IV.1. Demografia de la poblacién de estudio
El estudio incluyé una poblacion de 273 TTS y 114 HTS provenientes de distintas

ciudades tal como se describen en la Tabla 9.

Tabla 9. Numero de participantes por ciudad argentina (2006-2009)

Ciudad TTS HTS
Ciudad Autonoma de Buenos Aires 166 34
La Plata 22 51
Cordoba 50 2
mMendoza e 13
Rosario 5
Santiago del Estero 30 13
Viedma e 1
Total 273 114

TTS: Trans Trabajadoras Sexuales; HTS: Hombres Trabajadores Sexuales

Dado que no se observaron diferencias significativas entre las ciudades con alto
namero de participantes y que algunas ciudades tenian un bajo numero, no se
estratificé por ciudad.

Como se observa en la Tabla 10, ambas poblaciones tuvieron una mediana de edad

cercana a los 30 afios. La mayoria de los participantes eran argentinos. Entre las TTS
la segunda nacionalidad mas frecuente fue Pera mientras que entre los HTS ésta fue
Paraguay. La mayoria de los participantes vivia en casa o departamento y, en menor
proporcion, en hoteles o pensiones. Cerca de un 2% vivia en la calle.

La mitad de los participantes tenia un nivel de educacion igual o mayor a secundario.
La mayoria eran solteros y algunos declararon tener “unién libre” con su pareja. El 4%
de los HTS estaban casados. Un 6,7% de las TTS tenia hijos mientras que fue del
26,3% en HTS (p<0,001). Alrededor del 20% reporté tener otro trabajo, el cual era
estable en el 27,7% de las TTS y en el 56% de los HTS. La mayoria de los participantes
no tenia cobertura médica privada u obra social.
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Tabla 10. Caracteristicas sociodemograficas de los participantes

TTS HTS
Edad (mediana en afios) 29 afios 27 afos
(RIC) (24-35) (22-33)
0, 0,
Nacionalidad argentina 75,8 % 84,2 %
(207/273) (96/114)
Casa/departamento 70,4 % 77,7 %
(190/270) (87/112)
Hotel/pension 16,7 % 10,7 %
(45/270) (12/112)
Vivienda
Situacion de calle 1,9% 27 %
(5/270) (3/112)
Otros 11 % 8,9 %
(30/270) (10/112)
() 0,
Educacién = secundario 54,9 % 53,1%
(150/273) (60/113)
Soltera/o 90,4 % 85,1 %
(246/272) (97/114)
- Unién libre 7,4 % 35%
Estado civil
(20/272) (4/114)
Casada/o 0,7 % 6,1 %
(21272) (7/114)
. 6,7 % * 26,3 % *
Hijos
(18/270) (30/114)
0, 0,
Tiene otro trabajo 17,6 % 21,4 %
(47/267) (24/112)
0, 0,
Otro trabajo estable 21,7% 56 %
(13/47) (14/25)

TTS: Trans Trabajadoras Sexuales; HTS: Hombres Trabajadores Sexuales. * p<0,001
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IV.2. Practicas sexuales

La mayoria (95%) de las TTS y la mitad de los HTS tuvo su primera relacion sexual con
un hombre (p<0,001), siendo este encuentro consensuado en la mayoria de los casos
(90%). La mediana de edad fue de 13-14 afios en ambos grupos. El 25% de las TTS y
el 15% de los HTS reportd haber sufrido abuso sexual en algin momento de su vida.
Alrededor de un tercio de los participantes tenia pareja estable. La mitad de los HTS
gue tenian pareja estable, era con una mujer. El 65% de las TTS y el 75% de los HTS
declararon uso irregular (“a veces” o “nunca”) del preservativo con su pareja estable
siendo la confianza en su pareja la causa mas frecuente de no usarlo.

El 45% de las TTS y el 25% de los HTS declar6 haber tenido ITS previamente

(p<0,001), siendo sifilis la méas frecuente (70%).

IV.3. Trabajo sexual

En la Tabla 11 se describen las caracteristicas mas relevantes del trabajo sexual. Las
razones mas frecuentes de inicio del trabajo sexual fueron la situacion econémica y el
desempleo. Un 15% de las TTS declaré haber sido abandonada por su familia como
causa del inicio de esta actividad. La mediana de los afios en el trabajo sexual fue de
6,5 entre TTS y de 4 entre HTS (p<0,001). ElI 80% de las TTS y el 60% de HTS
(p<0,001) utilizaba la calle como lugar de contacto con los clientes. EI nimero de
clientes semanales fue de 20 en TTS y de 10 entre HTS (p<0,001). La mayoria de las
TTS (90%) preferia clientes hombres mientras que en el caso de los HTS este niumero
fue menor al 70% (p<0,001). Aproximadamente un 8% en ambos grupos no tenia
ninguna preferencia sobre el género de sus clientes.

Las TTS habian sido arrestadas mas frecuentemente que los HTS (p<0,001).

En cuanto al uso de preservativo en el trabajo, un 35% de las TTS y un 18% de los HTS

declararon usarlo irregularmente (“a veces” o “nunca”) (p<0,001).
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Tabla 11. Caracteristicas del trabajo sexual

TTS HTS p
0 0,
Situacion econémica 86,5 % 82,1 %
(231/267) (92/112)
0 0,
Razones de Desempleo 75,9 % 66,1 %
inicio en el (202/266) (74/112)
i 0 0,
trabajo sexual Abandonada/o por su 16,2% 6.3 % 0,015
familia (43/266) (7/1112)
Afios en el trabajo sexual 6 4 <0,001
(mediana en afios) (RIC) (3-14,75) (1.87-7)
0 0,
Calle como lugar de trabajo sexual 75.2% 59,5 % <0,001
(203/270) (66/111)
Numero de clientes semanales 20 9.5 <0,001
(mediana) (RIC) (10-36) (5-19.2)
0 0,
Preferencia clientes hombres 90,2 % 66,3 % <0,001
(203/225) (61/92)
0, 0,
Detenidas/os 67,9 % 43.8% <0,001
(182/268) (49/112)
0 0,
Uso irregular de preservativo en el trabajo 35,4 % 17,7 % <0,001
(95/268) (20/113)

TTS: Trans Trabajadoras Sexuales; HTS: Hombres Trabajadores Sexuales.

IV.4. Consumo de sustancias

Alrededor del 65% de los participantes declaré consumir alcohol, siendo el consumo
diario reportado en el 7% de los casos. El 20-30% de los participantes declardé que el
consumo de alcohol facilita su trabajo. Alrededor del 80% sostuvo que su consumo
nunca influye en el uso de preservativo en el trabajo.

En cuanto al uso de drogas ilegales, el 30-35% declaré su consumo. Las drogas mas
frecuentemente declaradas fueron marihuana y cocaina. Alrededor del 50% consideré

gue su uso facilita su trabajo. Solamente el 2% de las TTS y el 6% de los HTS
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declararon ser usuarios de drogas inyectables. Alrededor del 70% declar6é que el uso de

drogas nunca influye en el uso de preservativo en el trabajo.

IV.5. Conocimiento sobre HIV/Sida

Alrededor del 75% de los participantes desconocia la diferencia entre HIV y Sida o tenia
un concepto erréneo. La mayoria tenia conocimiento sobre las vias de transmision del
HIV. Las fuentes de informacion sobre HIV/Sida mas frecuentes (70%) fueron
campafas oficiales en el caso de las TTS y medios masivos en el caso de los HTS. El
70% de las TTS declaré haber recibido informacion de AMMAR o ATTTA mientras que
este numero fue del 40% en los HTS.

Cuando se les preguntd qué posibilidad tenian de infectarse con HIV el 7% de las TTS y
el 22% de los HTS respondieron “ninguna” (p<0,001) mientras que alrededor del 15%
en ambos grupos consider6 que la posibilidad era alta.

Aproximadamente el 80% de las TTS y el 60% de los HTS habia sido previamente
testeado para el HIV (p<0,001). De ellos, el 70% de las TTS y el 90% de los HTS tenian
un resultado no reactivo mientras que el 10% de las TTS y el 7% de los HTS

desconocian el resultado por no haberlo retirado.

Al buscar asociaciones estadisticamente significativas entre los diagnosticos de ITS y
los resultados de la encuesta solo se encontré asociacién entre el uso regular del
preservativo con la pareja estable cuando la participante TTS era HIV positiva. Sin
embargo, no se encontro relacion entre el uso de preservativo en el trabajo y el estado
seroldgico HIV positivo.

Cuando se analizaron los resultados de los diagnosticos, se encontrd que la prevalencia
de sifilis entre las TTS HIV positivas fue del 61,2%, mientras que la misma en la
poblacion total fue de 50,4% (p=0,017).

IV.6. Prevalencias de ITS e incidencia de HIV en trans y hombres trabajadores
sexuales

IV.6.1. Prevalencias en TTS

La serologia de HIV fue positiva en el 34,1% de las muestras mientras que la

prevalencia de HBV fue 40,2%. Entre los participantes HBV positivos, sélo cinco fueron
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positivos para HBsAg. La serologia de HCV fue positiva en el 4,5%. La prevalencia de
HTLV fue de 1,8%. Se detecto infeccion por T. pallidum en 50,4% (Tabla 12).

Durante los ultimos 18 meses del estudio, de 140 TTS de Buenos Aires que asistieron a
Nexo AC, 119 aceptaron tomarse la muestra de cepillado anal. Al buscar infeccidén por
HPV en estas 119 muestras, 5 resultaron negativas para B-globina, quedando 114
muestras evaluables. De estas, el 97,4% fueron positivas (Tabla 12).

El diagnéstico de infeccion por C. trachomatis se realizdé en 113 muestras de cepillado
anal de TTS. De ellas, 4,4% fueron positivas (Tabla 12).

El analisis de los datos de comportamiento mostré que no hubo diferencias
significativas en el uso de preservativo en las relaciones sexuales anales y la serologia
de HIV, dado que el 55,7% de los participantes HIV negativos y el 61,9% de los HIV

positivos declararon no usarlo nunca.

IV.6.2. Prevalencias en HTS

La prevalencia de HIV en HTS fue 11,4%. La prevalencia de HBV fue 22%, con solo
una muestra positiva para HBsAg. La prevalencia de HCV fue 6,1% y la de HTLV fue
del 1%. Se detecto infeccion por T. pallidum en el 20,4 % (Tabla 12).

Las prevalencias de HIV, HBV y T. pallidum fueron significativamente mayores en TTS

comparadas con HTS (p<0,001, p<0,05 y p<0,001, respectivamente) (Tabla 12).
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Tabla 12. Prevalencia de infecciones de transmision sexual en trans y hombres

trabajadores sexuales en Argentina, 2006-20009.

TTS HTS P
n/N % (95%IC) n/N % (95%IC)

r T T 34’ 1 T T 11’4 T 1

HIV 93/273 13/114 <0,001
(28,7-39,9) (6,7-18.7)

T T T 40,2 T T 22’0 T 1

HBV 106/264 18/82 <0.,05
(34,4-46,2) (14,3-32,1)

I T T 4,5 T T 6 , 1 T 1

HCV 12/264 5/82 NS
(2,5-7,9) (2,3-13,8)

T T T 1,8 T T 1,0 T 1

HTLV 41220 1/99 NS
(0,49-4,59) (0,02-5,5)

T T T 50’4 T T 20’4 T 1
Treponema 130/258 23/113 <0.001
pallidum (44,3-56,4) (13,9-28,8)

r T T 97’4 T T T 1
HPV 111/114 NR NR ~

(92,2-99,4)

T . T T 4’4 T T T 1
Chlamydia 5/113 NR NR ~
trachomatis (1,45-10,0)

TTS: Trans Trabajadoras Sexuales; HTS: Hombres Trabajadores Sexuales; HIV: Virus de la Inmunodeficiencia
Humana; HBV: Virus de la Hepatitis B; HCV: Virus de la Hepatitis C; HTLV: Virus Linfotrépico T-Humano; HPV: Virus

Papiloma Humano. NR: No Realizado. NS: diferencia no significativa.

71



Resultados

IV.6.3. Incidencia de HIV
La incidencia de HIV fue estimada por el método de STARHS mencionado en la
metodologia. La incidencia en TTS fue 10,7 por 100 personas-afio (95%IC 3,8- 17,7; 85

muestras HIV positivas de un grupo de 259 TTS).
Por otro lado, la incidencia en HTS fue de 2,3 por 100 personas-afio (95%IC 0- 6,7; 13
muestras HIV positivas de un grupo de 112 HTS).

IV.6.4. Coinfecciones en TTS

Los resultados de las coinfecciones en TTS pueden ser analizados o bien en los 218

participantes en los que se evaluaron los cinco agentes (HBV, HCV, HIV, HTLV y T.
pallidum) o bien entre los 113 voluntarios en los que se evaluaron los siete agentes
(HBV, HCV, HIV, HTLV, HPV, T. pallidum y C. trachomatis) dado que la prevalencia de
cada uno de los cinco patdégenos no difiere significativamente entre los dos grupos.
Cuando se analizan los resultados de coinfecciones en 218 TTS se observa que el 70%
de ellas mostraron al menos una infeccion (Figura 7a). La frecuencia de uno o dos
patdgenos fue cercana al 30% en cada caso. La monoinfeccion mas frecuente fue T.
pallidum (12%) y la coinfeccibn mas frecuente fue HBV-T. pallidum (12%) seguida por
HBV-HIV-T. pallidum (8%) y HIV-T. pallidum (8%) (Figura 7b).

Se observd una mayor prevalencia de infeccion por T. pallidum en aquellas TTS HBV
(63,4%) o HIV positivas (61,2%) (p= 0,001, p= 0,017, respectivamente).

Al considerar las 113 participantes en las que se evaluaron los siete agentes (Figura 8),
la monoinfeccion mas frecuente fue HPV (24%) y la coinfeccidbn mas frecuente fue HBV-
HPV (14%) seguida por HBV- HPV-T. pallidum (12%).
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Figura 7. Coinfecciones en 218 TTS en las que se evaluaron los cinco agentes

(HBV, HCV, HIV, HTLV y T. pallidum ).
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Figura 8. Coinfecciones en 113 TTS en las que se evaluaron los siete agentes
(HBV, HCV, HIV, HTLV, HPV, T. pallidum vy C. trachomatis ).
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IV.6.5. Coinfecciones en HTS
Se obtuvieron los resultados de coinfecciones de los 80 HTS en los que se evaluaron

los cinco agentes (Figura 9). Casi el 40% de ellos presentd al menos una infeccion. La
frecuencia de infeccion con un patdgeno fue cercana al 20% y la de dos agentes fue del
10% (Figura 9a). La monoinfeccion mas frecuente fue T. pallidum (10%) mientras que la
coinfeccion mas frecuente fue HBV-T. pallidum (8%) (Figura 9b).

Los HTS HIV positivos mostraron una mayor prevalencia de HBV (70%, p=0,001) asi
como una mayor prevalencia de T. pallidum (60%, p=0,013). Los HTS HBV positivos

mostraron una mayor prevalencia de T. pallidum (55,6%, p=0,002).

Figura 9. Coinfecciones en 80 HTS en los que se evaluaron los cinco agentes
(HBV, HCV, HIV, HTLV y T. pallidum ).

a. Frecuencia del nimero de ITS b. Frecuencia de agentes coinfectantes
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IV.6.6. Comparacion de las coinfecciones entre 1os grupos

Con el objeto de poder comparar con el grupo de HTS, los resultados de las
coinfecciones se analizan con las 218 TTS (Figura 7). Cuando se compara el nUmero
de ITS, la frecuencia de una o mas ITS fue significativamente mayor en TTS (69% vs.
39%, p<0,001) (Figuras 7ay 9a).
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Cuando se analizan los agentes infectantes (Figuras 7b y 9b), T. pallidum fue la mono
infeccion mas frecuente, HBV-T. pallidum fue la infeccion doble mas frecuente, seguida

por la infeccidn triple por HBV-HIV-T. pallidum en ambos grupos.

IV.7. Analisis molecular de muestras HIV positivas

La primera aproximacion del estudio de los subtipos de HIV se realizd considerando la
region de pol. Luego, se realiz6 la subtipificacion de las otras dos regiones (gag y vif-vpr-tat)
con dos objetivos: corroborar el subtipo encontrado en pol y realizar un analisis estructural
de las proteinas codificadas por cada regidén segun el subtipo al que pertenecian.

Respecto al primer objetivo, se encontré que algunas muestras clasificadas como subtipo B

puro correspondian a formas recombinantes BF (Tablas 13 y 14).

Tabla 13. Subtipos de HIV en TTS

pol

Subtipo pol +
gag o vif-vpr-tat

B 25 22

BF 30 33

C 3 3

F 1 1

AB 1 1

Total 60
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Tabla 14. Subtipos de HIV en HTS

pol
Subtipo pol *
gag o vif-vpr-tat
B 8* 5
BF 5 8*
Total 13

* indica que una muestra con subtipo B en pol no pudo ser subtipificada en las otras regiones y una muestra

subtipo BF en gag-vif-vpr-tat no pudo ser subtipificada en pol.

El analisis estructural de las proteinas codificadas por cada region segun el subtipo al
que pertenecian se realizé en 28 muestras de TTS (28/60) de las que se obtuvieron las
secuencias de las 3 regiones gendmicas. El analisis de la distribucion por subtipos
mostrd la siguiente composicion: subtipo B: 8; subtipo C: 2; recombinantes BF: 17
recombinante AB: 1.

Se analizaron comparativamente las secuencias primarias de las proteinas codificadas
por cada region estudiada: gag (capside (CA), nucleocapside (NC) y P6), pol (proteasa
(PR)) y vif-vpr-tat (Vpr) de subtipo B (n=8) y BF (n=17).

Andlisis comparativo de la capside (aa 25-231)

El analisis se realizo teniendo en cuenta los dominios N y C terminal de la proteina. Los
mismos estan involucrados en la unién a proteinas celulares y en la dimerizacion,
respectivamente [177, 178]. En la Tabla 15 se muestran las diferencias encontradas

entre las secuencias analizadas.

Andlisis comparativo de la nucleocapside (aa 1-55)

Las secuencias de nucleocapside fueron analizadas en el contexto de los aminoécidos
relevantes para la formacién y mantenimiento de la estructura secundaria (Tabla 16).
Esta proteina se caracteriza por presentar dos microdominios del tipo “dedo de Zinc o
Zinc Finger”, cuya funcion principal es la de reconocimiento y union del genoma viral
(ARN) y proteinas celulares [179, 180].
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Tabla 15. Analisis comparativo de la cdpside (aa 25-231) de recombinantes BF o de subtipo B.

Recombinantes BF

Subtipo B

E71D: 11/17 (64,7%)
E71: 1/17 (5,9%)

E71: 5/8 (62,5%)

aa7l
ND: 5/17 ND: 3/8
P92: 10/17 (58,8%)
aa 92 * | A92: 3/17 (17,6%) A92: 5/8 (62,5%)
ND: 4/17 ND: 3/8
Q 116: 12/17 (70,6%)
Dominio N terminal . - | A116: 1/17 (5,9%) AL116: 2/8 (25%)
(DNT, aa 1-146) G116: 1/17 (5,9%) G116: 6/8 (75%)
ND: 3/17
S120: 12/17 (70,6%) S120: 1/8 (12,5%)
aa 120 | N120: 1/17 (5,9%) N120: 1/8 (12,5%)
H120: 1/17 (5,9%) H120: 6/8 (75%)
ND: 3/17
V124: 12/17 (70,6%)
aa 124 | 1124 2/17 (11,8%) 1124: 8/8 (100%)
ND: 3/17
F169: 12/17 (70,6%)
aa 169 | Y169: 2/17 (11,8%) Y169: 8/8 (100%)

Dominio C terminal
(DCT, aa 147-231)

Dimerizacion

1169:1/17 (5,9%)
ND: 2/17

N183/E187: 5/17 (29,4%)

N183/E187: 8/8 (100%)

N183G/E187D: 9/17 (52,9%)

N183/E187/A92: 5/8 (62,5%)

N183G/E187D/A92P: 6/17 (35,3%)

N183/E187/N.D: 3/8 (37,5%)

aa: aminoacido; ND: no determinada. En negrita se indica la variante wild type segun la referencia HXB2.

* indica que el aa 92 esta comprendido en el dominio de unién de Ciclofilina A (CyPA binding loop)

S"HAGPIA%,
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Tabla 16. Analisis comparativo de la nucleocapside (aa 1-55) de recombinantes BF o de subtipo

B.

Recombinantes BF Subtipo B
aa 15 | C15:15/17 (88,2%) C15: 8/8 (100%)
ND: 2/17
C18: 14/17 (82,35%) C18: 8/8 (100%)
aa1s | G18:1/17 (5,9%)
ND: 2/17
H23: 14/17 (82,35%) H23: 7/8 (87,5%)
Zinc Finger | . 0
aa23 | E23:1/17 (5,9%)
(aa 15-28)
ND: 2/17 ND: 1/8
C28: 14/17 (82,35%) C28: 4/8 (50%)
aa2g | E28:1/17 (5,9%)
ND: 2/17 ND: 3/8
F28: 1/8 (12,5%)
C36: 13/17 (76,5%) C36: 4/8 (50%)
aa 36 | V36:1/17 (5,9%)
ND: 3/17 ND: 4/8
aa39 | C39:14/17 (82,35%) C39: 5/8 (62,5%)
ND: 3/17 ND: 3/8
Zinc Finger I
g H44: 13/17 (76,5%) H44: 5/8 (75%)
(aa 36-49) _ .
aa a4 | T44:2/17 (11,8%)
ND: 2/17 ND: 3/8
aa49 | C49:16/17 (94,1%) C49: 7/8 (85,5%)

ND: 1/17

ND: 1/8

aa: aminoacido; ND: no determinado. En negrita se indica la variante wild type segun la referencia HXB2.

Los aa G18y E 23 se encontraron en la misma muestra.

Andlisis comparativo de Gag P6 (aa 1-52)

El analisis de Gag P6 (Tabla 17) se circunscribio a las secuencias aminoacidicas

presentes en las a-hélice | (aa 14-18) y a-hélice 1l (aa 33-45) involucradas en la

interaccion con Vpr [181, 182].
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Tabla 17. Analisis comparativo de los aminoacidos de Gag P6 (aa 1-52) de recombinantes BF o

de subtipo B.
Recombinantes BF Subtipo B
SFRFG: 3/17 (17,6%) SFRFG: 6/8 (75%)
a-hélice | SFGFG: 12/17 (70,6%)
(aa 14-18) SFSFG: 1/17 (5,8%) SFSFG: 1/8 (12,5%)
aa 14-18
SFKFG: 1/8 (12,5%)
ND: 1/17
ELYP: 4/17 (23,5%) ELYP: 5/8 (62,5%)
GLYP: 4/17 (23,5%) GLYP: 1/8 (12,5%)
GQYP: 5/17 (29,4%)
DLYP: 1/17 (5,9%)
aa 34-37 GPYP: 1/17 (5,9%)
a-hélice Il ND: 2/17
(aa 33-45) EMYP: 1/8 (12,5%)
TLPP: 1/8 (12,5%)
LKSLF: 13/17 (76,4%) LKSLF: 5/8 (62,5%)
aa 41-45 LRSLF: 1/17 (5,9%) LRSLF: 3/8 (37,5%)
INSSF: 1/17 (5,9%)
ND: 2/17

aa: aminoacido; ND: no determinado. En negrita se indica la variante wild type segun la referencia HXB2.

Andlisis comparativo de la proteasa (aa 1-99)

Las secuencias de la proteasa fueron analizadas en busca de mutaciones de
resistencia a drogas antirretrovirales y respecto de posiciones aminoacidicas
relacionadas con su funcionalidad (Tabla 18). ?DTG*' es el sitio activo y sus
flanqueantes, Q7, L33, N37, L63, C67, H69 y **GRN®®, modulan su conformacién y
especificidad [183].

79



Resultados

Tabla 18. Analisis comparativo de la proteasa (aa 1-99) de recombinantes BF o de subtipo B.

Recombinantes BF Subtipo B
aa 25-27 DTG: 17/17 (100%) DTG: 8/8 (100%)
aa7 Q7: 17/17 (100%) Q7: 8/8 (100%)

L33: 16/17 (94,1%)
aa 33 133: 1/17 (5,9%)

L33: 7/8 (87,5%)

V33: 1/8 (12,5%)

N37: 16/17 (94,1%)

N37: 3/8 (37,5%)

aa 37 T37:1/17 (5,9%) T37: 1/8 (12,5%)
T37: 1/8 (12,5%)
E37: 3/8 (37,5%)
aa 63 L63: 9/17 (52,9%) L63: 3/8 (29,4%)

P63: 5/17 (29,4%)
C63: 1/17 (5,9%)
T63: 1/17 (5,9%)
S63: 1/17 (5,9%)

P63: 3/8 (37,5%)

ND: 2/8

C67:17/17 (100%)
aa 67

C67: 6/8 (75%)
S67: 1/8 (12,5%)
ND: 1/8

H69: 15/17 (88,2%)
aa 69 Y69: 1/17 (5,9%)
Q69: 1/17 (5,9%)

H69: 7/8 (87,5%)

ND: 1/8
aa 86-88 GRN: 17/17 (100%) GRN: 8/8 (100%)
aa 36 M361: 3/17 (17,6%) No se detectaron
M ion i
utaciones de aa 82 V82A: 2/17 (11,8%) mutaciones de
resistencia resistencia a drogas
aa 90 L90M: 1/17 (5,8%) antirretrovirales.

aa: aminoacido; ND: no determinado. En negrita se indica la variante wild type segun la referencia HXB2.

Los aa 133 y T37 se detectaron en la misma muestra, al igual que los aa V33 'y T37.
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Andlisis comparativo de Vpr (aa 1-96)

El andlisis (Tabla 19) incluy6é los dominios relacionados con el transporte nuclear y la
incorporaciéon al virion (a-hélice 1), el fenomeno de oligomerizacion (a-hélice 1), la
promocion de la replicacion viral en células quiescentes, la transactivacion del promotor
viral y la oligomerizacion (a-hélice l1ll), la estabilidad de la proteina y la alteracion del

ciclo celular (extremo carboxi-terminal) [184, 185].

Tabla 19. Analisis comparativo de los aminoacidos de Vpr (aa 1-96) de recombinantes BF o de

subtipo B.
Recombinantes BF Subtipo B
N28: 14/17 (82,3%) N28: 3/8 (37,5%)
a-hélice | aa 28 | 528 2/17 (11,8%) S28: 4/8 (50%)
(aa 17-33) K28: 1/17 (5,9%)
A28: 1/8 (12,5%)
P37: 11/17 (64,7%) P37: 1/8 (12,5%)
inter hélice | M37: 1/17 (5,9%)
T37: 2/17 (11,8%) T37: 1/8 (12,5%)
a3’ | \p: 317 V37: 3/8 (37,5%)
L37: 1/8 (12,5%)
A37: 1/8 (12,5%)
G37: 1/8 (12,5%)
S41: 11/17 (64,7%) S41: 1/8 (12,5%)
an 4l | GAL 4117 (23,5%) G41: 6/8 (75%)
a-hélice Il ND: 2/17
N41: 1/8 (12,5%)
(aa 39-50)
H45: 12/17 (70,6%) H45: 3/8 (37,5%)
aa45 | Y45: 3/17 (17,6%) Y45: 5/8 (62,5%)
ND: 2/17
N48: 12/17 (70,6%)
an4g | E48 117 (5,9%) E48: 8/8 (100%)
D48: 1/17 (5,9%)
A48: 1/17 (5,9%)
ND: 2/17
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Tabla 19 (continuacion).

recombinantes BF o de subtipo B.

Andlisis comparativo de los aminoacidos de Vpr (aa 1-96) de

Recombinantes BF

Subtipo B

a-hélice Il
(aa 55-77)

E55: 14/17 (64,7%)
ND: 3/17

Carboxi-terminal
(aa 78-96)

aa 55
A55: 6/8 (75%)
T55: 2/8 (25%)
163: 9/17 (52,9%) 163: 3/8 (37,5%)
28 63 M63: 5/17 (29,4%) M63: 2/8 (25%)
ND: 3/17
V63: 2/8 (25%)
T63: 1/8 (12,5%)
H77: 10/17 (58,8%)
an 77 | Q77217 (11,8%) Q77: 5/8 (62,5%)
R77: 2/17 (11,8%) R77: 3/8 (37,5%)
ND: 3/17
184: 12/17 (70,6%) 184: 3/8 (37,5%)
aaga | 78411117 (5,9%) T84: 1/8 (12,5%)
M84: 1/17 (5,9%) M84: 1/8 (12,5%)
ND: 3/17 N.D: 1/8 (12,5%)
L84: 1/8 (12,5%)
S84: 1/8 (12,5%)
R85: 11/17 (64,7%) R85: 3/8 (37,5%)
aa 85 | P85:2/17 (11,8%) P85: 2/8 (25%)
L85: 1/17 (5,9%)
ND: 2/17
Q85: 3/8 (37,5%)
V89: 8/17 (47%)
aa 89 | A89: 3/17 (17,6%) AB89: 4/8 (50%)

T89: 2/17 (11,8%)
G89: 1/17 (5,9%)
189: 1/17 (5,9%)
ND: 2/17

T89: 3/8 (37,5%)

S89: 1/8 (12,5%)

aa: aminoacido; ND: no determinado. En negrita se indica la variante wild type segun la referencia HXB2.
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IV.8. Analisis molecular de muestras HBV positivas

De las 106 muestras con HBsAg y/o anti-HBc positivos de TTS, 31 cumplieron con el
criterio de seleccién de muestras descripto en Materiales y Métodos, siendo tres de
ellas, ademas, HBsAg positivas. De las 31 muestras, solo fueron positivas en la PCR
las tres que tenian HBsAg. Como se muestra en la Figura 10, una fue genotipo C y las
otras dos fueron genotipo A2.

De las 18 muestras con HBsAg y/o anti-HBc positivos de HTS, 13 tenian anti-HBc
positivo y anticuerpos anti-HBs negativo de las cuales s6lo una era, ademas, HBsAg
positivo. De estas muestras, solo resulté positiva en la PCR aquella HBsAg positiva y, al
genotipificarla, resulté ser F1 (Figura 10).

No se detectaron casos de hepatitis B oculta entre las muestras con patron seroldgico
“anti-HBc aislado” (n=40).

IV.9. Analisis molecular de muestras HCV positivas
De las 12 muestras con serologia positiva para HCV de TTS, siete muestras resultaron
positivas en la RT-PCR. De ellas, tres correspondieron al genotipo 1, dos al genotipo 3 y
dos al genotipo 4 como se muestra en la Figura 11.
De las cinco muestras con serologia positiva para HCV de HTS, cuatro fueron positivas en

la RT-PCR. De ellas, dos correspondieron al genotipo 1, una al 3 y una al 4 (Figura 11).
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Figura 10. Arbol filogenético obteni  do por neighborjoining de la region  pol de HBV.
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Figura 11. Arbol filogenético  obtenido por neighborjoining de la regién 5’ UTR de HCV

Los circulos indican coinfeccién con HIV y los triangulos indican que son HIV-. El color fucsia indica que es

TTSy el azul, que es HTS. La participante 208328 fue la Unica que declar6 ser UDI y la TTS 208327 fue la
Unica que reportd haber recibido una transfusion.
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IV.10. Andlisis molecular de muestras HTLV-1/2 positivas

De las cuatro muestras de TTS HTLV-1/2 positivas por WB, por la PCR diagndstica una
resulté ser HTLV-1 y las otras tres fueron HTLV-2. En el caso de la Unica muestra de
HTS HTLV-1/2 positiva, en la PCR resulté ser HTLV-2. Al realizar la secuenciacion para
el estudio filogenético, en el caso de las cuatro muestras HTLV-2 solo dos muestras
pudieron tipificarse dado que en un caso la muestra fue insuficiente para continuar con
su estudio y en el otro caso no se logré su amplificacion durante la secuenciacion.

En la Figura 12 se muestra el arbol obtenido por Neighborjoining para la muestra HTLV-1.
En la Figura 13 se muestra el arbol obtenido por Neighborjoining para las dos muestras
HTLV-2 que pudieron ser tipificadas. La filogenia muestra que ambas correpondieron al

subtipo b.
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IV.11. Genotipificacion de HPV

En 8 de las 111 muestras positivas para HPV no se pudo determinar el genotipo
infectante. De las 103 restantes, el 70,8% (73/103) tuvo méas de un genotipo y un 94,5%
de estas (69/73) presentd al menos un genotipo de alto riesgo. La prevalencia de
genotipos de alto riesgo en las 103 muestras fue 82,5% (85/103). En la Figura 13 se
muestran los genotipos mas frecuentes. Ademas, se encontraron los siguientes
genotipos con frecuencias menores al 10%: 40y 73 (9,7%), 33y 70 (7,8%), 45, 52, 83 y
102 (6,8%), 35 (5,8%), 44, 59, 72 (4,85%), 53, 54 y 82 (3,9%), 68 (1,9%), 26, 55, 62, 97
y CP6108 (0,97%) (en negrita se indican los genotipos de alto riesgo).

La frecuencia del nimero de genotipos se describe en la Figura 14. La mediana del
namero de genotipos por individuo fue 2 (RIC 1-4) y la mediana del nUmero de tipos de
alto riesgo fue 1 (RIC 1-2). En una muestra llegaron a encontrarse 10 genotipos
diferentes. Se encontré6 un mayor numero de genotipos en muestras de individuos mas
jovenes.

Las tasas de infeccion por HPV fueron similares en participantes HIV positivos (100%) y
en HIV negativos (95,8%). Aunque la diferencia no fue significativa, se encontré un
mayor numero de genotipos coinfectantes en individuos HIV positivos (73,8% vs.
60,8%). Sin embargo, el 46,2% de los participantes HIV positivos tuvo entre 4-9
genotipos de HPV mientras que entre los HIV negativos este porcentaje fue de 18.8%
(p= 0,0086).

La prevalencia de genotipos de alto riesgo y la frecuencia de cada genotipo de alto
riesgo fueron similares entre individuos HIV positivos y HIV negativos (79,5% y 84,4%).
En cuanto a los genotipos de bajo riesgo, el HPV 81 y el HPV 11 mostraron una mayor
frecuencia entre participantes HIV positivos (30,8% vs. 9,4%, p= 0.01, y 20,5% vs.
4,7%, p= 0,02, respectivamente).

Cuando se analizo el uso de preservativo en relacion al nimero de genotipos de HPV,
no se encontrd asociaciéon dado que el 60% de los participantes con un solo genotipo y
el 56,9% de aquellos con mas de un tipo declararon no usar nunca preservativo en las

relaciones sexuales anales.
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Figura 13. Genotipos de HPV mas frecuentemente detectados en 103 muestras de
cepillado anal de TTS.
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35 +

Alto riesgo
30 +

25 A

Frecuencia (%)
|

16 42 81 58 51 6 18 39 43 66 11 31 56
Genotipos de HPV

Figura 14. Frecuencia del nimero de genotipos de HPV detectados en 103 muestras de
cepillado anal de TTS.

8-10
0,
6 4% %
7%

5 29%
5%

12%

0,
16% 24%

90



Resultados

IV.12. Genotipificacion de  Chlamydia trachomatis
De las cinco muestras positivas para este patdgeno, una fue no tipificable, se encontraron
dos con genotipo D, una con genotipo E y en una de ellas se detectd un genotipo de

linfogranuloma venéreo (L2).
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Discusion

El monitoreo de la epidemia del HIV resulta indispensable para la toma de decisiones
en el ambito de la salud publica. A fin de poder enfocar correctamente las campafas
preventivas para la infeccion por HIV y otras ITS es necesario poder identificar los
grupos humanos mas vulnerables, asi como también conocer sus caracteristicas y
necesidades particulares. Este trabajo se propuso entonces incrementar el
conocimiento epidemiologico de la infeccion por HIV y otras ITS en Argentina, como asi
también estudiar aspectos moleculares de los virus circulantes en dos poblaciones
vulnerables: hombres trabajadores sexuales (HTS) y trans trabajadoras sexuales (TTS),
poco estudiadas hasta el momento. Los estudios previos realizados en Argentina
describen en general aspectos epidemiolégicos realizados en personas que
espontaneamente solicitaban asistencia médica y no se disponia de datos en
poblaciones reclutadas en convocatoria abierta.

Los trabajadores sexuales comprenden una gran diversidad de personas: mujeres,
hombres y trans, con vulnerabilidades muy diferentes y que trabajan en una gran
variedad de ambitos y en forma ocasional o periddica, no siempre identificandose como
trabajadores sexuales. El grado de marginacion en que su vida se desarrolla y las
caracteristicas propias de su trabajo hacen de ellos un grupo de riesgo en todo lo
referente al cuidado de su salud.

Es sabido que existen mdultiples factores que influyen en estas conductas de riesgo.
Entre estos factores se destacan la marginalizacion y la vulnerabilidad por su condicion
laboral. Estas condiciones limitan, entre otras cosas, las posibilidades de negociacion
de preservativo exponiéndolos a multiples ITS. Por otro lado, también ven limitado el
acceso a la salud, dejandolos al margen de la prevencion y control de enfermedades
[55, 186, 187].

El presente estudio revela diversas situaciones relacionadas con vulnerabilidad entre
los trabajadores sexuales de Argentina.

Las personas trans especialmente, se encuentran en un importante estado de
vulnerabilidad en todos los aspectos de su salud ya que generalmente, debido a la
marginalidad en la cual se ven inmersas, no recurren con la frecuencia debida o
necesaria a los centros médicos. En este sentido, solo en los ultimos afios se han
comenzado a realizar estudios que muestran la magnitud de la epidemia de HIV/Sida

en este sector de la poblacion.
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Los resultados de este trabajo muestran que las caracteristicas del comportamiento
sexual de las dos poblaciones estudiadas son diferentes. Si consideramos los datos
obtenidos de la encuesta, hay algunos puntos a tener en cuenta que pueden explicar
las diferencias observadas en las prevalencias de ITS en cada poblacion y mas aun los
datos de incidencia de HIV observados. En cuanto a la historia de ITS, las TTS
declararon haber tenido ITS previas con mayor frecuencia. Las TTS llevaban mas
tiempo en el trabajo sexual, utilizaban la calle como lugar de trabajo de manera mas
frecuente o Unica, declararon un mayor nimero de clientes semanales y tenian una
mayor preferencia por clientes de sexo masculino que los HTS. También se observaron
diferencias significativas respecto del uso de preservativo en el trabajo sexual entre
ambos grupos dado que las TTS lo utilizaban con menor frecuencia. Sin embargo, a
pesar de declarar un menor cuidado, las TTS parecian tener mas conciencia del riesgo
de infeccion que corren y, de hecho, hubo mas TTS que se habian realizado el test de
HIV previamente.

V.1. Prevalencias de ITS e incidencia de HIV en trans y hombres trabajadores

sexuales

V.1.1 Prevalencia e incidencia de HIV

El primer estudio realizado en Buenos Aires en 105 TTS que se acercaron a realizarse
el diagndstico de HIV a un Centro de Prevencion, Asesoramiento y Diagndstico de la
Ciudad de Buenos Aires, publicado en 2009, mostré una prevalencia de HIV del 27,6%
[66]. Esta prevalencia es similar a la reportada en el presente trabajo (34,1%). Un
reporte de 2003 realizado en Montevideo mostré una frecuencia significativamente
menor, pero igualmente muy alta, de infeccion por HIV en esta poblacion (21,5%) [188].
Estos estudios muestran claramente el gran impacto que la epidemia de HIV/Sida tiene
en esta poblacion en la region del cono sur. Como un ejemplo méas de la vulnerabilidad
de este grupo, se puede citar un reporte realizado por el Hospital Mufiiz donde se
mostrd un foco de tuberculosis multirresistente entre trans residentes en un hotel (que
funcionaba a su vez como residencia y lugar de trabajo sexual) de la Ciudad de Buenos

Aires. La mitad de las trans que tenian tuberculosis se hallaban infectadas por HIV,

93



Discusioén

teniendo un curso evolutivo de la enfermedad desfavorable que llevo a la muerte a un

alto porcentaje de ellas [189].

Mientras tanto, la prevalencia de HIV en HTS (11,4%) no difiere significativamente de
aquella reportada previamente en HSH (13,8%) [55]. Por otro lado, si se observauna
diferencia significativa al comparar la prevalencia de HIV de TTS y HTS con aquella
mucho menor de mujeres trabajadoras sexuales (3,2%) [57].

La observacion de que la prevalencia de HIV en TTS es mayor que la de HTS en
Argentina no coincide con el meta-analisis reportado por Operario et al., 2008, en el
cual TTS y HTS tenian la misma probabilidad de ser HIV positivos [190].

Los estudios de prevalencia permiten conocer aquellos subgrupos de la poblacion
donde se concentran la mayor cantidad de caso de individuos infectados por HIV. Sin
embargo, a fin de determinar la dinAmica de la epidemia se deben realizar estudios de
incidencia. Estos estudios implican el seguimiento a largo plazo de cohortes de grupos
en riesgo para la infeccion por HIV, que resulta altamente costoso y la mayoria de las
veces, dificil de llevar a cabo con una retencion que valide el estudio. La poca
“visibilidad” de estos grupos impide que sean facilmente contactados y su seguimiento
a largo plazo. La metodologia de estimacion de incidencia a partir de muestras de
estudios de corte transversal ha surgido como una alternativa muy utilizada, que
permite obviar esta dificultad. Estas metodologias utilizan un test de ELISA modificado
de baja sensibilidad (Detune) que permite detectar si la infeccion ocurrié en los ultimos
6 meses [172]. Con esta metodologia se realiz6 hace varios afos el primer estudio de
estimacion de incidencia de HIV en varios grupos vulnerables de la Ciudad de Buenos
Aires mostrando valores de incidencia cercanos al 7% para HSH, 3% para usuarios de
cocaina no inyectable y 1% en mujeres trabajadoras sexuales, no encontrdndose casos
de infeccion reciente en los usuarios de drogas inyectables [173].

La incidencia de HIV observada en TTS en este estudio (9,7/100 personas-afio) fue
muy alta, reforzando la severidad de la epidemia en este grupo. Esta fue mas alta que
la incidencia observada en HTS (2,3/100 personas-afio) y que aquella reportada en
HSH en 2006 (6,7/100 personas-afo), la estimada por Vifoles et al., 2005y en TTS en
Uruguay (6,03/100 personas-afo) [173, 191]. Estos datos demuestran la importancia de

este grupo en la dinamica actual de la epidemia de HIV/Sida dado su contacto con la
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poblacion de “hombres heterosexuales” que utilizan sus servicios sexuales, los cuales

son un nexo con la poblacién de mujeres.

V.1.2. Prevalencia deTreponema pallidum

A pesar de la existencia de un tratamiento gratuito y facil de administrar en Argentina, la
prevalencia de T. pallidum (50,4%) fue extremadamente alta en TTS confirmando los
resultados de Toibaro et al., 2009, (42%) [66]. Dado que los HTS (20,4%) en este
estudio y las MTS en otro trabajo (45,7%) mostraron también una alta prevalencia, la
infeccién por T. pallidum no es un asunto de salud publica exclusivo del grupo TTS [57].
Estas estadisticas evidencian la falta de acceso o el acceso inadecuado al sistema de

salud que sufren los trabajadores sexuales en general.

V.1.3. Prevalencia de HBV

Un trabajo previo sobre ITS en HSH en Buenos Aires reporté una prevalencia de HBV

del 37,7%, mientras que un estudio de cohorte encontr6 una prevalencia de 24% [55,
192]. La prevalencia de HBV encontrada en el primer estudio no difiere
significativamente de la encontrada en TTS (40,2%) en el presente trabajo pero si de la
encontrada en HTS (22%, p=0,007). A su vez, los resultados de la cohorte no difieren
significativamente de los encontrados en HTS pero si de los encontrados en TTS
(p<0,001). Ademas del tiempo transcurrido entre el reclutamiento de participantes en
estos trabajos (2000-2001 y 2003-2004), un mejor acceso a la salud que seguramente
tienen los HTS, podrian explicar la menor prevalencia.

Al comparar los resultados obtenido en las dos poblaciones, la prevalencia de HBV
encontrada en TTS fue significativamente mas alta que la de HTS aunque es importante
destacar que ambas son muy altas. Debido a esto, es imperativo llegar a mas TTS y
HTS con una vacunacion temprana en el contexto de un programa bien disefiado. Es de
remarcar que en este estudio solamente el 30% de las participantes que recibieron la
primera dosis de la vacuna de HBV volvieron para la segunda. En Argentina, la
vacunacion para HBV ha estado disponible desde 1982 y se recomenddpara todas las
personas con alto riesgo de infeccion por HBV como, entre otros, los HSH, UDIs,
heterosexuales con mudltiples parejas sexuales o con ITS, y parejas sexuales de

personas portadoras de HBV. Sin embargo, recién desde el afio 2000 la vacunacion
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contra el HBV es obligatoria para nifios y preadolescentes [193]. Un estudio previo
mostré que solamente el 7% de una cohorte de HSH habia sido vacunado previamente
contra el HBV [192]. La mayoria de los HSH de ese estudio simplemente desconocian
el riesgo de contraer HBV o la existencia de una vacuna. Sin embargo, cuando se les

ofrecid la vacuna, en esa ocasion, cerca del 90% complet6 el esquema de vacunacion.

V.1.4. Prevalencia de HCV

A diferencia de los otros patdégenos testeados, la prevalencia de HCV en TTS (4,5%) y
HTS (6,1%) fue relativamente baja. Russi et al., 2003, reporté una prevalencia de HCV
similar en TTS de Uruguay [188]. En trabajos previos realizados en HSH de Buenos
Aires, se encontraron prevalencias de 0,8% y de 1,9% [55, 192]. Ambas prevalencias
difieren significativamente de las reportadas en el presente trabajo (p<0,001 respecto
del primer trabajo y p=0,04 del segundo). Al comparar las prevalencias obtenidas en
TTS y en HTS entre si, la diferencia entre ambas poblaciones no fue significativa. Dada
la baja probabilidad de transmision sexual del HCV, es posible que un mayor nimero de
UDIs hayan formado parte de la muestra aunque no se declararon como tales, dado
gue solo dos HTS (ambos HCV negativos) y dos TTS (una de ellas HCV positiva)
reportaron ser UDIs.

V.1.5. Prevalencia de HTLV-1/2

Si bien no existen datos previos sobre la prevalencia de HTLV-1/2 en TTS y HTS, existe
un reporte en HSH en Buenos Aires que estimd una prevalencia de 0,3% y otro
realizado en MTS en Argentina que encontré una prevalencia de 1,6% [55, 57]. Al
realizar la comparacién estadistica de estos resultados con los obtenidos en esta Tesis
(TTS 1,8% y HTS 1,0%) no se encontraron diferencias significativas entre las

prevalencias.

V.1.6. Prevalencia de HPV

Este es el primer estudio que reporta la prevalencia de HPV (97,4%) en TTS tanto en

Argentina como en el resto del mundo. Contrariamente a otros reportes, y dada la
altisima prevalencia encontrada, la frecuencia de infeccion con HPV fue similar en

individuos HIV positivos y negativos [194, 195]. La prevalencia de infeccion anal por
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HPV en TTS HIV positivas no difirid significativamente de aquella reportada en HSH HIV
positivos (97,9% y 95%) [196, 197]. Por el contrario, la prevalencia de infeccion anal por
HPV en TTS HIV negativas (98,5%) fue significativamente (p< 0,001) mayor que la
reportada en HSH HIV negativos (17,6%, 32,8%, 57%) [198-200] y en hombres
heterosexuales inmunocompetentes (24,8%) [201], demostrando la alta exposicion de
las TTS mas alla de su estado serologico para HIV. Se asume que la infeccion por HPV
se adquiere tempranamente luego del inicio de la actividad sexual mientras que la
infeccion por HIV puede ser adquirida un tiempo después. Mientras la inmunosupresion
asociada a la infeccion por HIV se mantenga al minimo, hay un buen control de la
replicacion de HPV y la enfermedad anogenital es leve alun cuando haya varios
genotipos de HPV infectando [156]. Sin embargo, Chin-Hong et al. 2009 encontraron
que la infeccidén anal con HPV esta asociada a un mayor riesgo de infeccion por HIV y
que este riesgo aumenta significativamente con un mayor namero de tipos de HPV
[194]. Vale remarcar que, si bien a las participantes se les ofrecia consultar
gratuitamente a un proctdlogo de Nexo AC, solamente tres TTS lo hicieron, no
encontrandose signos relacionados a la infeccion por HPV. La deteccion de HPV no
tiene valor prondstico sin los datos clinicos pertinentes. Las personas HPV positivas
deberian controlarse peridodicamente debido al riesgo que implica tener una infeccion

con este virus dado que la deteccioén temprana de una lesion mejora el prondstico.

V.1.7. Prevalencia de Chlamydia trachomatis

La prevalencia de infeccion anal por C. trachomatis en TTS (4,4%) fue mayor que la
prevalencia observada (1,85%) en muestras genitales de adultos sintomaticos para ITS,
de ambos sexos, en Argentina, pero fue similar a la prevalencia reportada
recientemente en una poblacion de HSH de Estados Unidos (6,8%) [202, 203]. Un
reporte sobre TTS de Indonesia mostré una prevalencia de C. trachomatis del 3.8%,
muy similar a la encontrada en este trabajo [204]. Este es el primer reporte conocido de

infeccion por C. trachomatis en TTS en Argentina.

V.1.8. Coinfecciones

Treponema pallidum fue la monoinfeccion mas frecuente. En cuanto a la prevalencia de

coinfecciones entre los cinco patdégenos estudiados (HBV, HCV, HIV, HTLV y T.
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pallidum) en todos los voluntarios, la deteccion de ITS en TTS casi duplicd la
encontrada en HTS. La asociacién entre HIV, HBV y T. pallidum fue frecuente en ambas
poblaciones. La interaccion entre HIV y otros patdégenos deberia ser tomada en cuenta
dado que la progresion a la enfermedad puede verse draméticamente alterada.

Cuando se compara el numero de ITS, la frecuencia de una o méas ITS fue
significativamente mayor en TTS (69% vs. 39%, p<0,001).

Cuando se analizan los agentes infectantes (Figuras 7b y 9b), T. pallidum fue la
infeccion mas frecuente, HBV-T. pallidum fue la infeccién doble més frecuente seguida

por la infeccion triple por HBV-HIV-T. pallidum en ambos grupos.

V.2. Epidemiologia molecular de HIV

Como se ha reportado en trabajos previos, el subtipo B y las recombinantes BF son las
variantes con mayor frecuencia en nuestro pais [20, 21, 81-83]. Esto se vio reflejado en
los resultados aqui reportados dado que estas variantes también fueron las mas
frecuentes en TTS y HTS. Llamativamente, se encontraron tres variantes C, un subtipo
F puro y un recombinante AB. Si bien se han reportado algunos casos previamente, su
frecuencia es muy baja en nuestro pais. De hecho, entre los trabajos previos
mencionados, se han reportado seis muestras subtipo C, un subtipo F puro un
recombinante AB.

Los resultados obtenidos del analisis de las secuencias aminoacidicas
correspondientes a Gag mostraron diferencias entre los grupos de secuencias
confeccionados de acuerdo al subtipo al que pertenecian (B o BF) a nivel de la capside.
Dado que esta proteina juega un rol importante en el proceso de ensamblado y
organizacion estructural del virion, las variaciones observadas podrian tener impacto
funcional sobre la misma. Las secuencias BF presentaron cambios en la posicion 92
(A92P), relacionada con la union de la proteina celular Ciclofilina A, 183 y 187 (N183G,
E187D), ambas involucradas en la dimerizacion.

El andlisis de las posiciones aminoacidicas involucradas en la formacion vy
mantenimiento de las estructuras tipo “dedos de zinc” de nucleocapside (C15, C18,
H23, C28, C36, C39, H44, C49) mostré una elevada conservacion en ambos grupos de

secuencias, resaltando su importancia biologica.
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Las secuencias de la regibn P6 mostraron una mayor heterogeneidad en el grupo de
secuencias subtipo BF que en el grupo subtipo B. Las diferencias entre estos grupos se
observaron a nivel de las dos a-hélices, y en particular en las regiones involucradas en
la interaccion con Vpr. Puesto que la incorporacién de Vpr al virion estad mediada, al
menos en parte, por la interaccion entre la a-hélice | de la misma y P6, al analizar la
composicion de aminoacidos de dicha estructura secundaria se observaron cambios
frecuentes en las posiciones T19 y N28 asociados a cambios en P6, lo que permite
hipotetizar que esta asociacidbn podria tener relacion con el mecanismo de
incorporacién de Vpr al virion.

Numerosos cambios aminoacidicos distintivos de cada grupo de secuencias se
observaron en Vpr, siendo la a-hélice lll la mas afectada por dichos cambios, seguida
de la a-hélice 1l y el extremo carboxi-terminal. Como se expusiese anteriormente, éstas
regiones han sido adscriptas a varias funciones importantes de la proteina durante el
ciclo de replicacion viral, como son la oligomerizacion y estabilidad de la proteina, la
promocién de la replicacion viral en células quiescentes, la transactivacién del promotor
viral y la alteracién del ciclo celular. El impacto y magnitud de los cambios observados
sobre las funciones proteicas y en ultima instancia la capacidad replicativa del virus son
parametros que deberan ser evaluados con ensayos in vitro, y cuyos resultados pueden
significar un gran aporte en el conocimiento de la biologia replicativa viral, la
transmision, la patogénesis y la epidemiologia de la infeccién por HIV.

Los resultados del analisis de la proteasa viral mostraron una elevada conservacion de
dicha proteina, esencial para la replicacion viral, con ligeras variaciones entre los
grupos en estudio. Se observaron mutaciones de resistencia a drogas antirretrovirales
entre las secuencias subtipo BF. Ademas, se detectaron cambios en posiciones
reportadas como responsables de la especificidad de la proteina que los porta (33 'y 37)
entre las secuencias B (n=1; 12,5%) y las BF (n=1; 5,8%) [183].

En resumen, el andlisis realizado en su conjunto mostro diferencias entre la secuencia
primaria de proteinas de gran relevancia estructural y funcional de variantes virales
subtipo B y BF, pudiendo estas ser evidencias de diferencias evolutivas y replicativas

de los subtipos estudiados, que deberan someterse a un andalisis futuro mas profundo.
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V.3. Epidemiologia molecular de HBV

Solamente se detect6é ADN de HBV en aquellas muestras con HBsAg, no
encontrandose casos de infeccion oculta. Debido a la alta frecuencia del genotipo F en
nuestro pais, era esperable encontrar el genotipo F1 [100]. Las dos muestras que
presentaron genotipo A2 eran también HIV positivas, condicion asociada a dicho
genotipo [205]. Por otro lado, debido a la baja frecuencia del genotipo C en nuestro pais

fue llamativo encontrarlo entre las pocas muestras con infeccion activa [100].

V.4. Epidemiologia molecular de HCV

Debido a la baja tasa de limitacion de la infeccion aguda, alrededor del 70-75% de las
muestras con anticuerpos para HCV tienen ARN detectable [206]. En este trabajo el 65%
de las muestras con anticuerpos para HCV fue ARN positivo. La diferencia puede deberse
a que algunas muestras fueran falsos positivos en la serologia 0 a que los pacientes
tuvieran viremia fluctuante y se encontraran en un periodo de viremia indetectable.

En cuanto a los genotipos encontrados, las muestras con genotipo 1 eran esperables dado
gue es el mas frecuente. El genotipo 3 tiene una menor frecuencia, pero aun asi se
encontraron dos muestras con el mismo. Las dos muestras con genotipo 4 se condicen

con un aumento en su prevalencia y con que ambas eran ademas HIV-positivas [207].

V.5. Epidemiologia molecular de HTLV-1/2

De los individuos HTLV-1/2 positivos ninguno declaré haber usado drogas inyectables
ni haber recibido transfusiones segun los datos obtenidos de la encuesta. Por lo cual,
las otras vias de transmision a considerar son la sexual y la vertical. Algunos de los
casos provenian de areas endémicas para el HTLV-1, como Peru o la provincia de
Entre Rios, donde fueran reportados donantes de sangre seropositivos y otros eran
originarios de zonas endémicas para el HTLV-2, como Paraguay [208, 209]. Una
probable transmision por via sexual no debe ser descartada en un HTS y dos TTS
debido a que eran también HIV positivos y coinfectados con T. pallidum o HBV.

Al analizar los resultados obtenidos de la filogenia, se encontr6 una muestra
correspondiente a una TTS de origen peruano cuyo HTLV-1 resulté pertenecer al
subtipo Cosmopolita (a) / subgrupo Transcontinental (A) descripto por Van Dooren et al

1998, corroborando datos que lo describian como mayoritario en Sudamérica [139,
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210]. Esta muestra agrup6 junto a referencias de mujeres trabajadoras sexuales y un
caso de ATL, provenientes de diferentes ciudades del pais. En el caso del HTS HTLV-
2b positivo de origen peruano, dado que Peru no es zona endémica para HTLV-2 y que
no declaré uso de drogas inyectables, lo mas probable es que se haya infectado por
tener relaciones sexuales desprotegidas con personas con antecedentes de riesgo para
este tipo viral [211]. El hecho de que el HTS sea también HIV positivo, sustenta esta
hip6tesis. El otro caso de HTLV-2b correspondidé a una TTS HIV negativa originaria de
Entre Rios. A pesar de que Entre Rios no es zona endémica, se han detectado alli
casos de ambos tipos de HTLV (comunicacion personal Dra. Mirna Biglione) por lo cual
no podria descartarse una transmision vertical ademas de la sexual.

Por dltimo, las otras dos muestras HTLV-2 que no pudieron ser estudiadas
correspondieron a una TTS HIV negativa originaria de Paraguay y a una TTS HIV
positiva de Perd. En el primer caso, es conocido que el HTLV-2 es endémico en
Paraguay por lo que el individuo podria haberse contagiado por via vertical ademas del
contacto sexual con un individuo infectado. En cambio, el segundo caso, como se dijo

previamente, nacio en Perl donde este retrovirus ha sido detectado esporadicamente.

V.6. Genotipificacion de HPV

En este trabajo, la coinfeccion con cuatro a nueve genotipos de HPV fue mas
frecuentemente encontrada en TTS HIV positivas. Estos resultados sugeririan que la
inmunosupresion podria producir una pérdida de la inmunidad especifica para HPV y
una reactivacion de infecciones preexistentes indicando una incapacidad para erradicar
la infeccion [212]. Otra explicacion posible es que los individuos HIV positivos sean mas
propensos a conductas de alto riesgo y, por lo tanto, estén mas expuestos a la infeccion
por HPV. El analisis preliminar de las encuestas mostrd que los individuos mas jovenes
tenian un mayor numero de genotipos aunque no se encontré una asociacion
significativa. La frecuencia de uso de preservativo para el trabajo sexual no estuvo
asociada a la edad ni a los afios en el trabajo sexual. Tampoco se encontrd asociacion
entre tener una pareja estable y el numero de genotipos coinfectantes. El uso de
preservativo no estuvo asociado ni al estado seroldgico para HIV ni al nimero de tipos
de HPV.
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El espectro de genotipos de HPV fue similar en TTS HIV positivas y negativas, siendo el
tipo méas frecuente el HPV 16. La genotipificacion mostré que 1/3 de las participantes
fueron positivas para HPV 16 (solo o coinfectando), el cual es considerado responsable
de mas del 70% de los cancer anales [155]. Es bien sabido que la tasa de clearence es
mayor para los tipos no oncogénicos de HPV. En patrticular se ha reportado que el HPV
16 tiende a persistir, lo cual esta fuertemente asociado a la progresion a lesiones de
alto grado [213, 214]. El HPV 16 puede ser eliminado en forma menos eficiente por el
sistema inmune, sin embargo, la infeccién/reinfeccion por HPV ha sido recientemente
asociada con la actividad sexual, sugiriendo que la inmunidad natural no juega un rol
importante en el control de las reinfecciones [201, 215]. Esta puede ser una explicacion
de la razén de que el HPV 16 sea el genotipo oncogénico mas frecuente en la poblacion
de TTS, mas alla del estado seroldgico para HIV. Los Unicos datos sobre los genotipos
de HPV encontrados en Argentina, en 987 exudados ceérvico-vaginales de Entre Rios
mostraron que los tipos mas frecuentes fueron el HPV 16 (15%) y el HPV 81 (6%) [216].
Estos dos genotipos fueron también los mas frecuentes en TTS aunque la prevalencia
de cada uno fue significativamente mayor en TTS (p = 0.005). Un reporte sobre
genotipos de HPV en HSH en Argentina, utilizando la misma metodologia que en el
presente trabajo, mostré que los tipos mas frecuentes fueron HPV 16 (24%), HPV 6
(23%), HPV 11 (18%), 18, 33 y 58 (10%) demostrando que el espectro de genotipos de
HPV pareciera variar de una poblacién a otra, aunque el HPV 16 es siempre el mas
frecuente [217]. Entre las TTS HIV positivas la frecuencia de coinfeccion con diferentes
genotipos de HPV (79,5%) fue similar a aquella reportada en HSH HIV positivos [197,
218]. La frecuencia de coinfeccion con seis 0 mas tipos de HPV fue menor en el
presente trabajo (20,5% vs. 42%, p= 0,018) [197]. La media del nimero de genotipos y
la media del nUmero de tipos de alto riesgo por muestra fueron ambas menores en el
presente trabajo que en Pokomandy et al 2009, (2 vs. 5y 1 vs. 3 respectivamente)
[218]. Entre las TTS HIV negativas, la frecuencia de la coinfeccion con distintos
genotipos de HPV (65,6%) fue mayor que la reportada en HSH HIV negativos (45%; p=
0,0023) y aquella encontrada en hombres heterosexuales inmunocompetentes (34,5%,
p= 0,0014) [198, 201]. El impacto de la infeccibn con mudltiples tipos sobre la

persistencia de un genotipo dado o en la progresién a anormalidades intraepiteliales no

102



Discusioén

ha sido establecido aun. Sin embargo, Palefsky et al 2005 encontré un mayor riesgo de

neoplasia intraepitelial anal al aumentar el nimero de genotipos de HPV [197].

V.7. Genotipificacion de  Chlamydia trachomatis

En este estudio, realizado con muestras de cepillado anal, se encontr6 un muy bajo
namero de muestras positivas (n=5). Las altas prevalencias de las otras ITS estudiadas
en TTS hace pensar que esta forma de toma de muestra (autotoma) puede no ser la
mas apropiada para el diagnéstico de infeccién por Chlamydia trachomatis, aunque la
calidad de la muestra obtenida demostré ser aceptable dada la cantidad de muestras
positivas para HPV

Al comparar los resultados obtenidos con los genotipos encontrados en Buenos Aires
por Gallo Vaulet et al 2010, en ambos se hallaron genotipos D y E pero sélo en el
presente trabajo se encontro el genotipo L2, destacando la importancia de la vigilancia
en esta poblacion de altisima exposicion dado que el genotipo L2 es tipico de
linfogranuloma venéreo [164]. Este genotipo da una infeccién sistémica y es mas
frecuentemente hallado en hisopados anales que en otras muestras genitales.

En otro trabajo realizado en muestras anorectales de HSH en Estados Unidos se
encontr6 que los genotipos E y D fueron los méas frecuentes no encontrandose
genotipos LGV [219]. Trabajos en HSH de otros paises también han detectado al

genotipo D dentro de los mas frecuentes [220, 221].
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Conclusiones

Las prevalencias de HIV, HBV, HPV y T. pallidum reportadas en este trabajo son
alarmantes. Dado el dificil acceso a la mayoria de las poblaciones vulnerables, los HTS
y TTS son poco estudiados en Argentina. Las altas prevalencias de infeccion
observadas en este trabajo evidencian tanto la vulnerabilidad como la susceptibilidad a
las ITS de estas dos poblaciones. Particularmente alarmantes fueron las tasas de
infeccion significativamente mas altas en TTS. Desde hace mucho tiempo este grupo ha
sufrido discriminacién y estigmatizacion. El trabajo sexual las lleva a una situacion de
marginalizacion social. A su vez, la marginalizacion puede llevar a la practica del trabajo
sexual. Esta exclusién social y el aislamiento dificultan el acceso a los servicios de
salud asi como a los programas de prevencion de HIV/Sida que deberian ser disefiados
para alcanzarlos. Ademas, la mayoria de los clientes de las TTS son hombres que se
consideran heterosexuales y tienen parejas mujeres, por lo tanto puede que estén
actuando como un puente epidemioldgico entre TTS vy la poblacion de mujeres. Se
deberian tener consideraciones similares en relacion a los HTS dado que ellos
declararon involucrarse sexualmente tanto con hombres como con mujeres.

Si bien las variantes de HIV mas frecuentes fueron el subtipo B y la recombinante BF,
es de remarcar el hallazgo de otros subtipos o recombinantes de muy escasa
frecuencia como los subtipos F y C puros y un recombinante AB.

Fue llamativa la deteccion de un genotipo C de HBV ademas del genotipo F y del
genotipo A. Respecto al HCV y debido a la alta frecuencia, era esperable encontrar
genotipo 1, no asi el genotipo 3. La deteccion del genotipo 4 se condice con el aumento
de su prevalencia.

Llama la atencion que casi la totalidad de las TTS estudiadas fueran HPV positivas,
siendo los genotipos mas frecuentes el 16, 42, 81 y 58, dos de ellos de alto riesgo de
cancer. De las muestras positivas para C. trachomatis se detectaron genotipo Dy E y

es de remarcar la presencia de un genotipo correspondiente a linfogranuloma venéreo.

Confirmando la idea de que el HIV y otras ITS estan principalmente presentes en
subpoblaciones especificas, el presente trabajo resalta la urgente necesidad de
intervenciones de prevencion y la facilitacion del acceso a programas de salud dirigidos
a un amplio espectro de subpoblaciones de las cuales los HTS y las TTS deberian ser

parte.
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