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Laos primeros ¡‘etrovirus se aislaron de

leucemnias y sarcomas de pollos en los primeros años del siglo XX cuando en 1908

Ellermann x’ Bamg (Fllermann y Bamig, 1908) lograron transmitir al poíío umm fornía

de leucemia ¡nieloblástica a partir tic filtrados y Rous, cmi 1911. demostró la

transmisibilidad del sarcoitia aviar taiitbmeii a partir de filtrados (Rous, ¡911). 151

siguiente gramí descubrindemito, alrededor de 1950, fue el virus de la leucemia muurimía

(MLV) que podía inducir leucemia cii rato¡ies recién míacidos (Gross, 1951).

Posteriormemí te, mued jados (le los anos 60, se eneont ~ q nc el ca usa m te de las

neoplasias hematopovéticas cii gatos era otro retrovirus, el virus de la leucemia felina

(FLV) . Este y ¡ rus causa leucemnia después tic umíx largo pemi do (le latemw ¡a N’ en u m

pequeñoporcemítaje<le animuales infectados tJarret 4’ cols., 1964>.

Sólo cuando se logró cultivar células tumnorales se pudo seguir idematificando

más ti pos de vim’us . Así fue comiu> se (lelilí ficó al vi rus <le la le <¡cern ia hoy ¡ mía (B LV).

En 1970 se identificó por primera vez una proteimia que transcribía a ADN el ARN

vírico a la que se llamo tramíscriptasa ¡mn ersa (Baltimnore y cols., 197(P). Esta proteimía

está presente en todos los retrov ¡rus y puede ser detectada lácilmuemile por 5L1 actividad

enziniática. A partir <le este momento se realizaromí munchos estudios con el fin de

detectar retrovirus humanos, pero existían una serie de imicoiíyemííemmtes. En el caso de

los retrovírus hasta ese momento descritos, la replicacioii úrica y la vírcínía eraii

muy abundantes, situación nada parecida emí el caso de los retrovirus líumuamws

descritos hasta la fecha. Por otra parte, algunos retrovirus pueden permanecer en

estado laten te por u mí largo l)C nodo <le t ¡ciii po (comí lo el caso del B LV).

Por últimíxo. era necesario encomitrar un cultivo de células diamia para ¡a

replicaciómí y aislamiento víríco. En ese mnoníeito se hizo un gramí estuerz() para

couseguir un sistema cclii 1am’ (cél u las líeiuatopoyet icas) capaz de resistir un largo

período de ticílípo en continuo crecimiento. En 1976 se descubrió un factor conocido

Jniii~,’Incc¡¿ir 2



como imíterleucina—2 {IL—2) capaz de inducir umí crecimiento prolongado cmx células de

sangre perih5rica en cultivo (Morgaíí y cok., 1976; Poiesz y cok., 1980a>.

Emi 1980, cultivando células procedentes de dos pacientes miorteamericanos con

Formas agresivas de mnicosis fungoides y del síndrome de Sézari respectivauiiente, y

gracias a la detección vírica muediante la actividad de la enzimna transcriptasa inversa,

se amsló el primuer retrovirus liuiiiaixt> (I>oiesz y cols., 1980W 1981). Más tarde se supo

que estas dos enfermedades eran la misma, e igual a la leucemiallinfoma de células
r~ de adulto (LLTA). Este primer retr<)virus humnamio llamado IITLV—I (Figura 1) es

el agente etiológico de It) que se conoce actualmente como leucemnia/linlomna de células

‘1’ de adulto (LLIA), la cual se conocía clínicamente desde 1977 (Uchiyamna Y cois.,

1977; Takatsuki y cols., 1977).

Clasificación de

(;éner<i

Oncovirus de tipo II de ínaíníf’ero

Virus relacionados comí MLV

Retrovirus de tipo II

Retrovirus de tipo (? aviares

Virus espumnosos

IITLV-BLV

Lentivirus

‘l’ABI2A 1

la Familia Retrovirido.e

Especie tipo
Virus del tumor u)anlari() de ratón
(l\ IM’I’V)

Xirus de la leLicelil la mu uri mía (NlLV)

Vi rtms del muomio ¿\ laso n— t>tizer

Vir¡ms de la leimcosis aviar (ALV)

Virus espumoso

Virus linf’otrópico de células T
humnano (le tipo 1 (II’FLV—1)
Otros: dc tipo II (1 l’I’I~V—I 1); vmrtms
Ji nfot ropico de células ‘1’ de simio
(S’1’LV); virus de la leucemia bovina
(BLV).

Virus (le la iminitmmio(lellciemicia

liumamía (VIII— 1)

Fraiick¡ R. [. . y tuIs. 1991. Classilica(iomí ¡oíd íio¡íieííclatu¡’e <it’ ‘Iruses. lililí report <it’ (lic inlermuitiozial
co mii ¡iii 1 te mí tax< nomliv of’ vi roses. A idi. Vito 1. supp 2:290—9.

Introducción 3



Dos años después y utilizando anticuerpos contra proteimías de IITLV-I sepudo

aislar otro ¡‘etrovírus, altaníemíte relaciomíado coma este, de células ‘1 dc mmii paciente con

una variante de leucemia de células peludas o tricoleucenaia. A este segundo

retrovirus humuano se le llamó IITLV—II (Kalyanaramam y cols., 1982) (Figura 1).

A principios de los años 8<) se detecta una emífermuedad que se caracteriza por

una severa mnmumosupresión y que af’ecta a las células ‘1. Se temilan datos que

apuntaban hacia una etiología infecciosa, aparemítemente se tramísmuitía por vía sexual

y por productos sangumneos. A esta enlermuedad se la comioce hoy cmi día coixio SIDA

y el agente causante se suponía que era un virus relaciomiado con IITLV-I. En 1983

se amsla un retrovi rus asociado a liii loa demaopat las (Ita rmé—S ¡ mío Lmssi y cols . , 1983) y en

1984 se describe otro virus procedente de enfermos de sida al que demaoníimaaroma

1-ITLV-1II, conocido en la actualidad como VIII—J (Gallo y cols., 1984; Popovic y

cols., 1984), causante del smdromuxede inmnunodeticiencia adquirida.

I>osteríornxente se idemítifícaron virus m’e lacionados en míxomios al ricanos

(macacos) y en bu manos (le Africa occidental (este ti Iii míío se comioce comaao VII 1—2)

(Clavel y cols.. 1986). La clasificación hasta ahora utilizada de los retrovirus en

subíamilias (oncovirinne, lentiririnae y spuma;’¡rí;lae) se lía actualizado con la

agrupaciómí en siete géneros de la Familia Retroviridae (Francki y cols., 1991). La

clasificación se esq nc muíat ¡za ema la Lx b la 1

Introducción 4
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1. BI()LOGIA MOLECULAR

lA Estructuragenética

La estruct¡mra genética <leí II’1I N—I y deI ¡ IILV—I 1 es íaa¡m 1arecida a la de

otros retrovirus (Seiki y cols., 1983). Adeniás de los genes característicos gag, pal y

cuy hay umía región en el extremo 3’ del genoma que no se encuentra en otros

retrovmrus. E¡í esta regiómí se han identificado dos geixes, fax y ¡ex (Vallejo y García

S’áiz, 1992).

El provirus tramíscribe í»ír~¡ ti-es mnoléctmlas de ARNni distimatos. Uma ARNni de

longitud comíapleta. transcrito desde la zona de uniómi 1i3—R cmi la LIII 5’a la zouía de

unión R—U5 en fa LT1& 3’, que se utiliza para la símítesis de los productos de los genes

gag y pal y tamaí bié mí co nao ARN genóní ico vi ¡xi la foí-nació mí <le mí uevos Ni riomws. Un

ARNni subge¡aó¡nico, domade se lía cli miii miado u mí i mal rón, cod iiica í>ara el producto del

gen CIty - Por último, u ma scgu u do ARN mii 5Li but’iioiii ico, coma otro mit mo¡i cli miii ixado,

codifica para las proteínas tax y rex.

La estructura genética del IITLV-I y del Ifl’LV-II y los ARNmia transcritos se

mía ucstra¡í cmi la figu mxi 2. El ge mío mala p rs y ím-ico está [la miq ucado cmi los ext relajos 5’ y 3’

por unas repeticiomaes largas mío codificantes (LTR) divididas ema regiomíes denomninadas

U3, R y (15. Una característica disti¡ativa es que las porciones de las L’I’Rs que

proceden de (15 x (13 son largas, 174 y 224 pares de bases respectiva¡aae¡ate. Otra

cam-actem-ística mío ¡msua 1 de las L’1’Rs es q nc la se ¡‘ial de p iliaden ilación del A RN,

AATAAA, esté aproximadaixaemate 250 bases por e¡íciuaía de su posición esperada

(Seik¡ y cols, 1983) y se supomie que se aproxinian caí la estructura secundaria. Se

propone que el transcrito ARN l)uede forixiar umia estructura secumídaria extemasíva

que podría llevar la señal AA’I’AAA a jimia situación ¡1111=’proxiauía al propio sitio de

poliadeaxilacióma.

¡ni rod¡iccióti 6
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Estructura genétirQ de los IITLVs

Figura 2

La región U3 de las LTR 5’ contiemie secuencias (‘[RE) que son necesarias para

el reconocimiento de p40t~~ (producto del gemí fax) que produce una activación

transcripcional en trazas (teide,- y cok., 1988; Nloutagííe y cols., 199<)). Por otro lado,

la región que reconoce la proteímaa rex (RRE), necesaria para la regulaciómí de los

D rex ¶Ii~3 LTR 3•

tax FEZ?

U3 Fi US

ARNm gag/pol

L.~ V~, Sil
env

APt tDP t AP

pal

ARNm env

4
p27 rex

pr gp6B

9p46 qpTI

AFlNm tax/rex
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procesamniemítos de los niensa,ieros víricos, está preseíate en la regióma U3 de las 12114

3’(IITLV—I) y ema la región R/US <le las 1414 5’(IH’1~V—11). La región 13 de fas LIII

contiene tres copias repetidas dc u¡ía secuencia de 21 [>1) que achían como

potenciadores transcr¡pc¡onales. Estas secticiacías tiene,> homología a sitios NF—KB y

AP—1, así como a sitios dc rcconocimielit() al AMI> cíclico (cAMP). Las IiI’1I del

IITLV—1 puedemi ser activadas por productos dc los ¡roto—omacogenes c—jun y c—ets—1,

así comno por muitógemios. Las IiI’R 5’ taíaabiémí coíatiemaemí secuemíemas í-espoiísables para

la terminacidmí y poliademiilación de los ARNmn.

1.2 Productos génicos

El prod neto del gemi gag es u¡ia pol i prot e ¡‘mía p¡’ec u rsora cmii puesta por la pl 9

en el extremo amino termimíal, la p24 ema el ce¡itro y la pIS en el extremo carboxilo

termiamí, que es procesa da por la proteasa vi m-mca para producir las proteínas

imadividuales que comapond¡-ñmí el core úrico de los 1I’I’LVs. Uma ARNmuí vírico de 8.5

Kb cod ifica pa¡-a gag, pi-o y po 1 ema maiarcos de lect Lira solapamites. U ma caíaalno

ribosomnal del marco de lectura producirá la síntesis de una poliproteina gag-pro

precursora de 76 Kd que será autocatalíticanaente cortada. Se requiere otro cambio

ríbosoinal del mí¡arco de lectura para la expresión del gen pal. La relacion de los

productos génicos (leí IITLV—1 y (leí 11’ITV—11 se esquemuatizamí ema la tabla 11.

La proteasa, pl4, interviene cii el pnwesa¡íímeíito de los productos íaaaduros de

p55~ y p76~’~”, con la posterior rotuma autocatalizada para generar moléculas de

proteasa naaduras (.Jacks ~‘ cols., 1985; Namía cols., 1988). 1
4a l)roteasa (leí II’1’LV—1

tiene umaa secueíícma 1)4’—G idématica a la aspartil—proteasa x el ácido aspártico es

necesario para la actividad proteolítica. I)atos posteriores obteiiidos comí inhibidores

de la aspartil—proteasa indican que la l)rotCas~i vírica podría ser umía aspartil—proteasa.

Como el extremuao 5’ deI gemí 1)01 SC solal)a comí el gemí <le la pmotcasa, es maecesario otro

proceso de cambio de lectura ribosomímal para poder expresarlo.

Intr<>ducc¡ón 8



‘¡‘AULA 11

I>roteínascodificadaspor los Ifl’IN

11’FLVI 1111V—II ¡‘roteimias codificadas

IITLV-I 1U1’LVdI

Ilomnologíade

Provirus 94>32 ph 8925 pl)

Liii 1-755
8278-9032

1-763
8504-8932

gag 802-2089 807-2106 pI9 MA
p24 CA
pIS NC

p19 MA
p24 CA
pIS NC

55% (mat)
85% (mit)
68% (mit)

Proteasa 24)52-2755 24)78-261! pl4 1>14 178 aa 24% (mit)

Po1 2497-5184 2239-5184 896 aa 982 aa 61% (aa)

cliv 5180-6643 5180-6637 pr (gp68)

gp4ó SIÍ
p2I ‘INI

pr (gpó2)

gp3S S{I
p2() ‘FM

63<% (aa)
7304 (aa)

Región no
ti-aducida

6644-731)1 6641-7213 280/o (nfl

rex 5124-5183 5121-5183 27 Kd 26 Kd
7302-781 1 7214-7663 21 Kd 24 Ed

NI A, íííatriz; ( A. cd psida; NC. u uclu cñpsida: pu’. prectJ rso r:SL.J su perlicie; ‘1 ~¡ tramis muicmíi brauia.

tax 5180-5183
734)2-8339

5180-5183
7214-8203

La regióií que contiemie el gemí pal presemita el milarc() de lectum-a muás largo del

gemaoma <le los 1I’1’LVs y es potemicialuiemite capaz de co<lif ¡caí’ pan 896 aa eíí el caso

del IITLV—1 ó 982 aa en L1’1’LV-11. La proteína traíascriptasa imíversa (Rl’) de 95 Kd

presemíta li-es ací iv idades eíízi iaú t ¡cas: 14 Nasa II. ¡mil egrasa x’ Al )N pol i muierasa. La 1t’1’

interviemie cii el proceso doííde el AUN gemaómuíico de cadena simple p~i a AI>N

Inlroduccián 9
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provírico dc <loble cadena, que se imítegrará de umía niamíera aleatoria cmi el A1)N

cclulam-. Basado cmi la líomaaología cotí ot ros m-ef rov ¡rus, la porción 5’ (leí gen pOl Se

predice que codifica para la proteína tramiscriptasa inversa y las secuencias alejadas

por debajo codifican probablememíte para las fumaciones imítegrasa y RNasa II. La

tramíscriptasa imíversa de los II’I’LVs funcionan muás eficaz¡aíemíte usamado Mg2 en vez

dc NImí2 como catión divaletate. Los getaes de la polimerasa de II’1’LV—I y 1I’ITV—II

muestran ssalo utí 56% de homaaología, basado en sus sccucmícmas de anaimíoácidos.

El gen env solapa parcialíaiciate coia el extrenio 3’ del gemí poi y su producto es

una poliproteina glucosílada de 61-69 [‘Cd(Lee y cols. 1984; Selíneider y cols., 1984)

que procede dc un ARNin de 4.2 Kb procesado umia sola vez. Se líamí visto algunas

formas relaciomíadas de alto peso molectmlar que son el resultado de la l’usióma amiormal

entre cuy y tax (por ejemplo, la gpóH <le las célimías N’I’1’—2). Las proleñías p¡ecursoras

de los IITLVs sotí procesadas para producir mía glucoproteimía de superficie gp4ó y

una proteitía transiííemíabramaa 1)21 en 1 ¡‘[‘LVI x gp35 y p2() en 11’1’LV—11.

Antes del brote del virus de la célula, la emavuelta vírica tiemie que estar l)resemite

en la membramía celular y tictac que haber sufrido tíma transporte intracelular hacia

la supem-ficie . Este t ramísporte depetíde (le la cama t i<la<l (le p m’oteíiaa cmi cl retículo

endoplasmático, de los puemates disulfuro imatracatenarios y de umía correcta

oligomerización dc la proteimia (Pi<íue y cols., 1994)>. Las proteínas maaaduras de la

envuelta migran independieí¡ten¡entc ~‘ no covalenten¡ente asociadas. Los procesos de

maduración de las proteínas de la envuelta del II’1’LV—I no están todavía bien

definidos. Debido a que la envuelta sólo presenta cinco sitios potenciales de

gIucosilación (A.sn—X—Ser/’1’b í>, la cotí tribución de cada sitio w.d ría ser cletern,inante

para el procesamiento del precursor <1’¡que i cok., 1992).

La envuelta del 1I’TLV—1 está muy conservada entre dilez-entes aislados. Los

epítopos neutral izantes se cema trama cmi la í-egíómí <le la gp46 Y u mi a mal icuerpo miiomíoclomíal

comítra gp46, 0.5-alfa, puede imulaibir el efecto maíitogémaico de los viriomaes de II’I’LV-1

inactivados sobre las células ‘1’ liuíaaaíías, imadicamido que gp46 íuede itateractuar comí
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moléculas de la superficie de las células 1 directa o indirectamente relaciomíadas con

la acti vaciomí <le éstas. ¡§1 ext remno atil tío de la ¡>2 1 coíít mene zo mías liomnologas cotí

elementos mtímumíosupresores de otros retrovtrus atíimííales, pero carece dc una

secuemícia lii d m-otó Inca dc ñmsid mi cotíse ¡ ¡so (temí i la la mm ¡tía—le uci na—g 1 icutía) asociada a la

formaciómí de simícitios.

La regiómí no traducida comísta de aproximítadamnente 600 tiucícótidos y está

localizada emítre el final del getí cnt y el primacipio del tercer exómí de los genes tas y

¡ex. La lioniología <le nucícótidos de esta regiómí entre I1’1’LV—I y 1I’1’LV—11 es baja

(28%) comparada cotí el resto del genoitía. En IVFLV-I, esta región presenta un

muarco abierto de lectut-a, si mí emii ha rgo, cmi ¡¡‘II. y—ii ex istemí codo mies de tem-mííi míaciómí

cmi el niarco dc lectura equivaletíte.

Los getíes fax y ¡ex somí los unicos que codificamí para proteínas mio

estrLmcturales, tramíscm’ítos a umí ARNmmi de 2.1 Kb doblt>mtiemite 1)ti)ccsad() ~ comí tres

exones (Ilaseltimie y cols., 1984; Nagasliimiía y cols., 1986; ¡‘aher y cols., 1988) y

traducidos cmi mítarcos de lectimra altem’míatívos. El codomí (le mmmmciaciomm (mííetiomiimma) del

gen fax es el mííisííío que para cuy y está demítro del segumído exómí del ARNmíí tax¡rex.

El codón de iniciación para la proteimía rcx está taml>iéii dentro del segtmmído exómí

pero 59 nucleótidos por emícimna. Las dos están localizadas en el miócleo de las células

mífectadas, cmi u mía regid mi 1 laííiada níat í-iz ti nc lea m- (( ;olí y cols. , 1985). Las píoteímías

tax (p40<ax cmi 1fl’LV—I y p37t” cmi II’1’14V—II) son activadoras traííscripciomíales que

actúan cii tramís e imicremnemítamí el grado de imiiciacid¡í de la tramíscripciómí desde el

promuotor localizado en la L’I’R 5’ del genomna provitico (Sakurai y cok., 1992). La

proteína tax ¡lo se une directamente a los elementos potenciadores dc 21 pi> en las

LIR simio que parece estar asociada al AI)N imíteractuamído cotí proteimías celulares

que se unen a AI)N. Es capaz de activar promuotores heterólogos de muchos gemíes que

imítervienemí emí el crecimiento y la diferemíciaciómí celular, como por ejemplo el

proniotor de los gemíes qime codilicamí la 1J~—2 y el II,—2Ralfa, el (71)3, el promulotor del

gen para el GM—CSF, cl promumotor c—tbs y c—sis y el potemíciador (le SV4O. ‘1’ax podría

tener u mí ini poí-tamíte papel cmi la i mi (1 ncc id mí de la cmi Íem-iiiedad y cmi el omigemí de la
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leuce¡iiia aumíque los procesos de tramíslorniaciómí tío líamí sido todavía bien definidos.

El gen rex, solapado parcialmente con el gemí fax pero que presenta un muarco

de lectura alternativo, codifica para dos proteimías que sc localizamí eti el míticleo de

células infectadas, p
27”’ y p2i’ para 11’1’LV-1 y p26”’ y p24’ para 11’1’LV-11. Las

proteínas p27~x ~ p~rt~ intervietíetí etí la activación del transporte de los ARNní no

procesados o parcialmemite procesados del miácleo al citoplastíía. Las secuetícias que

reconocen a la proteína rex (RxRE) en IITLV-1 están localizadas en la regiómí U3/R

de la LTR 3’ y en R/US dc la 1
4’1’R5’, ~ cii II’1’LV-I1 está localizada cmi la región 14

de la L’FR5, por debajo del sitio donador dcl procesamiento (I)P). La proteimía rex

se utie di rectamente a estas m’egio¡íes ~ a regioí íes <¡ tic recotiocemí a la p rolcí! ia rey (leí

VIII—1. Rex pLiede reemplazar tuticiomalníemíte a la proteína analoga rey del VIH—1,

pero ¡ío viceversa (Sakai y cols., 1994): McI>oíiald y cols., 1992).. La funciómí de las

proteííías p21’ y p2
4~ es hasta ahora descomiocida. Reciemíteníemíte se ha descrito umí

ijuevo ARNmíí capaz de expresar especílicaíííeíite la proteína í2l’ cmi mnuclías lítíeas

celulares infectadas por H’1?LV-I (Orita ~ cols., 1991; líanímííes y cols., 1993). Este

níetísajero co mit ie míe solo el ¡) m-i mííet’ y tercer CM) mí <leí A RN mii tax/ rex comí 1<) <1 ne solo

puede codit’icam- para p2 1’. La expresión cotistitutíva dcl ARNin p2 fl itidica que el

ínecauíistuo que regula su expresiómi es dif’eretíte del que regula la expresión del

ARNn tax/rex, del ARNmu cmiv y del ARNíu genómnico/gag-pol <Orita y cols., 1992).

13 Regulación de la expresión génica

En el estado temprano <le la replicacién vírica, todos los ARNmn somí procesados

rápidamente hasta el ARNmíí tax/rex, debido a que mío hay rex disponible. Por tanto,

empiezan a subir los niveles de tax y rex mientras que las otras proteínas víricas no

son producidas. La proteína tax sigue transactivamído la tramíscripción gémuica vírica

(figura 3) produciendo más ARN vírico.
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En este estadio, tax taníbiémí activa los pmomnotores de IL—2, IL—2Ralfa y GM—

CSF itíd ucietído a la p¡-oliferaeióií (le bis (‘él II Lis 1’ iii fecta (las (McC ¡ti re y cols. , ¡993).

Entonces, la proteína rex acumulada, empieza a modular los sucesivos mecanismos

de procesamientodel ARN, damído como resultado la aparición del ARNmíí pol/gag y

el ARNmii cuy, produciendose así las proteimías estructurales, lo que favorece la

formación de nuevos vtrmones (níaduraciómí)(Ilidaka y cols., 1988). Por eso, rex es umí

producto génico temprano que estimula la expresión de las proteimías del viriómí e¡í la

fase tardía de la expresión génica.
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La acuinulaciómí dc m-ex sc tm-aducc cml Lmmt acumíttmlo de ARN genómímico y, por

tamíto, etí timí com’te cii proceso <le tramiscri¡>c¡om¡ <le gemíes vím’icos (( ;m-eemí y’ cols., 1991).

Parece ser que la secuemícia RxRE del I1’F1~V-I1 comiliemie elemnetítos míegativos

intrímísecos que mantienen al ARN en el núcleo (Kimu y cols., 1991). La eficiencia cmi

la unión de rex depende de la estructura secundaria del ARN, en concreto del bucle

localizado emítre los nucícótidos 465 y 54>0. y de secuencias especít’icas en ese ARN (mit

470 a 476) y de un sitio donador del procesatííicnto (tít 449 a 455)(Black y cols.,

1991). Por eso, la futíción de rex sería liberar el efecto negativo de esta secuencia y

permitir al AItN distribuirse en el citoplasmua. Esto sería un electo regulador positivo

que no afecta los valores totales de ARN, pero qite a altas concentraciones de rex, los

niveles de ARNtií decrecen debido a umí decainuiem¡to etí la imíiciación de la

transcripción o por debilitamniemilo cmi la estabilidad del ARN.

Por tamíto, la regulación dc la transcripciómí la llevamí a cabo dos proteimías, tax

y rex, que procedemí de un misnio ARNmíí (hecho que mío ocLirre comí las proteínas

reguladoras del VIII que procedemi de ARNtíí diferemítes). (Suando la expresión génica

se reduce, la proliferación de las células ‘1’ decrece, llegando a miii estado de reposo

(Haseltimie y cols., 199<)). Umía expresiómí transitoria de los gemíes víricos resulta en una

produccióm tramísitoria de progenie vírica y pronlociómí del crecimuiemito de las células

infectadas. Ésta podría ser umía estrategia de supervivetícia atíte la respuesta itímnumie

del hospedador.

1.4 Mecanismosdetransformación

La imífección de limifocitos perifét-icos o de cordón UmIil)ilical por IIILV—I o

IITLV-11 da como resultado una producción de virus y una inmortalización de las

células. La proliferación policlomíal de las células infectadas puede llevar a un mayor

crecimiento de un clon de células transformadas dotuinante que contendría un

provirus miiomíoclonalmente itítegrado. Los sitios de itítegración muomioclonal son

distimítos entre diferentes paciemítes. Por eso, la activaciómí cmi cis imíserciomíal de
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oncogenes celulares por las LIII víricasno paz-eec ser operativo. Adeniás, existe daño

cromnosómíi ico asociado comí la infegraciómí prov ¡‘rica, pero mío ha ev ide midas cíe un

patrón de traslocaciótí cromiiosomííal indicatído que la cis—activaciómí de omícogenes

celulares por protibotores víricos o celulares no es evidemíte.

Las preparaciotíes víricas, procedentes de sobremíadantes de cultivos de células

infectadas po’- 1I’I’J2Vs, son ¡nitogénicas para las células ‘1’ líuna¡ías (1)uc 1)odon y

cols., 1987; Gazzolo y cols., 1987; Zack y cols., 1988). Se estimnulatí para dividirse

tanto las (SIM comiío las Cl )8 , y ademiiás, no se req it icre la í> m-esemicta (le las célu las

accesorias (tiiotiocito/macrófago). Esta actividad mitogémílca tío reqímiere infección

pomq nc se lía visto que cija mi(Io se i miad iva el vi t-us pom calor apa t-ece el tu IslilO efecto.

Una funciótí importamute de esta activi<lad ttíitogémíica es la dc capacitar al virus para

el establecimniento dc la imufecciótí turnia vez que ha pe¡íetrado cmi la célula. Se piensa

que umní célula activada y cmi división es más Fáciltuiente tratisformuada por el virus que

una cmi estado (le reposo (N’lct’l y’ cols., 1984).

Sólo las cél Lt las 1 smi símscept i l)les <le tt-a nsf~o rmíuació mí cclii lar, si mí embargo, en

muchas ocasiomíes las lítíeas de células II tramisfortuadas por EBV son productivamnente

infectadas por IITLVs (Fundamííemmtalmemíte por IITLV—11) (Yamííamííoto y cols., 1982;

Koyaiíagi y cols., 1984; ~Viktor y cols., 1991) y células inníaditras de médula ósea (sin

fenotipo de célula ‘1’) ta mu biémí son s Ltscel>t i l)les a la i tufección . 1 M t ratisiormaciómí

celular se defitie como titia proliferaciomí celular comítitina cmi ausencia de factores de

crecimuiento exogetios, cotíío la IL—2 -

¡~as cci tilas transtorinaclas poE’ his ll’l’1V muesf ra mu fenol ipos típicos y

marcadores de superficie asociados comí células 1 activadas ILtticiomialtiiemite (por

antígemios o lectimms)(Koizumííi y cols., 1992). Adcmííás <le prolifem-aciótí, esto imícluye

u mía producciotí <le u mía anípl ia ga mini de liii fbci ints y u mía expresiolí alt em-ada de

marcadores cíe suI)erficie (mnarcadores asociados a Lmml estado activa<lo), cotín> I1~—21t,

receptor de la tramislerritía y ciertos amítígenos 11!>A. La tm-amistbm-miiaciómu podría

incrementar cl núníero de células portadoras dc virus demitro <le timí imi<livi<liio y ello
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increníemutaría sus posibili<lades <le expamísiómí cmítme <listimítos imídivi<límos. Cotisiderado

como tal, la tramisformiíacicimí de las célímías ‘1’ por los 11TI~Vs es umí proceso míormiíal emí

el ciclo biológico dcl virus, al comí it-ario que ot m-os retrovirus omícogén icos, dotíde la

transtoríiiaciomi y replicacicimí l)ttcdeti 5cm’ disociadas y domíde la tramíslorniaciomí es umia

comisecuencia no deseada de la infecciómí. Reciemítemímemíte se lía visto umí alto míivel de

AI)N víríco asociado a limifocítos anom-mííales t~titm’t ínmf~mcl~mes asimmtommiaticos

(‘lachibamía y cols., 1992).

El mueca mí ms míio por el cual se prod ímce leucemiíia imo se conoce aún cmi

p¡-otu nd idad . Ni ng ti mío (le los dos vi rus pm-esen ta cmi sLm geitomna mii migó mí omícogemí

clásico, sí mí e mii ha mgo, com it memie mm gemíes mío cst ruct mira les que se meq tm ¡cmemí pa ni la

replicación vírica. Estos getíes, llamados tax y rex, estámí miiuy relaciotíados cii los

procesos de tramíslbrmiíación celular. Sc lía postulado que estos gemíes, que somí traiis—

activadores, causamí la tramisformiíaciómí de las células ‘1’ imiducieiído la cxpresiómí

abemTamite de gemíes cclii lam-es iiommííales. ¡ 1a pmoteímia la x puede ti-amis—activar los gemíes

de la imiterleucimía—2 (IL—2) y la <le su meceptor (IL—2R). Aumíque esto sugiere que tax

imíd tmce la tni nstom’miíac iómí y la prod ucciómí IIA /11 ~—2II a ni ocmi mía, ci tic i míd tice la

prolifem-aciomí 1>4)1 ido míal de cél ti las ‘1’ as íc iado a u mía m mitegracio mi pm-o y inca aleatoria,

exmsteíí límícas ce 1 ím la res t ra mísformiiadas por 1 ¡‘[LV (lite tío secretatí mii req it iememí 1I~—2

para su crecilliiemitt) comítimitiado (Yip y cols., 1994>; lIjelle y cols, 1992). Por eso, se

estámí estuid ia mido ot m-os gemíes regum ladom-cs líe míia lo poyét icos ti ime puedamí ser expresados

de ma miera a nomií mal cmi tcsp utesta a pm-ole Imias dcl ¡ ¡‘II ~V. Esí udios prel i miii mía mes

imídicamí que el lactot U de crecimuiemíto Irammslom-miiaíite (‘lUFII), que mío se expresa en

las células míormííales (células ‘1’ quiescemítes), se expresa comístitutívamuemite en las

células 1 traíísformííadas por 1171EV. Ademíjás, el ‘¡‘UFI) exógemio, que normnaliíícmutc

¡titube la proliferaciomí de las células ‘1’ imiducidas por 1l~—2 y la imiducciómí <leí receptor

IL—2, íío intltiye emí el crecimííiemíto de las céltilas ‘1’ tramisformiíadas. Esto sugiere que

la biología de este factor cmi las células tratisfortíiadas es diferemite al de las células

mioriiialcs.

Introducción ¡6



Existen evídemícías que miíuestramm <fue, al cotitrario que las céltmlas miormíiales, las

células transformadas por II’H~V secretan ci lacto,- ‘J’GF¡1. Además, la secueiiciacioii

de las regic)iies reguladoras cii 5’ cmi el gemí (leí ‘[GFB lía idemítiticado numííerosos sitios

consenso que unen factores reguladores tramiscripciomíales, algumios coííocidos por ser

tramísactivados por el producto del gemí tax de los Ifl’LVs. I’or eso, la expresiómí

inducida cii las células transformííadas por ¡¡‘[LV, directa o imídirectamííente por utí

producto génico de los II’FLVs, podría ser un factor importante en los procesos dc

leucemia inducida por IITLV.

Además, el TGFIII es tui mediador potemícial de la patc>logía relaciomiada coíí

el vimus de la i mi mii tmíiodel ic iemícia lx Li miía mía (VIII> y la pmogmesiómm tic la emítemiíiedad . Se

lía demostrado que el IGEIII se sobreexpresa emí los limilocitos de samígre periférica

(J3J%MC) infectados por VIII. ihversos estudios señalan un incremento de la actividad

TGFB cmi PBMCs dc paciemítes cotí SIDA, lo que podría imidicam- que este factor

interviemie cmi las dishmmwio¡mcs imímííuiíológicas tic estos paciemites. Parece <íue este factor

media en las distumíciomíes de las células 71’, células 13 y mííomíocitos imíl’ectados por VIII-

1. Todo esto conduce a pensar que cl ‘I’GFfl podría set’ usado conzo indicador

promióstico cmi imídividuos iiífectados por VIII y si que podmia jtígar algúmí papel en la

uieurc)patogémiesis del VIII.
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2. BIOLOGíA

2.1 Actividad biológica ¡u vivo e ¡u giro

El IITLV-I y el 1I’I’LV-I1 tieneíí umí amplio rango de células hospedadoras ¡u

ribo y posibleiííemite taíiibiémí ¡u i’ñw (Macclii y cels., 1987). La imílecciómí por 11’1’LVs

necesita umí comítacto directo célula-célula, por eso, la infección ¡u vitro se realiza

mediante cocultivo de células miormuales comí células productoras de virus (Farouqi y

cols., 1992). Sin embargo, se ha descrito la infección por lI’l’12V—1 libre de células en

células niozioziucleares de saíígí-e periféz-ica y cii líneas celulares (Faíi y cols,, 1992).

Se ha descrito que cl II’1’LV—I puede itífectar céhmlas ciidoteliales ¡u nfra y que

éstas podrían actuar cotiic> reservoric) virico ¡u vivo. El 1I’1’1~V—1 liI)rC de células puede

mífectar cél ¡mías en <lotel iales pero mmc> a cclii las Ii míloides, es así comíío céltmlas

emídoteliales imifectadas podmiamí imífectam células CI)4 cmi etapas tardías ¡u vivo (Iloxie

y cols. , 1984). Esto podría exp 1 icar cl i mict-emííe mí lo de la i mícídem mc izi tic serocotí vemsmomi

con la edad.

2.2 Receptores celulares

El receptor celular para los JI’1’LVs no está hioquimícazuente identificado pero

se ha demostrado que existe en niuclios tipos de células liuníanas y de azílmales,

imicluyeii(lc) pri miiates, pem’rc)s, gatos y ¡-ocdom-es. 11 mía ea ractem’íst ica de las cél u las que

expresan m-cceptores víricos cmi su superficie es la capacidad de fusiomiarse comí células

infectadas para formar células gigamítes níultimí¡mclea<las, cotiocidas corno sincitios

(Miyanioto y cols., 1991).

Las células crómíicamuemite imífectadas expresamí glucoproteimías víricas que

emimíxascaran o míiodulami tíegativamiiemíte la expresiómí del receptor en la superficie
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celu la¡, pm-od uciemído u mía resiste micia ccl imía m a la superimí leccio mi p<>~- otros vi í-us que

comíípartati el miiísmiiO i-ecel)tc>m. A este fenómnemio se comioce coiiio imíterleremícia del

receptor y se lía usado para demííostrar que el II’fLV-I y el 1l’I’LV-Il usan el mismo

receptcw, niiemítras <ítme el receptor del 1114V es claramíiemxte distinto. El uso (le límicas

cclulares hibridas (le Ii u mnamio—m-atomi Ita perítí it ido asigmiar al c m-omííosotíía 17 la

localizacióíí del getí del receptor dc los I1’1’LVs (Somíínuerfelt y cols., 1989).

2.3 1>atologías asociadas

La leucemia/linfomna de células ‘1’ dc adulto (LUíA) está causada por el 1I’I’LV—

1 y presenta varic)s esta<lios: a) estado de portador asiiítomíiático, b) estado

preleucemxíico (pre—l ~1JA), e) estado cromiíco (le l~J AA y d) estado agudo. El pm-ovirus

puede estar imítegí-ado cmi células ‘1’ comí umí patrómí míiomioclonal tm oligoclonal

(Mimíainoto y cols., 1988; Potiíbo (le Oliveira y cols., 1990>. El estudio dc los distintos

sitios de imítegraciómí vírica emí distimítos paciemítes comí LL’1’A deííitmcstra que éstos somí

dist i mitos y estáií p mesemí tes cmi cm’o mmíosomíías di fe m-eii t es. l’om- lo ta mito, la i mil egraciotí del

HTLV—I es aleatoria y; mío da milmigtimia písta sobre cl míiecamímsmimo <le omicogemiesís ya que

otros m-et ¡—0v ¡ rus t ictíen sitios <le ¡ mitegraciómí cem-ca nos a see itemícias omicogemí icas

celulares (Yoshida y cols., 1982). Las células imífectadas iii vivo gencralmíicm¡te no

expresan proteínas x’íricas (imícluida tax). A<lemííás, la historia míatutral <leí desarrollo

de LLTA aguda, sugiere que la infecciómí pom- 1 1TLV—I sólo mio es suficiemíte para

pm-oduci í- Icuceníia (A bouid y cols. , 1992>. NI nc luí gemíte imifectada mío desarrolla LUíA

y quienes lo hacen (¡~S
0/o), lían tenido un período de latencia dc 2(1—3<> años. La

tostoproterna mí tic lear ¡)53 ¡ Lmede act miar coixio supresor tu mí íora 1 y se luí x’ isto q ríe

existen alteraciomíes <leí gemí pSi3 emí la I~I~’1’A aguda. Umia posible liipcitesis coíí

respecto al desarrollo de LL’I’A puede establecerse de la siguiente manera: la

imífecciómí por II’I’LV—I pro<luce umia expresiómi agtmda de tax, quizá pcír umía

est ¡ mini lacici mí dcl crecitii ie mito a¡mtoct-i mía a tra x’és <le l:í prol iteciómí (le II ~—2. Esta

estitun lacióuí podría causar u;ía expau>síon pol iclommal dc lin ¡‘Suri tos ‘1’ i utectados. La

evoluciómí al estado agudo ¡mii plicaría la a It em-aciomí mii mttac iomia 1 <leí gemí í53 (‘1’akasaki
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y cols., 1977; Sakaslíita y cols,, 1992; 71’sukasaki y cols-, 1993>.

La mielopatía asociadaa IITLV-I (MAII)/I>araparesia espásticatropical (1’ET)

somí eííferíííedades neurológícas estreclíaníemíte relaciomíadas — sm mío iguales - y

producidas por el 1171’LV-1 (McKlíamín y cols., 1989; Smííitlí y cols., 1993). La

preseíícia dc amiticuerpos itítratecales itmdicamí que cl virus lía imifectado el sisteilia

nervioso, además (le la sangre (Itornan y cols, 1990; Sowa .v cols., 1992; Lunardi y

cols., 1993; Shiuííada y cols., 1993). Al contrario que cmi la LL’1’A, los sitios de

iíítegmacióíi somí pol iclomiales, pom’ eso, el desamrol lo <le MAlI mío es u mía comisecuemicia

del desarrollo de clomíes celulares maligmios (Furukawa y cols., 1992). Existe la

hipótesis de que cl <lesarrollo (le MAlI esté l)asa(lo cmi miío<lelos autoiminiumíes

(Mimiagawa y cols., 1992).

Otras emxf’eríie<la(les rclacic>na<las coíí ¡ I’I’I ~V—Isomí la leuceniia limifocítica

crommica de células It (B—cell C141j, la esclerosis muúltiplc (¡CM), el síndromne de Sjógren

y el lupus erítematoso sistémico (LES) (Iligashl y cok., 1992).

Por otro lado, la patología asociada a 11’1’14V—1I es tímia lieniopatía coííocida

como tricoleucemia (Kalyamiaraiiíami y cols., 1982; Rosemíblatt y cols., 1986), pero

realmeiite tío se comiocen lodavía los ímíecaiiísníos patogétiicos de la enfermedad. A

pesar dc la relativa míícmí te a It a semopm-ev a le mícía (It’ liii ~V—l1 emít re drogadictos por vía

paremíteral, el papel patogémíico de este retrovirus mío lía sido aúmí idemítilicado.

Reciemítemííeííte, el Registro <le Iumíiores de Nuevo Méjico obtuvo datos qtme mio

mííuest ratí ev idemicia (le u mí ¡ iicremíicmí to (leí riesos> pam-a tricoleimccii¡ias, uncosis

fungoideso ¡cucan las lun locítusas cronucas en gi-u¡pos endéní usos para la iimlección por

IITLV-II (ludIe y cols., 1991; Zuckem’-Fm-amíklimí y co Is., 1992).

Sc lía podido detectar cl l1’I’LV—l1 en tímí paciemite cotí leucemia linfocítica

granular (ILL) (I4oughiarami y cols., 1992) y míxicosis Iimiigoidt’s (¡¡¡elle y’ cols., 1991).

1 la y casos (le emítcrmiieda(les míeií rologicas, ¡Mi m-ecídas a NIAl 1/PEE, cmi i mit! ¡ y iduos

iíífectados por 1l’1’1~V—l1 (11¡elle y cols., 1992).
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3. EPII)EMIOLOGIA

3.1 1)iagnóstico de la infección

Deteccióndc anticuerpos

La imífecciómí está defimíida por la presencia de amiticuerpos específicos antí—

iI’I’LV, por eso hay una serie de técmíicas desarm-olladas para la detecciómí dc éstos. No

existe reacción cruzada de las prc)teímias del grupo de los 11’1’1 ~Vscotí iiinguna de las

proteimías (le los ot ros gruí Pos de m-e( m’o Ni rus cíe ¡ m ma mii ile m-os, sm mí cmii bat-go existemí

reacc¡oííes cruzadas emítre los propios iimieiiibrc>s del grupo. La p24 parece temíer la

mayor reactividad cruzada emítre el IH’LV—1 y cl 1I’1’LV—l1 (Kaílyamíaramuami y cols.,

1984); por el comitra rio, la pl 9 t ictie mii utelia mííemíos homología -

Las proteínas vírícas primícipalmuemíte m’ecomiocmdas por el srmero de imídividuos

imilecta(los 5011 aq ud las p m0(l Liciflas po m- los genes gag, uní’ y’ fax (( ; o Ii y cols. , 1985).

Como en tc)d(>s los mtt rov irus, las pm-oteítías gag de iiíavor peso íííolectm lar smi las muías

mmínitmnogémí icas . 1 MS aíí t icumeml)os comí fra la cmiv uíel la I)Od mía mí ser i mu pom-ta mi tes en la

ínodificacióíí (leí curso de la imifecciómí, aunque la serocomíversiómí y cl desarrollo de

imímuíí idad liii niora 1 no coti<l umcc a la cli miii tiacio mí de la imifecciómí y ir-ica.

El diagmióstico dc la itífecciómí p>r 1 I’l’LV—1 y 1 1’F1~V—I 1 teqtiiere la capacidad

de detecciómí vím’ica y la capacidad (le discrimuimíaciómí eiítm’e los <los ti1)0s víricos

(Kimíoslíita y cols.. 1984). Existemí dos tipos primicipales (le emízmmííommímííuimíoemísayos

(El~lSA), u mío q ¡me u ti liza ti mí 1 isado y ímico comíípIdo cc>mno a mí 1 igemio cii fase sólida y

otros qtme imu’orporamí cmi el hisa<l(> vírico ¡)éptidos simitét icos de sectiemícia determuimiada.

Los primeros mío diferemiciatí emítre amitícumerpos 1I’ITV—1 o lI’1’LV—1 1, simí etiil)argo, los

segllti(los, al itt ¡linar pél>t i(105 (le las profeímtas dcl core o cíe la cus ucíl ai cotí (lomil i u ¡os

ititiltí mio rreact ¡ ~‘cstipo específicos, puíedem u llegar a <1 iscrímiii mía r cm mt me el los (1 4a 1 y’ cols.

1991; lIjelle y cols., 1991; Goubait y’ cols, 1993; Rudolplí y 1,al, 1993). La
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ideiitiflcación dc epítopos i íxmíí uííodotmi i míatites cmi las proteitias gag, pol o cmiv de

LITLV—I y 1I’I’LV—I1 es ttmmi<latííental pat-a la m-ealizaciómx de imítííutioemísayos basados

cmi péptidos simítéticos (Lal y cois., 1991a; 19911); 1992). Los equmipos coníerciales de

ELISA vax miami cmx el gm-ado de espcc ¡heidad y semisi bilídad, 1)5>1’ eso líay m-ea lizados

mutíclios est umcl ios comiipara mi<lo la deteccio mi (le a mil it- nerpos especiticos comí el ti mm de

valorar la eficacia dc dichos equipos (Klimíe y cols., 1991; Cosseíí y cols., 1992).

Los etísa NOS (le comxfi m-miíaxcíomi <le los m’el)ct ida mííemíte rcact i Nos cm> ensayos de

ELISA somí el w’estermx blot (WII), cuyos criterios de imítem’pretaciciíi recomííemidados por

la OMS sc esquemuatizamí cii la tabla III (11/110, ¡99<>), iíízníumíotltmorescencia (¡FI) y

la madioi mxnxtm miopm-eciJ)itac iómx (Rl PA). 1 ~osemmsay’os tic NY U hasta aliom’a (amíípoco pod íamí

diferenciar los dos tipos dc virus, simí emiibargo, se estíimí imícom-poraxíído proteimías

recc)tiibimiamites tipo esíccíficas que sí lo liacemí.

‘l’AItJ~A III

Criterios de interpretación del ensayo de WB para IITLV-I/I1

Positivo 1 banda cii cmiv (gp46 y/o gpó 1/68) y’ 1 l>ami<la

cmi gag (1)24)

Negativo mm bamídas especiFicas

Indeterminado Otros íerfiles míO comisiderados comiío positivos

O miegat i vos

Algu ixas <le estais prol cítias recomíi bi mia mítes ím ti 1 izadas p rocedem (le la

glicoproteimía de la emivutelta gp46 del ¡¡TI ~V—l(1(1>—U 1 m-esiclmmos 166—201, N’ITA—4

residuos 129—203, NITA— 1 mesidLmos ¡62—209), turne sólo reacciomiamí u>mí sueros pOsitivoS

para H’1’LV—1, y de la glicoproteimía de la etívuelta (leí IITLV—Il (1W—lIB residuos 96—
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235, G112-KLS residuos 157-205, G112-K55 mesidtu>s 162-205) (Uheii y cols., 1990;

Lipka y cols., 1992; Roberts y cols., 1993).

Persomías con umí perfil imídetermimíado por WB estámí raramnente imífectadas por

cualquiera dc los virus, y cmi las que sí lo estámí, la repeticiómí dc los emísayos

frecuezítemeííte demuestra reactividad (Klíabbaz y cols., 1992). hay estudios

realizados con lEí utilizamído células MT-2 (IITLV-I) y Mo-’[ (II’i’LV-II) cmx los que

se observa umía diferemícia sigííificativa de reactividad comí sueros positivos para

11’1’LVI o para 1I’1714V—1I (Gallo y cols., 1991). Simí cmiibargo, mli) to<los los sueros

positivos puedemí ser tipificados conio IITLV—I o IITIN—Il usaiido estos eíísayos. En

estos casos es míecesario el uso de otras técmíicas comíio la PCR o el aislaníieuito vírico.

Detección de antígeno

Exislemí varios íiíétodos dc detecciómí <le protelímas especílmcas emítre los que

destacamí ensayos iuimnunoenzimáticos (EtA) que detectan fumídaíííeíítalníemíte la p
24

de los 1 1’I’LVs, la IEI idi lizamido ami t icucm-pos miiomioclomialcs o símero de paciemítes

seroposití vos y la microscopia electrónica <ME) que ayuda a establecer la morfología

de la partícula vírica. Otro tipo de detecciómí de amítígemio se realiza mediante la

medida de actividad emízimííática de la proteimía tramíscriptasa imíversa (RTA).

Detección de ácidos nucleicos

¡tI pi-ocedizuiento más sensible para la detección dc material genético es el de

la amupí ilicacio mí mued iamite la téctí ica líamiíada m’caccmóti cmi cademia de la poli merasa

(I>CR) (1)uggan y cok, 1988; Abbott y coK, 1988). Se utilizan umí par de

oligouucleótidos que flanquean una región del genozna vírico para que en posteriores

¡‘omídas de hibridacióuí, politííerizaciómi y desmiaturalización, se obtemiga al fimíal umía

ainplificaciómx expomíemícial de la secumemícia tlati<íumeada pcn- estos oligomitmcleótidos,

perníitieiido así una miiás fácil det ecciótí <leí iiia ¡ e¡-ial genético (Elirí idi y cols. , 1989;

Heneine y cols., 1992a; 71’uke y cols., 1992; 1)e Momitalemíibert y ccils., 1993). El mííayor
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problema dc estos míxétodos es la apam-iciómí de falsos 1)Ositivos p<~ comitamiimmíacmomi cmi

el momento de la manipulación tic la níucslm-a (Kwok y cols,, 1991».

Otro mííétodo de detección de ácidos miucleicos es la hibridación iii sifl¿ cii la que

se utilizamí somidas mimarcadas específicas sobre célímías imífectadas semííbradas cmi umí

portaobjetos.

Aislamiento

En casos de resultado imídeterníimíado por las técííicas serológicas amites

mnemícioiiadas, se realiza umia extracciómí de células niomiomiucleares (PMNCs) del

paciente y’ se íííamítícmíemí Cmi cocult¡vc) comí PMNCs dc dotíamítes durante 3—5 seníaíías,

pcrmiticiído así la reputación y expaíísióií dcl virus (hall y’ tuIs., 1992>. El virus

puede ser detectado emítomíces cmi estc>s címítivos por EIA íi24, lid, ¡‘Cli o hibridación

ni sUn. La des vemitala (le este miiétodo es gime el címíl i yo in riba <le las cél u las es umí

proceso largo que mío permute [mmidiagmiostico clímíico rápido.

3.2 Modos de transmuismon

Los miiecamiismiic)s de tratísmiiisiómí del 1I’1’LV—I SOtí pritíciímlíimeiíte los siguientes

(Murplíy y cols., 1990):

I~erinataI: las muadres imífectadas puedemí tra¡ísmnitir el virus al feto o al mícomíato,

smemído el iiíodo dc t m’a mísmíxisió mí a (ni vés <leí <lesplaza mii icixto tt-amisl)lacemita mic~ de

linfocitos matertios imitectados (Fugimio y cols., 1992; Leda y’ cols., 1993>, o a través

de linfocitos infectados localizados en la leche níatcrna (Narita y tuIs., 1989; Ando

y cols., 1989; Nagamiíim¡e y cols., 1991). La eUmcicmícia de tramismííisiómí del II’1’LV—I a

míiños alimemítados con leche níatermía es de 15—25% (Sugiyamiia y’ cols., 1986; Ilemíeiííe

y cok., 19921)). En un estudio de trauisnxmsión vertical cmx mxíadmes ímíf’cctadas por

JI’1’LV—I1 no se encontró evidencia de transmisión en los hijos que no se alíníentaron
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con leche ¡iiateriía (Kaplami x’ cols., 1992). Esto iíídica umí bajo m-iesgo de tram,sníisiómí

del H’1’LV—1 1 <le miiadrc a lx ¡jo, si mí cmii ha rgo, la com mí Fecciómí -omi VIII facilita la

transníisiómí del íITLV—II. La transmííisiciíí perimiatal del II’I’LV—I en ausencia de

lactamícía es tatiil)iémi rara (Amulo y’ cols., 1987). 1 ~micstrmdio <le tramisííiisiómí de II’1’1>V—I

emícomítró umí 5% dc lujos de miíadres seropositivas que presemitabamí la imílecciómí

(71’akalíashi y cols., 1991; Ilirata y cols., 1992).

Sexual: El 1I’1’LV—t pue<lc ser tratísmízitido liomiío o lxcteí->scxualmiíemite a través

dc células imifectadas (Cliemí y’ cois. , 1991; Stuvcr y’ cols. , ¡993). 1 4a mini vot- elicictícia

de itifeccicimí es de ho mii bre a mmi ní e r, lo qime pod tía explicar el ¡ micme mííeíxto t-elacio miado

comí la edad cmx la prevalemícia de iíítecciómí en las mixujeres, siemído la míiavoría de las

portadoras iiíayomcs dc 34> años (Kajiy’atiia y’ c>ls., 1986). Uit estudio realizado cmi

Japón sobre la eticietícia de imiteccicití de líomííbrc a muttjer, dctermííimíó tmmí 60.8% en umí

período <le lO anos. Etí tmmí estudí> símiuílam- m-ealizado cii miii íwrío<lo de 10 anos, estimííci

cmi mííemíos dcl 1 % la eticietícia de t ra mmsmíí is ¡(Smi <le mmm Lmjeres a liomíibres. Emí Estados

U mí i<los, a pt-ox i miiaclaiimen te miii 25—34> % <le las pa r~¡as sexuales cíe se roposí ti vos soíí

taiíibién Semopositívos (Kleimimiíami y’ cols., 199<>). Existetí evidetícias (le tramísmnísiótí

sexíma 1 del ¡¡‘lIS”—11 puestas de mmm mii tiesto e mí u mí esí 11(1 jo cmii re mxx ¡mi e res domíammtes de

Estados Unidos, (JLtC muamítemiíati comitactos seximales comm pamejas AI)VI> (líjelle y

Cyrus, 1992).

1>arentem-nl: la tni mis mii ¡SiOmí po m- t m’ai mshmsíó mí o por u so de d mogas p<~ y la

intravenosa ha sido mííuy estudiada cmx Japómí y cmi los Estados Umíidos. La tramísmisión

l)ucdc prod uci m-se a través dc pmod uctos dem-i vados tic la sa migre, pemo, al comit mari<) que

para VIII, solo prcdtmctos sauxgumtxc>s comí células puedemí tramísmixitir el virus

eficienteníengc (herr y cok., 1993; Klein;nan y cols., 1993). La lasa descroconversión

se csti míía cmi 40—64) % cmi los recepl ores (le co mii po míemítes cclu la m-es infectados (Mamimí y

cols. , 1992). La t m-amísmu isió mí emít re po blació mx drogo—de pen <1 ictí le se realiza a través de

la imioctí lació mí de cél tm las i mí fectadas local izadas cmi las agLijas cOtil partí <las (Zel la y

cols., 199<)).
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33 Distribución geográfica

hasta ahora se asu¡iiía que la prevalemmcia <le iíxUeccicím era debida a h1’I’LV—l

más que a 11’I’L Y—II, que se pensabaera ¡¡¡enoscomún. lío>’ en día se dispone de

ensayos serologícos y iííolecularcs (lije perniitemi distiíígtmir emítre utia u otma imífecciómí,

lo que hace posible temíer umia idea mííás exacta de la distribuciómí dc éstas. Cada vez

son minh los estímdios relaciomíados comí la epidemiíiología (tel 11’[LV—h1 (Mmiii y

Blattner-, 1991). Así, las zonas endémicas principales son lapón, Caribe y Africa

Central (Blatímier y cols., 1983; XVI 1<>, 1989: J)elaporte y cols, 1991), pero éstas se

están aníplian<lo hacia Norteamnérica, (Sen ti-o y Sim ni miíérica (Ashcm y’ cols. , 1988;

Reeves y’ cols, 199<>; (?omístamilimíe y cols., 1991; Ramimirez y cok., 1991; ; Imiostroza y

cols. , 1991; Lo mii ba mili y cols . , 1991), f\ lelamies ia y Australia (l’igímra ~>.

Lii la zomia del Caribe se liamí realiza<lc) mxumnem-osos esttidios (le seroprcvalciicma.

En poblaciomí gemiet-a 1 <le .1 ami ia ica se lía detcclads> líasí a u mí 6 </~ <le seroposi ti y idad cmi

poblaciomí gemieral (Murphíy’ y’ cols., 1991), cerca dc umí 3% cmi República 1)<>miiimiicana,

y’ Liii 2.5% cmx Ma m-t i mí ica (Vem-íía mit y’ co ls - , 1987). Los <latos d isl)omii bIes i mx<l icamí que

la semoposutívidad está asociada comí las clases socíoecomiomíiícas minh ba.jas. Lii la isla

de ‘fruí idad se lía euicomí 1 ¡-ado jimia prcva le muela <le 3.7%, 1 im¡m ijada casi cxci usi vaníente

a individuos descendientes de africanos.

Lii Asia la niayor pm-cvaleiícia de 1 ll’LV—l se lo-aliza p¡’izícipalzíien te cix las islas

Ky uslítm, Síu koku y Ok i nawa U aJ)otx) <lo mm<le se alca mita hasta ím mí 15 t4~ de prevalencia.

Ciertas zomnis <le Africa p~um-ccemí temícm- reservorios dc imíl’ecciómí por l1’1’I~V—1.

Se líamí detectado posibles zomias emídémíxicas <lemítm-o dc Gabómí, Chad, Benimí, República

Cemítroafm-ica mía y Zalme - U mí esíud io en Costa de NIarli 1 y’ cmi Za it-e (XYi ktom y cols.

199<>) emícoíí tró a Ita pm’eva le micía emití-e prosí íttmtas, lo qtte sumgíem’e q ime los comitactos

sexuales freemie mí tes pod m-íamí a im mnemítam- el riesgo <le a<hímii m-i r la i mí lecciómí . I>or otra

parte, existemí evidemicias dc imífecciómí por II’I’I~V—11 cmi Africa Ceiítral (1)claportc y

cok., 1991: l)immixas ~‘ cols, ¡991).
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ICíxtre 1)ol)laxciomi aborígemí dc Australia se lía detectado (mmi 8—15% dc infeccid,,

por 1I’I’12V—11. Lii poblaciomí geíícral se ha detectado hasta tmmí 26% cmx Papúa—Nueva

Guimica, y umí 330/o cmi Islas Salomnón, debido a imílecciómí pom 1l’1’LV—1 (Bastiamí y cols,

1993). Sim> emiíbargo, la existemicia <le timia zomia eíidémiiicaí de l1’I’LV—l esíecifica de

Melanesia, sigíme cuestiomíada (Weber y cols., 1989).

En Estados unidos la detección de anticuerpos csíecílicos en donantes dc

samígre es obligatoria desde ííoviemííhre de 1988 (CI)C, 1988). Se lía visto que entre

poblaciotí gemiera1 la pm’e va le m icia se si t ña cmii m’e 0.4>2 ‘4’ y 0.4>8% , segúmí las megiomícs

(Williaíns y’ cols, 1988). Al mííemíos la multad de los domíamítes seropositivos cmx Estados

Um¡idos estámí imitecta<los por IITLV—11, comíío It> demiiuestrami esitídios ín>r 1>CR. Se lía

visto qtme cutre los domiamítes l)osít¡vos nítíclios liamí miacido o liemiemí comitactc)s sexuales

con personas nacidas en ¡ni í?scs eíídévví ¡tos ¡xi r:í J Ji’] A—J . 1 2as zonas couí mayor

prevalemícia se sitúamí cmi Nuevo Méjico y’ Florida domíde hay uimia alta imícidencia de

1 ¡‘¡‘1 A—II (¡¡¡elle y’ co Is. , ¡99<>; K líab ha, y cols. , ¡99 ¡ ) . It mit m-e los Al )V 1’, lmast a el 49%

están imitectados (Lemitimio y’ coK, 1991> y ixiás del 80% dc éstos lo estaimí por IITI<V—II

(Lee y cols., 19891); 1>alunho y’ tuIs., J 992; Klíabbaz y’ cok., 1992). Fuutre prostitutas

alcamíza el 6.7%, siemido miiay’or la imicidemicia umamí<lo somí AI)VI> (1{habbaz y cols.,

199<>).

Muchos países <le Centro y Suramnérica tiemíemí evidemícía de imífecciómí por

í1’I’LV—1. Reciemitemiíemíte se lía descrito que la imífecciómí ¡)or 11’1’1~V—11 podría ser

etídémíxica en ciertas poblaciomíes imidígemias del Nuevo Mumí<lo. Esttmdios

seroepidemixiologicos m’ealizados cmx umí gm-tmpo dc imídios Guaymiíis dc Pamíamixá revelaromí

<jume it mí 5—8% temí la mí a mit iclmerí)os comí t m-a ¡¡TI A”— II (1 ~mi miiio re x’ co Is - , 1994>; Reeves y

tuIs., 199(1). Fmi tribuís imídígeimas de Vemxeztiela se lía detectado hasta umí 13% de

seroposi ti vidad debida a II ‘¡‘1 N—1 ¡ - E mí miii íwíí ¡íeno e.st ud ¡o entre Indios Guaj iios

(Colomíibia) se <lelectó rumí 4.8% (le seroposilividad debida a 1 ¡¡‘LVII (1)uei’xas—Barajas

y cols., 1992). ¡lay’ umí (>4% de imifecciómí por ¡ [‘¡‘LVI emí <l<>miamites <le Bí-asil (Lee 11

y’ cols . , 1 989a ) . Luí Clx ile se lía emíco mil raído iii teccio mí ~>m’IIII~ VI asot’íat<lo a PE’I’

(Carlicí’ >‘ cols., 1988; Vasqtícz y tuIs., ¡991). Lustre indígenas de Colombia y
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Paz-aguay sc lía del tetado el 1 111 Y —i (Zaiuiora y’ tuIs., 199<>).

Emí Europa la prevalemícia a 11711 Ni es baja y’ casi limiuitada a A1)V1~ e

imímnigramítes <le áreas emxdcmiiicas. A partir de jtmlio <le 1991 la <letecciómí de amiticuerpos

frente a IITLV—1/11 es obligatoria cuí Francia cutre doixaiites de samigz-e. La

prevaleuxcia <le la imifecciómí por I1’1’I~V—I/I1 cmi poblaciómí gemícm-al cmx Framícia es de

4.6/ 10<> .04>0. Fmi ti-e poblac idmí AI)V 1> la pm-eva leticia es mii mí y’ va m-ma da, siemiclo de

alrededor dcl 5% cmx Italia (i)e Rossi y tuIs., 1986; I)e Rossi y cols., 1991), 1.3% en

holanda (Va” den ¡ Ioek y tt>ls, 1988>.

Emí España hay pocos estudios m-ealizados emítre pol)laciomi gemíeral o de riesgo

para la detecciómí de amítictmem-pos Ifl’LV—1/I1. Umí estuidio amuplio emítre prostitutas de

<lisí iuítos lLugal-es <le Itspana revelo muí 4L56% de seroposilividad a 11’i’1~Vs (Jtstébanez

y tuIs., 1991). Fmitme AI)Ví> <le Uumipumzcoa se detectó tui 0.5% <le imxt’ecciómi por HTLV—

11 (Cilla y cok., 1993>.

In 1,-ud:,eción 29



4. hETEROGENEIDAD GENETICA

Comííparados comí cl VIII, los ¡lilAs níuestrauí uiíucha ííieííos varial)ilidad

geixética posiblemente debido a los relativamimente bajos míiveles de replicación vírica

cuí los individuos imífectados. Mientras <íuc la diversidad genética y filogenia del

IITLV-I han sido estudiadas cuí prol’umídidad, muy poco se conoce todavía de la

evolución del 1111V-li. Simí eíííbargo, se acepta que cl 1111V-II diverge del HTLV-I

y del STLV—I hace muxuclios mííiles de años (Elirlich y cols., 1992; Gessain y cois.,

1993).

y __ — — — — BLV

-. ____ .Senminola

— - — (itt;tymi

1 l’l’L’S’—ll
— ~‘ _______ ‘ L ‘lidias

K -—---__-- -~ Mcl’

í ¡‘í’mx—m ~- -- ~ Papúa Ntmeva (limimwa

— - ---—~————~—-—---— — Isla Sal o mmi n

—— 1 —— (‘aFihe

1 L. ~ Japón (rs mt

Norte Amiíérica

- - S’I’LV-l

40 9 8 2 6 4 3 2 t O

Esquema de las relaciones rmlogenétie~is de los I>TLVs

Figura 5
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Estudios de secucííciacióuí genética realizados emm varias cepas de 1I’I’LV—I

m-ccogidas cmi distimítos lugares <leí mii u mido mcvclaii q nc las variaciones de u mí mínclecitido

cmx la niisína posiciómí podrían determmiimiar el origemí geográfico (le los vii-ns, pero mio

mevelamí míiíígu mía intormíxaciomí sc> hmT las posí l)le patologías mrlac¡omíadas (Iiaemí ke y

cols., 1990; Kiuíoslíita y cols., 1991; Shulz y cols., 1991; Ratmíer y cols., 1991;

Koniurian y cols., 1991).

La gramí similitud emítre las cepas dc II’1’LV-I de Africa occidemítal cc>n las del

Caribe y’ Auiiérica (leí Su m, imíd ita qume a lgu mías líamí podido ser imít mod ¡mc idas cmi el

Nuevo Mundo a través de imidividuos ¡mífcctaffi>s <luramíte la época de esclavitud y que

estas cepas sufremí tmmia uiíuy l)aja vamial)ili<lad gemiética (Gm-ay’ y cols., 199<>; Gessaiuí

y cols., 1991b; Gessaimi y cols., 1992; 1)ckabamí y cols., ¡992).

Los aislados de ,Iapómí, Caribe y Africa <londe el I1’1’LV—1 es emídénílco, la tasa

mayor de di ve rgemicma cmi t m-e d ifem-en tes aislados se est iiima cmi tu mí 3.5%, pero

generalmente es níejior que ésta (N’Ialik y’ cols., 1988; Gz-ay y cols., 1990; Paijie y

cols., 1991). La mííavomia de las difcm-emicias <le mítmclcótidos somí mnuitacíouxes puntuales

y no se correlacic>míamí con la patogemíicidad dcl virus (I>e 11K y cols., 1991; Ehrlich y

cols., 1992). Por cl comitrario, existe ummia divergencia dc más (¡cl 8% emítre el prototipo

II’I’LV-IArK (japómí) ~ unas cepas recicuxteníemíte aisladas de distiuítos lugares de

Melanesia (Papúa Nueva Guumica e Islas Salommuóií)(Gcssaimi y cols., 1991a) y Australia,

que por otra parte presemitan umía gmamí divergemícia emítre ellas (las dc Papúa Nueva

Gtuimíea varíaimí umí 4% dc las de las Islas Salomi¡cimi)(Babomia y cc>ls., 1988; Gessaiuí y

cois., t991b; Vamiagilíara y cols., 1991; Gessaimí y cols., 1993).

Podría ser qttc estc>s umnevos auslados mepresemítemí distimítos sul)tipOs míioleculares

del HTLV—I y podríamí temíer propiedades biológicas úmíicas. La figura 5 mííuestra un

csqtienía de las relacio mies li logemiét itas 1>1’ lAs cmi m-elacío mí comí 5Li lxomiíología de

secuencia en gp2l, gp46, L71’R, pX y pu1 (Slíermííamí y cols., 1992; I)ube y cols., 1993).

Estudios basados cmi dileremicias cmi los sitios dc restricciómí de la regióíí del gemí
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cuy del II’JTV—II, qtmc codifica pal-a la proteimía tm’amismiiemuul)rauia gp2 1, hamí podido

difercuiciar dos tipos de aislados clam-a¡ííemite difercuiciados. Estos dos slmbtil)(>s sc

demxomimíauí II’1’1~V—I1A y’ 111EV—lIB y l)rcsemitami umía divcm’gemicia (le al mixemios el Sa/o

(líalí y cols., 1992>. Se líamí realizado diversos estudios cmi el gemí pu1 debido a que la

trauíscriptasa imíversa es esencial cuí el ciclo biológico de los retrovirus y sufre

presmomíes selectivas que níamítiemíemí umía comíservacuomí dc secuemícia a lo largo del

tiemíípo. Míemítras que existcíí iiiultiples recomiibimiaciones en las sccuemicmas cuy cutre

retrovmrus poco relaciomiados, las secuemícias pol rcllejauí íííucho ¡tías fielíííemíte sus

relaciumies lilogemiéticas (McClmtme y’ cols., 1988).

Ilasta cl miiommient(> sólo el aisla<lu <le 1I’I’LV—I1 NIo’I’ lía sido cxtemisamuieuitc

estudiado y secuenciado por completo su genouíía (Shiíííotohuío y cols., 1985). Los

hasta ahora pocos aislados de II’I’LV—II dc diversas regiumíes ge>gráficas sólo hamí sido

parcialmneíítc secuemíciados. 1)tmbe y’ cols. (1993) líamí analizado gcmíéticamííemite varios

aislados dc 1I’1’LV—I1 procedemites <le distimítas zomias (leí comitímmemmte atiucricauio,

incluyemído aislados de Imídios Semiiitíolas cmi Florida, (hmavmíiis cmi I>amiamiiá y Tubas cuí

A¡’gemíti mía. Secuemicia m-umi m-cgiotmcs <le í>c>l, ¡4’1’R , cmiv- y’ l>x q LtC comí u pa ni midolus comí el

prototipo Mo71’ les períííitió segregar el grupo de los l1T1~V-II cmi dos subtipos

gemíéticamuíemíte diferemíciados. Esta sugeremicia es la mííismuía qtíe la que propomiemí hall

y cols. (1992) comí sus aislados míorteamííericamx>s.

Por lo tamíto, existemí al muienos dos sLmbtipc>s de 1H’LV—1I. Los aislados de los

Indios Scníinolas, Guaymííis y Ic)bas y algunos aislados uic)rteauiiericalios

probablemente se puedan incluir cmi el subtipo 11 propuesto por hall y cois., mientras

qtue las variamítes m-cstamítes de 1I’I’I~V—II, imiclmmud> cl pí-ototipo Muí’, l)(>dríami ser

clasificados comuicí subtipo A.

Los resultados de varios laboratorios sugieremí que cl gmupo de los virus

limífotrópicos <lc pritííates (P’Il~V), incluyemído el S’I’LV—1, lía sufrido rumí relativo

(comííparado comí VIII) Icuito y’ uzmíifo rmíme proceso evolutivo, comí la divergemicia del

Ifl’LV—hI de mili amícestro cuniimmí a S’1’I ~V—Iy 1 l’I’LV—l hace mííiles de anos. Se ha
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propuesto que cl STLV-I y el 11’1I ,V-1 se origimíaromí cmx Asia, Africa o Australia y que

por tramísuíí ismomí vertical y hom’izomítal se eNtemm<l ieromí hacia Melamiesia , cl Nuevo

Mundo y Japómí (Gessaimí y cc>ls., 1991a; 1991b; 1993). Se piemísa qime el IIThV-1 llegó

al lícunislerio Oeste hace alrededor dc 4<)<> años por los comíxerciamites de esclavos

europeos (Gallo, 1991).

Por el comitm-ario, debido a qtue el 1 I’l’l~V—lI se lía cmmcomítrado cmi poblacicimí

indígena americana, éste podría haber llegado al Ilemisferio Oeste hace 10.000 6

5<)Ái00 años comí la llegada de imímuxigramítes procedemítes de Siberia> vía estrecho de

Beriuíg - Si esta hípotesís fuzera cierta, uímío podría esperam míxás diversidad entre

diferentes aislados (le 11’1’LV—Il qume emití-e los aislados de ¡¡‘¡‘LV—!.

Debíffi> a que el graido de divem-sidad visto emítre aislados de 1I’1’LV—II del

Ilemuisferio Oeste es tamí grauidc comíío el visto emítre los aislados (le 11’I’LV—l del Nuevo

Mtindo, los I1’1’IA”—1 de Melanesia (Saksctíax y’ cols, 1992), y’ cl S’1’I~V—1, se puiede

concluir que la líeterogeuiei<lad emítre los II’I’1~V—11 taníbiémí represemíta míxuclios miles

de añc>s de evoluciomí (por sul)uesto, suipomuiemi<lo íuie las pm-esm>mxes selectivas seamí

similares para los dos tipos de virus). Si esto fuera cierto, mío parece probable que el

II’I’LV—I 1 haya llegaido ami N tievo N’Iummid> pc>r it mi simiipíe grtipo dc en m-ol)eos y alricaímxos -

Es uííás probable que el II’HX—II estuviera presemíte cmi la poblaciomí imídígena

auííermcamia y’ /o <íume est u y jera presemite cmi div em’saís formitas emití-e los i mí mí m igm-amites al

Nuevo Niuzudo. El hecho de que el ¡I’J’J~VI¡ sea eimcieim¡íco en muchos grupos

diferentes dc 1 íídios americanos y’ que los i iidios ( ~uav II> is y’ ‘lobas se lían mantenido

aislados de los cuz-opeos y africanos (Jesde hace 504) años, indica que al menos el

subtipo B de los JITLV—I1 estabapresente en la población indígena pre—Colomhina.
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5. TERAPIA ANTJVIRICA

hasta ahora existen pocos <latos y’ cst¡md ios m-claícíomiaidos comí la tcmapía y otras

estrategias í’elacuummadas comí vacumias para la pm’eveimción o coutv-ol dc las infecciones

por II’1’LV—I o i1’1’LV—II. Esto posiblemííente sea debido a que el riesgo de umí

imídividuo imilectado por II’I’IiV-I adquiera lcuccmuia/Iiuifonía de células ‘1’ dc adulto o

síuídronies degemierativos micurológicos comíío la muí¡elopatfiu/paraparesia espástica

tropical, es de 1-5% y 0.25%, respectivanmemu(e (Palker y cok., 1992). Adenmás, hasta

el muonzento no existen evidencias (le una ,-elacion eíitre Ja iíiteccioí> por JJTLV—11 y

u mía patología cía m-a , excepto para uí u m tipo (le tmk-o leumcemií ia -

Una aproximuiaciómí a la terapia axmxtiv (rica para II’I’l.V—I/I1 podría estar dividida

cmi, (a) ageuítes qtuímííicos guie iníxibemí la replicacióuí vírica y (b) agemites biológicos

comu<> interfemouíes o toximias (tabla IV).

El AYA’ (3’ aízi do—2’ , 3’ —desoxi ti iii idi uní o zidov mdi tía) es u mx a mialogo dc mx ucícósido

qtme iuíh i be la mcpl icación ta mito del VIII co míío <leí II’1’I 4V—1 bloq tmeamido la e lomigaciótí

del ADN duramíte la símítesis de AI)N vímico. Otros aimiálogos <le nucícósido que luilílbemí

la replicacion vírica son el ddC (dides>xicitidimma) y el ddl (didesoximíosima) que líatí

sido probados para el caso del VIhI. El AZ’F y cl ddC pímedemí imílíibir la iuifectividad

del HTLV-1 para células 1 (3)4 ¡u rin-o (Matsushita y cols., 1987). Además, altas

dosis de AL’]’ podría i nJiil)il- la iii tegraciozí províl-ica en miii mimodelo experimental de

leucemia de células 1’ <le a<lulto axsociadaí a 1I’1’1~VI cmx comiejos <Isouic> y’ cols., 1990).

Siuí cmxi bargo, se ha visto q ¡me la ad miii míist racíd mí (le A’/J’F aí paciemítes con

muí iclopat ía/ íínpaí resía espást ¡ca 1 roíncal mus> ¡>mod Lmce muiejoría cl imí ita.

Los polisacáridos sulfatados (sulfato de dextramio, sulfato de lcmítimíamíí) y los no

sulfatados (E—U—] 2EM, extracto <le Le,,iinus cdocies mvcelia) tíemiemí activi<la<l aímítivíricaí

para VIII—I y para II’I’LV—I imí vitro. Emí este caiso sc vio que estos polisacáridos

ínliihe¡í la infección vírica libre de céluxías cmx VIII—I /2 y la formacióuí de simícitios en
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VIII—1/2 y l1’1’1V—I (‘1’ucliikmirax y cols, ¡989). Se piemisa que estais suustaxuicuas

imiterfieremí cmi la imitcmacciómi virus—receptor cmx los estadios temíípranos dc lax imiducción

de la fusiómí.

La metilación provímica juega un imíxportamíte papel cmi el couxtrol de la

transcripciómí retrovírica lxuuííamía (Bedmíarik y cols., 1987), aviar y murimía y tamííbiémí

está asociado la latencia cuí virus AI)N dc tumííorcs. Sc lía visto que los aislados

pruvíricus ¡mí vivo estáuí hiponíetilados cmx las regiomíes de LTR y tax.

Paraílelatíiemíte, las secuemícmas províricas cmi la lítica celular NI’I’—4, que es baja

productora dc virUs, estámí Fuertemixemite muietiladas. El trataimuuicmmtu de las células M’I’—4

con agemíte hipomítetilamíte 5—azacitidimía resUtíta cmi umí imícuemímemíto de la expresión vírica

iii vitro (Saggiuro y cs>ls., 1990). Este estutdio sugiere qute la mixetilaciómí podría

couítr¡buir a la latemicía y re<lmicur la cxl)rcsiomi vím-ica del II’1’1~V—I.

La miristolación N—termimmal de los pmecnursores gag (1>r55”’) del I1’1’LV—I y VIII—

¡ se l)iemisa gime facilita el emisamuil)la¡e ‘-¡‘mico por la asocm:mcmoti del N—tem’muiimial <le la

mítolécula pmectmrsom’a comí la pat rtc i mí (em-mía <le la bicapa Ii píd ica de lais células

mifectadas ami tes de la pm-oteol isis y’ de la fom-muiaciómí <le la caí l)sidax . El N—mii i m-istoil

glicinal dietilacetal, imiliibidom- de la pruteiuía N—muíimistoil tramisferasa, previemie la

mniristolaciómí de la pir dcl 1171’LV—I <Slíoji y cols, 1988). El bloqueo de la tormnacióuí

de la cápsida con agemítes ~ itixpidamí la míxiristolaxciómí podría ser importamite cmi la

preveuíciómí del emísamííblajc vírico.

El inhihidor de la protein—quinasa 117 bloqímea específicammiiemite la> aícuímiiulaicióií

de ARN mxi gag—pol i mili i l)icmi<lo la Icis lo mi laciómí <le rex (Adaclíi ~ co Is., 1994>). Los

niveles dc la pmoteímía gag decrecemí simí aiparcmxte eamííbio cmx los mxiveles de las proteimías

de la cuivuelta. Pum- tamíto, la toslot-ilaciomi (le rex se reqímiem’e l)atm~al 1am propia rcgtmlacuouí

<le la acuní ulacióuí cítoplas míiát ica <leí A RN mii mío pm-ocesai <It>.

Laí muerte selectiva de las límicas celulares tramíslormiuadaís ~><>i’1 l’l’l~V—l St’
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llevar a cabo con timí mí—í>cmítil eter de damiíaívarmcmmxa Fe (I>VFc), umí derivado de

estreptovaricimía C (Ito y cols., ¡989). Este cumíípuesto axctuiai ímicremiietitamid<> el flujo

de Kt sólo dc las células imífectadas por 1I’I’LV—l.

TABLA IV

Terapiaantivírica para 1I’I’LV

Ter-apia

Química

ALT

Polisacáridos sulfatados y no
sulfatados

N—uííiristoil glicimíal dietiacetil

Inhibidor dc la proteiuía 11-7

mí—Pemítil éter de dauxíavarícimía Fc

Surauniuía

__________ Biológica ________

Imíterferouies alfa, fl y gamixtíxa

1~rostaglauidimía A

Muutamite rex

ARN auítisemítido

‘terapia dim-igida liaxcía cl recel)tom de
la II~-2

Mevanis¡iio dc acción

¡¡mli ube la reíil ¡cacion vírica
bloqtmeauido la elongaciómí del ADN

tu terfiere en la iii tez-acción vz,~ris—
m-eceph>m-

¡110(1mica la miii ristolaciomí de 1>1 9gag
del JI’J’1

2V-l

Imihibe la fosforilaciómí dc rex

El i miii mía las ¡<micas cclii laímes
tm-attstum-mííadaxs por II’1’l~V—1 míxediamíte
la destrucciómí de las Irmuiciomies de la
miie miii)ram mai

1 nlí i l)e la tuamíscrí l)tasai i mí versa

Perturbamí el euisamiibla~c y la
jiberaciomí de partículas infecciosas

Suu pmi míxemí la e xí>a mísiómí clomia 1 dc
ccl um las iii Fecta<las

E miactivaciomí trammsdoutiímíami(e de la
exl)m-esiomi gémíica

Illoquca la tí-aducciómí dc p44>taíx y las
secímemíctas señales cmx IiI’R necesarias
pa¡maí la rcp 1 icacídmí y inca
ARN a mii isemxt ido

El i miii mxam las cél luíais II ~—2R
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La sur-a¡nina, tu mí dem’i va<lu <le tu m-ea misa<Io cm m el t mal a muí ¡emito dc la

tripanosomuiasis y’ c)micoccrcosis, puede imíhibir la auctividaid traimiscí-iptasa inversa de

varios retrc>virus amíímííales y humííaímios imíclruy’emmdo 1/111—1 y’ II’I’LV—I (Pesce y’ cols.,

1987). Bajas comícemítraciomíes de suraníimía pudríamí reducir la imífeccidmí por I1’1’14V—I

de limífocitcs dc cordón umííbilical. Simí emíibairgc, los uíivelcs <le ARNmuí vírico mío se

redtujeron cmx los limífocitos de cordcimí imífectaidos.

Los interferones (lEN) alfa, II y ganímna son capaces de revertir la

imxmuuiosupresmc~n mmiducida por ¡ I’l’LV—l cmi cultivos de samigre de cordómí líumííamía

(1)’Ouíofrio y’ cols., 1994)). El IFN—B prudtmce umí míicjoramuíiemít> clínico tramisitorio en

paxcicuites comí LI~’I’A ((>ka y’ cols., 199<)). Ita»’ estudios emí que la imímíxortalizaciómí de

PBLs humnamios cocultivados comí célulais M’I’—2 irradiaidaxs letaílmíicmíte se bloquca cii

preseuícia dc 1 FN—al fi y —fi m-ecotmm bi u ma mit es, ¡ mo ohstaí mí te, el 1 FN—ga mii míía mecoiíí bi míamíte

zio bloquca la í¡ímííortalizaciómí ni a altas dosis ((>kaí y cc>Is., 1992). Existemí dos vías

pam-a las fu míciomíes amíti y (ricas <le los imite m’fcm-omics; 1am y íaí dc la proteimí—q mii nasa

dependiemíte de ARN de doble cademía y la vía de la simítetasa 2’-5’(Ami) (Pestka y cols.,

1987). El míiccamiismiío amitivím-ico (le estas vías cmi la traduicciómí está biemí cstal)lecido,

pero es uííportamíte saber cómíío, los imíterlerouxes, ejercemí su Función cmi las fases

teulípranas de lax imífecciómí por Il’I’LV—l . ¡MS posibles muuecammismuus podm’íamm ser: 1)

cauíibios cuí el míñunero o distribuciómí del receptor virico, 2) camííbios en la miicníbra¡ía

plasmática que imíterruuíípeuí la fumsiómí dcl virLms a la célula, 3) caímííbios en

conípartiníemítos subcelularcs c> emí el auiíbieuite citosólico que imíterfieremí comí la

trauscriptasa imiversa o comí la imítegraciómí. Estas aícciomíes de los IFNs imídicamí varias

posibles vías por las qrue ptmedemí imíterm-rmmíipir <limectaí o imidirectamiiemite cmi la

replicacioui <leí ¡¡‘¡LVI (I)’( )miofrio y cols., 1992>.

Las prostaglandinas de tipo A (PCA) tiemíeui propiedades amxti-proliferativas y

amítivíricas. Bloq ueax mí la pí-ol ifem-axcicimí de CII L i mdccl ados y su pri mime lax prol i leraciómí

de la límíca M’I’—2 tramisfurtííada por IITLV—I (I)’Omiofm-io y’ cols., 199<>).

Sc Ixauí deliuxido ciertos mutantes rex de II’FLV—l qume mijamitienemí la capacidad
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(le local izarse cmi el mí úcleo ccl tm 1am- pe mo mmo t iemle mm la capacidad <le mi mcd ¡att’ la exp resiómí

<le la pm-oteímia Cmiv <le pemí cl iemí te de m-ex . II mtos l)l:iSmil i dí>s q tic 1 lexa m’a mx geuíes mii rmtaí mítes

rex tm’amísdomíiimíautes podríamí imillil)ir cOmmi¡)etiti~au1ucmIte la lutmíciomi tic la pntcímia rex

de t ipc sal va,j e, así comíío a m-ev <le! V 111—1 , m’esu 1 tai mí tío emí uu mía iii ¡mi bic iómí dosis

depemídiemíte <le la cx¡)mesidmi de los gemies estructtmralcs víricas cmx célumías (SOS

(Boliui lei mí y’ c<>ls. , 1991). Se lía smgem-ido q ume esta 1omiíia <le rt’íimtsiomi gé mí ¡ca vím-ica

podm-ía scm’ uusat(lai comtio ummm imíuiuummmogvmmo uitm’acelutlat’ ííanm Iíloqumeam- la m’cí>licac¡omi

úrica.

El tu~> dc vectores metrox’íricos para expresar ARN antisentido codilicamído

secuemictas 51 iI’R eseuxciales l)axra la> expresiómi gémiica y inca y’ sectíemícias codil’icamido

la m-egió mí pX comm-espo míd iemít e a laí pri muera k i lobatse <leí gemí ta x de A l)Nc, 1 levamí a

med uci r siguí i licat iva míiemit e laí u-e 1>1 icaciótí <leí III’] Y—] y la iii mxii ímtaí 1 i¡ac iómí <le Ii mi locítos

de cordun (Vomí Riudemí y culs., 1989).

Umí anticuerpo ¡nonoclonal (aimíti—’1’ac) dirigido comitm’a laí cadena alía <leí m-cceptor

de la IL—2 sc lía usado comí éx ¡tu e mi el t m’at aiim ieíí tu tít’ p~ ien tes comí LI iFA i vid ticido

por IITLV—I. Este auxtictme¡-po es capaiz de bloqumear la utíiómí de la II~—2 a la cademía

alfa <le sum reccpl or. Li m-ecel)t ot- dc II~—2es miii:> tija mía mi ti 1 para la terapia mmmcd iada por

anticuerpos, porque síu se expresa en las células en reposo ~‘ sí en las células

trainstornlada5. (>11-a ~O5I tic lera pía en [nícienfrs con LI~’¡A es la u ilizacicimí de una

miniuinotuxuuma reconí bínaimie consisten t e en así 1 í—J ac ni> i<la a una. poz-ción de la

exotoxina de l>seudwno,,as (Walduuammmm y cok., 19S8; XVatl<lmttamtn y cois., 1991).
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2

OBJETIVOS



1. Estudio de la prevaleuícia de la imífeccicití por 1I’I’LV cmi: 1) población general

(dcníaiítes de sangre), en uit país africano (Guinea Ecuatuz-jal), y en dos países

europeos (I>ortugal y’ España), diferemiciamido emítre la imifecciómí por II’I’14V—I y’

II’L’LV—II, y’ 2> pohíaciómí con prácticas de riesgo: adictos a drogas í~>r vía

pareuíteral (AI)VI>).

2. Estudio de imífeccidmí por 1111V en patologíascuúineas relacionadas con

ret¡oviruís: Micosis /ñngoide.

3. Estumdio <le las cam-actcrísticas de la tnumsmnisiómí <leí 11711 A’ cmx ummía parda de

seropc)sitil’os a 11114V y cuí los miiiemiil)rOs (le sui tamiiília.

4. Auálisis del fenotipo de los posibles virus aislados cuí las poblaciomíes estudiadas,

que imícltmi rá um mx est ud io <le i mí Iecc iomi a 1 ímieas ccl um 1am res (le d iIem-e míte Ii míaí,j e y’ tmuí

emxsayo de semisihilidad al amitivírico zidovumdimiaí.

5. Análisis del genotipo de los posibles virus aislados, comí el timí de relack>míarlos

con los hasta ahora descritos cmi otras aireas geográficas.

6. Estudio la variabilidad genétiri, tamíto iii vivo comíío ¡u vifro, de lc)5 posibles

amslados.
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3

MATERIALES Y METODOS



1. CASOS ESTIJI)IADOS

11. Treinta y sems sueros repetidamente positivos para II’ITV en ELISA procedentes

de Guinea Ecuatorial y 6 muestras de sangre completa del mismo estudio.El

estudio de prevalencia de 1I’I’14V—l/I1 serealizó cmi el Ccmítrcí Iíispaíio—Guimíeano de

Emíferunedades ‘tropicales (IIsp. Gral. cíe Malabo) y dirigido por la Coopcx-ación

TécnicaEspañola cmx colaboración del Instituto de Salud Carlos 111 y el Nliuiisterio

de Sanidad de Guiíxea—Ecuaitou’ial (PrograíííaNaciomíail dc l4uíclía Comít¡-a el S11)A)

durante 1990. Se analizaron 1.129sueros procedentes de donantes (aprox. 70%>,

cuixharazadas, pacicuites comí emífermíxedades dc tramismuimsmomm sexual (E’1’S) y

tuberculosos. La mayoría procedeuí de Malambo y Bata, pero tamuíbién de Ebebiying

y Luba.

2. ‘1,-eec muestras de suero y sangre heparinizana par-a confirmar, procedentes de

un estudio realizado entre I)ommamítes de Sangre de Portugal. El estudio se realizó

a mediados dc 1992. Se estudiaromí apruximííadamcuítc 12.1)00 sucí-os.

3. Veintiséis muestras para comufirmnar, procedemites de un estudio realizado en

Bancos de Sangre de varias Autonomías españolas. El estudio cii los B-auícos de

Sauígrc sc realizó emítre los fliC5t’5 (le septiemííbme y uiovieuíibre dc 1992. La

distribución de las Automiomíxías participamítes y el número de muestras analizadas

por ellos se mítuestra cmx la figura 1. Se auializaromx 21.921 sueros.
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1Distribución geográficay participación
de los Bancosde Sangre(Nz21.921)

--Ii

1
Ex

E (JI ¡)¿)UI ChE

77

‘‘E!

Su-’o’s 211=3]j’’ÍE(JOS (Vi 2V)

Figura 1

4. Cientocuarenta y nueve muestras de sangre completa procedentes de población

adicta a drogas por vía paremíteral (AI)VP) (Patriarca) en España. Se reccigieromí

datos sobre sexo, edad, tiempo de drogadiecióíí y tipo (it’ <lrogaí utilizada, así como

viajes realizados cmi los uiltiníos años y commtactos sexumales coí> distintas parejas.

5. Cinco muestras de sangre total pertenecientes a una misma familia. El lioníbre

es AI)VP, la uxunje;- es píostituíta, mío AI)VI> y seropositiva a I1’I’LV. Se estudió cl

caso dc uíía Iii ja reciémí uíacida y dc dos hijos muayom’es.

6. I>os muestras de sangre conipleta de individuos AI)VP y VIII seropositivos.

7. Veintidós muestras de AI)N procedentes de patologías cut4mmeas, micosis

fungoitie.
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2. LINEAS CELULARES

Se lía mi mi ti í iza<lo dos ti Pos dc líticas cclumíares pri uíiam’íais; Ii mi hwit os <le saíígre

(le cordómí Lmmiil)ilicai (CBl~s) <le dotíamile seu’omiegatix-o a ¡ I1’LV—1/I 1 y’ :¡ VII 1—1/2 y

limitocitos de sauígre periférica (PIILs) <le doti:tmíte scr(>negativo a 1 171’l 2V—l/I 1 y a

VIII-1/2.

Las 1 ¡‘micas ce í tu lares estal)lecidas tmt i 1 izadas ha mí sitio MT—2 (1 imíca Ii miloide

CL)4’ IMiy’oslii y cols., 19821 e itifectadas por IITI4V—1; cedidas por el I)r.

IXD.Riclímuíaín.), C3/44 Mo (limmca limiloide imílectada por 1 FIL V—II), MOIA’—3

(liíífoi<le), lIuT—78 (limmfomiia cuitamíco <le células 1’ [Popo”ic x cok., 19841), CEM

(limíloide), Raji (limílommia (le BLmm-kítt) 13937—2 (limulommiam liisliotít ico Summídstr¿imii y’

Ni lssomí, 19761), TUI>— 1 (Iimífou mía lx ist ioc it ico) y’ III r60 (Iimí Ioi<le)

3. ES’I’UDIO SEROLOGICO

31 Ens’.yo imímunoenzimútico (ELISA)

Para la detecciómí de amxticuuerpos esl)ccilmcos se Cmiil)led uítí cuisaiNO

mx mxx um nocmxzi mííai t ico (Abbot t ¡III Y— 1 VíA; Abbot t 1 4a bomaí lo m-ies) - LI mía di 1 tic iómí 1/4<>

de los suem-os se i mícum bó cotm u tía estera ro<leada <le a mit ígetu> í>mocedcmí te de u mí

lisado úrico de IFILVI de la límíca celutl:xm- 11W’— 11>2.112 duumamíte 1 lx. a 40V.

I)espumés de tm mx lax vatIo y <le ot m-a i mit-ti baciomí comí a mit ícíuem-pos 1 g( de ca bm-a

atíti—lí utixatio conj tígados cotí pe moxi dasaí d u m-au ite 34> lxxi mí. a 40V, se añade umía

sol tmcion comí ( )1>1) (o—I’euí i 1<1 iam mxxi uía) y- sc i m icu bó (1 Lm m-au mí te 34> liii mí. aí ‘¡‘A, patni mí dose
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la m-eaccio mí co mí ácí <lo su 1 Id m’ico 1 N . 1 ~O5 res um It a<los se a mial iza mt>mi cmi umí

espectofotómííetro (Slíiníadzu> a 492 uiumí. El eímsax-o se realizó segtiim las

mmístrucciomíes <tel taibricamite.

3.2 Inmunofluorescencia imídirecta (IFJ)

Para la detecciómí cte aímiticumempos amíti—IITLV se umtilizaxromí células M’F—2

(imílectadais por 1 I’1’l~V—I) y’ 1 Iuu’I’—78 (mu> imílectadas> mmíezcladais cmi uimia relacioui 1:3.

Se lavam-omi t mes x-eces cii sol utciotx sai Ii uía tatilpotiada comí fosfatos ( PBS: NaxCí 137

mmmN’1, i{Cl 2.5 uniX ¡ , Na, 11 l’O~ 8. 1 mi iNI l\’’~ 1>04 ~l 1 7.4> y se sen> bi-aron 14)~ <‘élumías

cmi cada¡ pocillo (le ummí pom-taobjetos de imimiitmuio¡lumot-esceiici:t. ‘Iras dejar secair amI

a mm-e, se fijó cmi mííet a miol : acel o míaí (1:1; Ni ere k ) d mm ram mí te 1<> miii mí. ai—’20’’C

El crilem’io (le imuterpt-etaciomí uutilízad> es el sigímiemite:

Positivo FI Lioresceu ic ía e mm miii 25 ~< de las

células comuio míiaxmmuío. El porcemítaije

puede disminuir si el título del

sumemo t’s bajo.

Negativo No se obscm-va llumorescemxcma

Reacciómi ¡mícspecíl.ca 1’orcemuta,¡e (le tlumomesccmící:m sumperiou

al 25%

Eí imimuiuummoemisavo se m-ealízo amiaolicmiolo :m caola pocillo ¡4> pl cíe dileremites

dilucuomíes <le los sumem’os aí :ímu:tl¡,am-, iuicuil)aimi(lose a 37<.’ duiramite 31P muiimm. cmi caimiiam—am

huitííeda¡. El pom-taob.j etos se la” 6 tres veces cuí 1>135 y se aliad id ín>m- pocillo 10 pl

de umtia di 1 uíciómí 1/24> de ami tic ucrpo ole ca hm-a a mit i— lg ( Ii um míxa lía míía mca<laí cotí
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isotiocianato de fluoresceína (GAII—H’I’C, Behxring), iíucubauídu¡o durante 30 uííin.

a 37C cmi cámuara húmíicda. El portaobjetos se lavó tres veces en 1>BS y sc tiñó comí

umí 1% de azul de Evans cuí 1>115. El portaobjetos se inouító con umía soluucióuí de

glícerimía en 1>BS <90% y/y). La visumalizaciómí <le la tluuorcsceuicma se realizo

ííiediauxte miii íííic¡-oscopio óptico de epilluoi-esceuicia (Niko¡í>.

3-3 Western blot (WB)

Se han utilizado dos tipos diferemites de equipos de WB (Diagmíost¡c

Biotechnology). El primííero es umí WB II’I’LV—I específico porque añade al lisado

virico total [muíaproteína recomííbinaxmíte específica de II’FLV—I (rgp46i) y’ una

recomííbiuíamíte específica de 11’1’I~V—I y II’1’LV—1I (m’gp2 1) (WIZ—plus). El segumído

imícorpora umía proteína recomiil)imiamite específica de 1171’14V1 (M’I’A—1, citY), umía

puoteimma rcco>miibimiamite específica dc II’I’LV—l 1 (K55, cmiv), umia proteíuía

recoinbiííante específica dc ¡¡‘¡‘LVI Y JJ’J’12V—II (rgp2l> y’ mí control de IgG (WJI—

v3).

Los criterios <le ímiterl)metaiciomx aido>pta¡dos por lo>s tabi-icaimites somí los

siguiemites:

WII-plus

Positivo IITLV—i

SospechosoIITLV-1I

Negativo

Iuidctermiíimiado

Reactividad cuí bauidas gag (pl9 ó

1)24), cmx l)axmidas cmiv (gp
46 o rgp46I)

y cuí la batida m’g~) 21
Reactividad al menos en las batidas
p24 y rgp2í. Negatividad en la bamída
rgp4óI

No aparecemí bamidas

AIg u mías ba mu das pm-ese miles
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WB-v3

Positivo II’I’1 4V—I Reactividad cuí bamídas gag (p19 6

1)24), cmiv (gp4fi 6 M’FA— 1) y’ cuí la

banda ¡-gp2J
Positivo11112V—I1 Reametivídad cmi gag (p

24) y cmiv (K55)

y cmi la ba mida rgp2 1

Negaí ti yo ¡¡‘II Y—1/II apa meeem m bu mudas

luideterníinado Algumías bamídas prescuites

Las tim-as de miítrocclumlosa sc incimliaromi <lumrauute t(>da la mioclie comí una

dilución 1/100 de los sueros. 1)espués de lavarlas y de umía segumída incubación con

auiticuerpos IgO dc cabra amiti—humíííamío comíj uugados comí fosfatasa alcalimía, las tiras

se expusieron a 11CII~ (5—bromíío—4—cloro-3—immdolill’osfato) y NBT (mxitroblue

tetuazolitmuxí) para sim revelado. El uííétodo sc realizó seguiuí las iuídicaciomíes del

flíbricamíte.

4. CULTIVOS CELULARES

4.1 Subeultivos celulares

Las hijeas celulares se cuecieromí cuí mííedio RPN’¡I 1640 (Flow) suplementado

comí un 10% dc suero buviuxo fetal (SBF; Gibco), 2 mimNí de L—glutamiximía (Ilow), 14)0

ng/ml de peiiicilimía (Sigmuía), 100 yg/uiíl dc estreptouxticimía (Sigmíía) y t).5~/c de

tilosiuía (Flow). Se cultivairomí a 37V, comí umí 5% dc CO. y uuí 95% dc liLmliiedad.

Fuc¡-ouí uííamitemíidas a una comiccmitm-acioimi de 4L5—I xlO<’ céls/mííl, remiovamído cotí

medio Iresc(> caída¡ 2—3 <lías. l~a viabilidad <le los cLmltivos se deteruniuíó por tiuíciómí

coui azul ti’ipatio.
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Las cé 1 oíais se guax rdam-oui comigeladais cli muitm-Ogcui(> líq Luido) a u mía

conccntracjóuí de 5x10<’ céls/mí en medio completo> suiplenícuxtaido comí miii 20% de

SBF y un 10% de I)MSO (Merck).

4.2 Purificación de los linfocitos

La sangre periférica o dc cordón umubihical couíípleta heparinizada se

cemítrifugó cuí Lití gradicuite de demisidad (Ly’miiplioprep; Ny’comned, Pluarmíía) a 1.40<)

rpm durante 15 nilo. Emí la imiterfase se localizan los limífocitos níiemxtras los

eritrocitos sediníemítamí. Lina vez recogidos los limílucitos, se lavaromí cmi ¡lIS dos

veces y se cultivaron cmx mííedio comupleto suí>letiiemitado con umí I(i’Xo de SISE y 2.5

pg/mnl dc lítolieuiíagl mi tiiiiíía—I~ (PI IA—i>~ J )ifeu) d muran te 3 días paní suí activación.

43 Crecimiento del virus

Los linfocitos de samígre periférica (PBLs) de casos seropositivos o

indetermimíados se cocultivairomí coní PBI2s o CItEs de douiamite l)rccstimiIulados en

umía relaciómí 1:4. El ctultivo se mííamítuvo hasta la apariciómí de trauislou-inaciómí

celLular y detecciómí de amítígemio p
24 soluble.

El creciuixiento del virus cuí otras líticas celulames sc realizó por cocultivo,

comí un tratamiiieuito) previo de los PBLs imífectados con 14>1) pg/muíl de miíitouíuicina—C

(MIVIC; Sigmíia) duramite 3<) uííimí. para impedir la <livisiómí celumíar de éstas.
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5. DETECCION I)EL VIRUS

5.1 Inníunollmiorcscemícia (¡FI>

Para ver la expresiómi de antígeno específico> cmi la superficie celular se

realizó umia 1 VI de la mxi ismíxal miiamxcm’a q Líe se lía descm-ito auiteriormuxemite, comí algumuias

uiíodiFicaciomics. Las células a estudiar somí las semííbradas y se tutilizamomí sueros

seropositivos a IIILV—I/1I O) amíticuerpos miio>mxoclo>miales dc raxtómí axmiti—l)24. —19 6 —

gp46 de 1ITI~V—1/II (Clíemíxicouí y Biosott)

Emí el caiso <le ti ti í izar a mit ictmem-poms mixouuwlomia les, se Lut il izó po>stem-iomiiiemite

u mí amiticuem’po de cab m-a a mit í— IgG <le ni tómí, co mxj umgado coimí isot iocia nato de

fluoresceímía(GAN’I—FI’I’C; Belírimíg).

5.2 Amplificación del material geumético (PUR)

Extracciómí del AI)N

El AI)N celular (10” céls/14)0 pl) time extraído> tratamído las céluilas comí Tris

10 mM ph 7.5, ED’I’A lO míiM, NaCí 0,15 Nl, proteinasa K (Merk) 2<)0 pg/ml y

<).5 % dc SI )S (Itoelí mi uíger Ma miii líei mix) dm m mauí te 64) mmii mí a 65< y’ l>sfem-iummxíemute

toda la uioclie a 37V. Después, sc a¡ííadió um¡ x’olLmmiiemi <le ‘1’m-is 1<) muíM ph 7.5,

ED’1’A 10 mííM, NaCí 4)65 mímN’I y se reailizaroti tres extraicciumíes cotí

frutol :cloroíom-miío : isoamníl ico (25:24:1) y’ uí uta exttacc iómí comí clo)m-o>tom’mixo isoamií u ico

(24:1). El AI>N se pr-ecipitó cori 2,5 voluimmtenes de etanol a —70V duramute 30 mxxiii.

Se centrifuigó a 13.00<> mpmíí duu ra míte 15 míximí .a4’C y sc mesutspcmí dioi cmx ‘FE (Tris—

11(21 It) uííNi pI ¡ 7.5, EDTA 1 mííNí. 1 >a umíedida <le la comteemitr:mciómi de AI)N sc

i-ealuzo poí- espect rotolomuel ría a 260 unir.
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Reacción de amplificación de AI)N

Apruximiíaxdatiiemitc se uítilizó ¡ pg cíe AI)N celulat por cada rcaicciOmi de

amíxplificaciómí <luxe comítiemie KCI 54> mnM, ‘Iris—IICI 1<) mííNi ph 8.3, MgCI. 1—1.5

míiM, 1.75 u de ‘Faq 1)NA puliumuerasa (Perkimn—Elmiíer Cetuis), 125 yM dc cadax Litio

de los dN’I’P (I>líarmuacia), ¡(>4> pg/míxl de gelafimíax y 15<) míg de cada mho de los

oligomiucícótidos imiiciadomes (Biosyntliesis) cmi uímx volummiíemi limíal dc 5<> ¡xl.

Los oligomiumcleoti<lo)s imiiciadorcs etimpleados, excepto SN III, Sk1 1<>, PC<)4

y’ G1120 (Perkimí—Elmíxer), tueroimí selecciomxaxdos tmsaxmído la secuemxcmax ct)miipleta de

ADN dc IITLV—1 (Seiki y cols., 1983) y de ¡J•JJ VII (Slxi¡m¡otolmno y’ coN., 1985).

Fucromí simítetizado>s por cl servicio <le Micm-oscopía Electroimiica del CNMVIS

(Instituto de Salumd (Samios III) y por Biusytmtlíesis y’ se detamílaxtí cmx la tablai 1.

Utiliza mudo Lt mm tem-tmioc icladom’ cíe A ¡ )N (Fe m-k i mm—It 1 muie m ( etums) la muíezc la fume

previamente desmiaturalizada 5 míximí. a 94V, a co>mxtimíuaciómí se m-ealizat-omi 35 ciclos

de 20 seg. a 94V, 45 seg. a 50-55V y 30 seg. a 72<’ y ¡mmma extemísiómí fimmaml (It’ 5

mxxi mu. a 72V. ¡tI AI)N ax muí 1)1 iticado sc amia 1 izo pom elcct roforesis emí gel de

poliacrilamiíida al 5% cmx ‘¡‘Bit (‘Iris 9<> nxM, ácido bórico 89 miíN-1, itI)’I’A 14) míxM).

Los pm-od umctos cíe PCIt se a mía 1 ini m-om í u míen-lamí do> 5 pl <le cada l~ m-od Lucto de

reacciomí couí 5 pl de solucioimí de caí¡-gaí y mealizamido ttmxa electruf’om-ésis cmi gel de

poliacrilamnida al 6% (PACE>. I)cspumés de la clecfroforésis, bis productos se

visual iza rouí po m timxcioimi del gel coux bmouíxum mi> de et id io (Stnf agemie) . ¡ti mííamcador

de peso míxolecutíar uutilizado tute lA 174 1 limil’ 1 (Strataigemie)

A Iah’nalús y 1 1¿’t(,(lOX SO



‘tABLA 1

Oligomiucicótidos empleados para la amnplilicación de AI)N

Secuoncia (5>31 Virus

II 11V-Oíl

Gen Posición
fraq.(pb)

12P1 GCCTJCATcJATGOGIAGACACCJT yoí 4525-4549

1H11 V

2 GICGTOCATTTCCCAICG.GGTTT 1 Hl LV-I/lI 398 ;>oI 4920-4891
(HTLV -III

1 Pl AGCCAFCFCAGC FACCCAAAAGAGA III LVI TU’) 4566-4680

21>3 CGCATCAAGCAT1 CIACCCA 111V II pOl 4711 -4130

121>5 ICGTTGATTGTCCATAOCOCT UITV-I8I 312 <8?iV-II

161 IHILVIl>

pol 4873-4853

IHTLV-II

1 sonda CGAJACAACCCCACCACCTCAC liii VI7Il ¡o! 4735 4756
1141 LVIII

12E3 OACCACCAACACCATGCC HTLV-I/Il env 5167’5184

IHTLV-II>

1214 GC¡AGCGCGCAGACAAGCC 1(11V 1/II <344 pnv 6141-6123
IHILVImE

112 TCAACAAC II ICACACCTCAAT ITIVí coy 6607-5628

115 GAIIICCAIGCTAIAGAGGCCIC 1111V) 198 pnv 5804-1,/82

117 sondo TOCO ¡ATTAACCAACCAGATCC,CCT HTLV-I pnV 5117-5693

8 CAGCCAACI 0100011 OCA -IJLVil pnv 5602-5620

9 Ah )CAGTA!lTTGGtC’G 111V II 203 ~nv 5804-5787

10 sondo ATCCTTTATCGTTCATCACCTCAOA 811V-II coy 6679-5703

gagl GTCACCCCTCCACCCCCAAAOAC IITLV-I gag 1797-1819

gag2 GAGOGCAIGCTCCTCTGCCTCIC HTLV-I 236 gag 2032-2010

ACCAAAGTGErAGT FC ICCACOCT Hl LVI gag 1823-1846

gagS TCCCATACTCCCC[ ¡TACCOCCO IIIFVí 183 gag 2005-1983

2xí ACCCCCACCCACACCACATGT 1111V II Ipx/res 7106-7126

2x3 00061610011 FCGCATTCAj 811V-II 445 ta4,e.x 7550-7530

2x6 CAí CCACAIGCCCI 001060 II 1V-II ‘ax/’~A 1330-7349

CACO ¡CIJAACC1 1 CCGCCAGAC OlIVO 189 taxlrex 751 9-7498

PC04 GAACTTCATCCACCTTCACC BOlobina 54-73

0H20 CAA0ACCCAAOGACAGCTAC 268 R-CIob¡na 195-176

;bienales 1’ Alelados SI
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Southern blot, marcaje de sondas e líibridaciómm

El AI)N amiíplilicado luxe fracciomiado ~ electrolorésis cmi gel de aígarosa.

1)espués dc umia desmíaturalizauctomí alcalina (NaCí 1.5 Xi, NaOIi 1)3 XI) y uuía

míetmtralizaciómi (Tris—IICI 1 Ni, NaCí 1.5 NI), el A[)N fume trauxsferido por

capilam-idad a Li mía mííemíí bra mía <le nybuí

Las sumidas específicas (11)0 míg) fueromí tiiamrcadas tutilízamído gamiímíía—A’I’P—321’

y’ la emízm mi~í po Ii mí Ltcleot ido Li míasa de ‘14 cmi ‘I’ris—I ¡13 ¡ 5<> tuI 1>11 7.4, NI gCl. 14)

mM, DTT 5 míiM y espermi<limia <1.1 mííN’I <luiramíte 45 uííimx. au 37<13. La somída se

pu ¡-iticó miie(l iax míte tu mía col Li mii uía (le Sepliadex 6—25

Las miIemuIl)m’amias fumerouí It i bm-idadas comí las somí dais específicas mini mtadas cuí

soluciómí de citrato so<lico (5513) 6x (ix: NaCI 15<> míiM; citrato sodico 15 mííM),

<lemíliart 5x (14>4k: lícolí 2%, P>liN’immilPirfldid>mi:m 2%. 1154 2%), 51)5 4>2% y 54>

pg/ml de AI)N de espermíía de saxímíxómí duiramite toda la muocíxe a 45V. Las

mííeuíí bmamias flmcm-omi lavadas comí 5513 2 x y’ 51)5 4). 1 % d u¡ rau mí te 2<> miii mí - ax 4513 y

expuestas a umíía pelícumía de rayos—X (Kodak) comí pantallas auxiplificadoras

(Dupomil).

Pa m-a la hibridación líq uu i daí, ¡4) ¡tI cíe cadai reacciomí de PC U fume nuezcíada

comí 11)1) ng de sumida específica níaírca<la comí gamxímíía—A’1’1>—”21>. l)esptmés de umía

desnaturalización a 9413 durante 10 miii., la mezcla se incubó a 5613 dm-ante 30

mííimx. Se recogicromx 5 pl y se miiezclaromi coui 5 ~l de soluiciómí de carga Y sc sometió

a tina PAGIt al 6%. El gel se secó en lnnnba de vacío y’ se expuso a una película

<le rayo>s—X dumraímíte 8—16 lx.

5.3 I)etecciómm de antígemio p24 soluble en sol)renadamIte de cullivos

El axmitígt’mío p24 de 1I’I’1
4V—1/lI se detectó cmx cl sobrcmíamdamile de los cuiltivos

míxediamite uumí emísavo imímxíuimioemizimiiático (Couiltcr II’FLV—I, 11 Ag Assay). Jtl emísaíyo

se realizó según las imxstrumcciomies del faibricammte.
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‘iras una iuicijbacioui del sobmeuíaí dauuí te cuí miii pocillo cuul)ierto por umí

ant icueml)<) nxotíoclouxai 1 <It’ m-ató mí amit i—l)24 de 1 I’l’I 1V— 1/II <le 2 Ii a 3713, sc lavó y’

sc aliad ie¡omx ax mit icumerpos ami t i—1 ¡‘¡‘1 ~V—I/11 l¡um míía míos biot i mí ilados. ‘I’ma¡s u mía

imicubacióui dc 1 Ii a 37<13, se añadió estreptaividimía conjuigada comí peroxidaisa de

rábauio picante (SA—lIRPO), imícuibámídose duramite 3<) uíximi. a 3713. Ití desairrollo

dcl color sc reaxlizó añadiemx<lo per~xi(lo) <le lii<lrogcmio (1U),) cmx presemicmax del

cx-olx)ogcuio tel raníel il l>enz¡cJí,ia (‘INI It) - LI auí;i lisis sc i-ealwo cii miii

espectrofotómnetro a umía lomígitud de onda de 454> mim.

5.4 Secuenciaciómi

La sccuxemiciacioimi del AI)N amxíplirmcado p<>r PCR se realizó mixediante uuna

PCR asi míxél m-ica cii cumat m-o> reaccmoties paralelas (14 pl de vol uu uit’ mx Ii míax l/m-eaiccióuí)

conteííiemído ¡«21 54> míxN’1, Tris 14> mííN-I 1)11 8.3, MgCI. 2 muNí, 2 ui de ‘Faq I)NA

pol imííerasaí (1>emki ux—ltl mxíem (Set ums) , 12.5 ~{NI (le caol:m d N’’l’ 1> ( I’li:m mmi m:mtia), 41.5 pg (le

u¡xx único oligon ueieót ido i umiciador, 14) ji
13 i de alía —dC’I’1>—121’ (A muit’rsliauui), 1 pl dci

AI)N a míxpí ificado pm-ev iaí mííe míte Y um mí dd NT1> (Pliat-miiaciaí) por m-eaicciom m cmi las

coticeuítraciomes siguiemítes: ddGTP 164) pM, ddA’fl> y’ dd’I’TP 54>4) pM y dd13TP

80<> pIVI (Rumauto y’ Kídol, 5991> . 1 MS ciclos hucm-oui los mttisuimos :i los emiií>lt’a<los pam—a

la rcalizacioimí de la PCR.

La secuiemícia se amializo por cleetm-olorésis cmi gel de poliacrilamixida al 6%

y urea 7 Nl (Boelirimíger Mamímxlíeimíí) a 65 w duramífe 2—6 Ix. ¡tI gel secado cmi bomíxha

de vacío se exp~mso a umía película de ra~’os—X (Kodaxk) a ‘¡‘A d tu m-amxte toda la miocíxe.
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6. SENSIIIILII)AI) A ANTIVIRICOS

El eíisa yo se realizo cuí l)laeas <le 96 puci líos (Costar>, pouí ieiido cuí cax<la

pocillo 75.04)4) céls. cuí un total de 200 pl - Ití ensaxio se real ini por (1 implicado sin

y co)mi 5 y’ 14> uííN’I del am mmt iv ím-ico ¡idov uu<l i mía (ZI)V; XVel Ico míxe) . 1> ia ña mííeuxte,

d u m-amíte 13 d las, se m-ct i m-amí 175 ¡tI <le miied io de cada po>ci 1 It>, co> míscmx’ai mí dose a ui mía

tenipcratum-a de —7013 hasta suu tuso, y sc añade mííedio mítmevo simí y comí axmitivírico.

Cada (11>5 <1 las se m’eco>ge mí 1<> pl <le muied io mesumspeuxd idi> pam-a x’aílora m- la viabilidad

de los cuiltivos. Los sobretíadamites recogidos los <líais 4, 7 y’ 13 se estuidiatí para la

detecciómí de axmitígemxo 1)24 soluible.
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Detecciónsimultánea de los retrovirus IJTLV de tipo 1 y tipo U

por PCR-shnple y difere,iciación por I>CR-auidada

1. Especificidad de los sistemaspuf y env

Estos dos sistemas detectan siíííultá,íeamente los virus IITLV—I y LI’I’LV—II

cuí uuia PCR—simui píe y <1 iscmi miii miami emít m-e auui has i tílece i(>tmes mííed iamitc uu mía scguuída

I>CR o PCR—anidada. La pareja de oligomiucícótidos enipleada cmi el sistcmíía pu’

para la PCR—simnple es 121>1 /SK III. ltsta pareja amimplifica tmmuai regi(imi del gemí pu1

de amubos virus, H’FLV—I y’ IITI1V—I1, simííultaímíeamuícííte. La PCR—amxidada,

utilizauído los oligontucícótidos 21>3/11>1/ f 21>5, y’ cuí umía sola reaxccióui, dileremíciará

cl genoma del II’1’LV-I del gemioma del 1I71i~V-11 (ver secucuicia de oligomiucícótidos

cuí Materiales y Métodos).

¡tui el sistema cuy se emíxplea la paireja 121t3/J2It4 para la realizaciómí de la

1>1314—simple, que tanxl)iéui amíípliflca paira aímííbos vmruus smuiiultámieauuem,te. La

posterior tipificaciómí de los virums se realiza uííediauíte dos I>CR-auiidadas por

separado. Utía utiliza oligomíucleótidos específicos para amííplificar solamuente

genuina del II’1’LV-I, pareja 11t8/IJt5, y laí otra utiliza oligomiucleotidos específicos

para auuplificam- solamíxcuite gemxumiíax del 1171’LV—II, pa¡eja 8/9. Los resultados del

ajuste de la couxcemitracioiui de N’IgCl. para obtemíer la níáximuía especificidad cmi las

mcacciouies (le atíi pl i hcacioimi, ~t’ ít’~’~ tau mu etí 1am fig Li ma 1 - Uumxio AI)N específicos

víricos hemos enípleado el AI)N de las líticas celulares MT-2 (iuxfectada por

LIThV-1) y 133/44Mo (imífectada pom IITLV-1I). Couíío comítrol míegativo se utilizó

el AI)N de la límíca celular líuut—78 <mio imífectaida), así comíio tumía reacciómí de PCR

sun añadir AI)N comí cl [mmmde po>de¡ delectair posibles couítaminiuiacio¡ics debidas a

la níauxipulaciómí dc las unuestras. 1>rimnemo> se realizó el ajuste de la couíceuítración

de MgCI, comí umia tcmíípcrattmra <le Ixibridaciómí fijada a 5013 para cada uimía <le las
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parejas dc oligumíucleótido>s utilizados. ¡ úis c>mícemítuaciomxcs utilizadas f’uieromí de 1,

1.5, 2 y 2.5 míxM. Pam-a cada comicemitraciumí se realizaromí cumatro reaccmomícs cuí

paralelo, la primera comí 50 míg dc AuN de la límmea MT—2 muíais 1 ,xg de AUN de la

línea hutAS. La segunda con 50 ng de AI)N de la línea 133/44 Mo más 1 gg de

AI)N de la lítica 11u71’—78. La tercera cotí 1 pg de AuN dc laí límíca llut—78 y la

cuarta simí AI)N. Eui la figura 1 sólo se miiuestra el resultado de lai tercema y cuarta

reacción realizada a uuxa couicemitracíomx dc 1.5 niNl de N’IgCl. y 54J”C de

temperatura de híbridacion, los resultados en las otras concent¡-aciones fueron

similares a los obtenidos pal-a la conceuil racióuí mosí rada en bu figuu¡-a 1.

Pauax el sistema pol, parejas 121>1/5K 111, 21>3/11>1/121>5 y 8/9, laí míícjor

amplificaciómí se logró comí umía comícemitraciómí dc 1.5 mM de MgCl,. 1>ara

12E3/12E4~ lES/lES la comíceuítraciómí oiptimmía fue dc 2 mxíM de MgCI,. Fijando

la concentraciómí de MgCI, oiptimíía para cada pareja, se realizó el ajuste de la

temuperatLm m-a cíe lii l)m-idacio mí <le los <>1 igo mi umcleot idos. 1 ~astcmíí penit um ras a emísayar

fueron 45, 50, 55 y 6013 (Figttra 1). Itmi gemicral, se observa umía disunimiución en

la aíiíplificaciómí a mixedida quue atmníemítax la temíxperatura. I>or otro lado, a bajas

temperaturas apameccmí algumías bamídas iuíespecíf’icas. Por tauíto, couísiderauí¡os la

teníperatura dc 5013 cuino la de mu¡ayor especificidad para las cinco parejas de

oiigonucícótidos. Cada ensayo se ha realizado al menos dos veces y por

duplicado. La tabla 1 m-ecoge la cumiccmilm-axciómi y’ temiiperaluim-ax elegidas para cada

pal-e ja cíe oligouxucícótidos.

TABLA 1

Comícentración de MgCI2 y temperatura de hibridación
óptimos para cada pareja de oligonucícótidos

______ _______________ IMgCI2I (jjj~d) ‘¡‘2 CV

)

121>1/SKIII ¡.5 50

21>3/IPL/121>5 1.5 54>

121t3/121t4 2 5(1

lES/lES 2 50

8/9 1.5 50

Resal/ru/os ¡ 57





2. Sensibilidad dc los sistemaspol y cuy

I)cspu¡és de fijar las variables amiteriores, realizamíios un ensayo~ de

sensibilidad pat-a los dos tipos de sistenmas, con el fin de determinar la cantidad

muíniuíía de AI)N específico detectable unediamíte este sistemna de 1>CR. I>ara cada

sistemna se realizaíí ffi>s reacciouies dc 1>13k, la segumída emuipleando oligonucleótidos

localizados iuxtermxamuemxte cii rclacioimi a los cmííplcados cmi la l)rimliera reacción de

PCR (1’CR-anidada). Las cauxtidades dc Ai)N de las límícas celulares iuífectadas

(M’I’—2 y 133/44) utilizadas cuí los emísayos líamí sido: 1<) ng, 1 uíg, ti. 1 míg, 50 pg, 25

pg, 5 pg, 1 .5 pg y 1 pg. Los ,-csultados de sensibili<iad <le los dos sistemas y

referidos a la P13R-simííple, se níuestramí cmi la figura 2. Los resultados se obtienen

por visualizacióux directa del gel teñido comí EtBr y por hibridación líquida,

utilizando sondas específicas mixarcaidas radiactivamuiemite.

Luí el sistemapol, enapleamído las pam-eja 12P1/SKII1, podemos detectar una

bamída específica dc 398 ph comí 4>. 1 míg de AI)N dc M’1’-2 y comí 1 míg dc AI)N de

133/44 en cl gel teñido. 1)espués de la hibridación comí la sonda 1, dctectauííos la

bamída específica. comí 5<) pg de ADN de N’IT-2 y comí <). ¡ míg de AI)N dc 133/44- No

se detecta ninguna batuda en los comítí-oles utilizados. En la 1>13k—atildada,

oligonuclcótidos 21>3/lI>I/12P5, po>demííos obsem-var Lumia bamída específica de 318 ph

cotí 1.5 pg de AI)N de MT-2 y utía bamída de 161 ph comí 5 pg de ADN dc 133/44.

La hibridacióuí comí la somída 1 mío mííucstra miiayor semísibihidad que la observada en

el gel.

Fui el sistema cmiv, cmíípleaímxdo la pareja 121t3/121t4, detcctamííos umía banda

específica dc 987 pb comí 1 míg de AJ)N de M’l-2 y umía. banda dc 975 pb comí 0.1 uíg

de ADN de 133/44. La hibridaciómí comí las sotídas 1E7 y’ 1<), míos uííuestra umía

baxuida de 987 1)1) comí <>. 1 míg (le AI)N (le N’1l’—2 y’ umia bamida <le 975 1>1) comí 4>. 1 ííg

dc AUN (le 133/44. Itmx la PCR—amxidadam mitilizammi<lo> los oligomuuicleotidos 11t8/lltS,

específicos paí-a IITLV—1, detectamos unía banda de 198 pl) couí 5 pg de AI)N de

MT—2 cmi gel y’ comí 1.5 pg después dc la líibridaciómí co)mm laí somída 11t7. No se
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observaií bandas específicas utilizamido la reacciómí de 1<) uíg de AI)N dc 133/44 de

la 1>13k—simple. La PCR—amiidada comí los oligomíuícleótidos 8/9, específicos para

IITLV-lI, muíuestra uuía baimída específica dc 203 pb comí 5 pg de AI)N dc 133/44 y

coul 1.5 pg después de la hil)ridaciómi comí la somída 10. Asimííismíío, mío se observa

banda específica utilizamído la reaccióuí dc 10 uíg de AI)N de M’1’-2 utilizada en la

PCR-simíí píe.

3. Especificidad y sensibilidad

de los sistemasgag y tax/rex

Utilizauííos un sistemna específico para la auííplificacióuí del gemí gag del

IITLV—I, oligomxLmcleotidos gag) /gag2 y gag4/gag5, y (leí gemí tamx/rex <leí Il’FLV—II,

oligonucícótidos 2x1/2x3 y 2x6/2x4. Los emísayos realizados para obteuer la

íííáxima especificidad fueroíí realizados de laí uííísn¡a lortíta que para los sisteííías

pol y env.

La figura 3 ¡nuestra los resultados cmi el sisteuíía gag, específico de IITLV-I.

La comícemítraciómí de MgCI. óplimmio pali-al laís ¡ním-cjas gag) /gag2 y gag4/gag5 es dc

2.5 uuM. La temperatura de Ixibridaciómí que produce uííayor aníplificacuon símí la

aparición de bandas imiespecíficas es de 50>C para la pareja gagl/gag2 y de 45-

50<13 para gag4/gags. Iti resultado) míxás óptimno de concentración de MgCI, y de

teuuperat tu ra de lxi l)ti(laciómi pa~ caída sistcmuia se esq uíeníaítizauí cuí la> tabla 11.

La PCR—simííple, utiliz&ímído gagí /gaíg2, <letecta uínaí bauida dc 236 pb con 5<)

pg de AL)N dc MT—2, uííientraís que laí 1>CR—aímidaxda, utilizamído gag4/gag5, detecta

umía banda específica <le 183 ph comí 5 pg de AI)N de MT—2. ltmí míiuígúmí caso se

detecta amplificaciómí utilizamído AI)N de 133/44 ó IIu’F-78.
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‘labIa II

Cojícentración de MgCI2 y temnperatura de hibridación

optimos para cada pareja de oligonucleótidos

IMgCI2¡ (mM) T~ (“C

)

gagl/gag2 2.5 50

gag4/gag4 2.5 45-50

2x1/2x3 1 55

2x6/2x4 2 45

La figura 4 mííuestra los resultados del sisteutía tax/rcx, específico de IITLV-

II. La concentraciómí óptimíía se ha lijado cmi 1 mM para 2x1/2x3 y 2 mM para

2x6/2x4.La teuíiperatura de hibridaciómí que produce míiayor amííplificación es 55”C

para 2x1./2x3 y 45V para2x6/2x4.

La 1~CR-simple, utilizando 2x1/2x3, detecta una banda de 445 ph con 50 pg

de ADN de 133/44, mííiemítras que la PCR-amíidada, utilizamído 2x6/2x4, detecta uuía

banda específica dc 189 pb comí 5 pg de AI)N dc 133/44. Euí míiuíguimí caso se detectó

aííuplificacióíu mítilizaíído Ai)N de M’i’—2 ó 1 iu’1’—78.
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Detecciónsimoltaticade los retrovirus IITLV de tipo ¡ y tipo JI

por I>CR—siínple y d¡scrimiuaciónpor I>CR—anidada

Fií II’I’LV--1 y’ el I1’FLV—II presemítamí 65% de liOmiiOIO)gia (fe secucilcia

mitícícótidos y umí 7<>’-4 dc secumemicia de amuiimioacidos, lo qume hace quie exístaui

reactivídades cruzadas cmi algumios emísayos serológicos. Debido a esto, hasta que

apaírccieroui los priníeros emisayos serologicos imícorporamido prolcímías

reconíbinantes (aproxiníadauiietítc cuí 1992), mío se podía diferemíciar umía imífecciómí

por ¡[FI 4V—1 de u mía ~ro(luci daí í~>m 1 l’l’l X—1 1. 1 ~a (mmi ica foroía <le d ifememíciam’

dichas imífecciones había que bumscarla cuí técuxicas mííolcctulares, co>miio> el southerui

h,lot . No obsta nf e, debido al bajo número <le hiumlbciáo.s in fectado.s en los individuos

imifectados por ¡[¡‘LV, esta técmíica mío era capaz de detectar el poco aícido uxucleico

prescuite.

Fue comí la apaí m-iciómi de la m’eaccioti cmi caí (lemia (le la pol imiierasa (PCR)

cuando se pudo diferemíciar, simí pro>blcmíías de camítidad de ácido ííucleico

dispomíible, los dos t11)o)s de ¡milecciomí. La 1>135< es de gramí ayu¡<la cmi caso>s de

seíoimídetermíí i míaidos o de i midivid utos scm-omiegal ti vos comí factom-es de riesgo palrax lai

imífecciómí por 1I’I’1 ~V. Tamiihiéií es u’mtil cmi los estLídios de tramismuimsmomx vertical,

douide el estudio semológico dcl mícomíato pod mia uxo ser u mu i míd icat iv O) rele va mí te de

infección.

Para poder m-ealizar el diagmióstico de imífecciómí por IITLV—1/1I míícdiamíte la

detecciómí de A I)N y irico Ltt jI ini mm cío la tuco ica dc 1>1311, lía si cío miecesa¡-io a¡ umst aí-

alguuías variables dc la técuxica paira po<ler ol)tetier los mílejores m’csuiltaídos posibles.

Itsta puuesta al l)lt mxl o dc 1am técmí ita se Ita real ini <lo> para cada pat m (le 01 igomí uucleot ¡dos

iniciadores (cebaidores) uítilizado cmi caída reaccioimí. 1 lemnos elegi<lo) dos sistemíías de

ami> 1>1 ilicaciomí íním-a m-eal ini m- el cst umd ¡(o i mx ¡cía 1 dc (1 ¡amgmíost ito dc i mi leccio mí íom

IITLV—I/1I. Estos dos sistemííaxs pmímxcipales amííphi¡mcamx zomias específicas y

comiservadas de los gemíes ¡>ol y cmiv. Adeuxiás <le los emísaivos previos <le ajumsle de la
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comíceuít maciómi <le CIMg. y’ <le laí teuxí PC raU ¡mt-am de It ¡ b ridaciomí aidccuxada pam’a olrecer

la muíáxi mita especificidad y’ mayo m a mix pl i ticaciomí , se realiza ro mi cmísax vos de

sensibilidad co mí el fi mí <le sa he m qué ca mit i da ci cíe Al) N y írico es Iax mii iii imiia

detectable poí diclíaí técmíicaí.

Realizamíios una PCR—simííplc cuí los sistemílas pol y cmiv, qtue amííplifican

smunuíltáuicamííemíte re”momies <leí 11’1’14V—l y’ <leí 1 ITLV—ll. ltstaí PCR—simíxple lxax

permitido detectar, níedíaimite llil)ridacidmi comí somidas especificas uiiarcadas

radiactivauxíemíte, hasta 50 pg <le ADN de laí límica celuilair M’1’—2 (imifectada por

Ifl’LV—I) y 5 míg de AI)N <le la límicax celulair C3/44 Mo (itifectada por IITIN—11) en

cl s istemíía poí, comí la tutú xi miia especi [mciolaid. It 1 sistemí uaí cmiv ím¡ede cíctecta m- 4>. 1 mig

de AI)N de la lítica M’1’-2 y 0.1 míg de AUN de la límíca 133/44 Mo.

Comí el fui de auuímuemítam la semisibilidaid del emísay’o a la vez quxe diferemíciar

amuí 1)0>5 ti POS de viu-Lis, se Ita 1 levado am caí 1)0 tu tmai seguí mí cía 1>131< uit i 1 itamido el

producto gemieraido cuí la PCR—sitiiplc. ltstc tipo dc 1>CR se demiomuuimía 1>CR—amíidada

y uíti liza oh igomíucícóticlos Iowa litados i mí termia muiemíte a los tul izados cmi 1am PC It—

smmííple. Eux el sístemna pol utilízamnos tu-es oligoniucícótídos cuí la mííismíía reacción.

Umio de ellos pmescuxta umía secuietícia ciume le permilite mecomíoccm- suu secuemifia

líouííóloga tauílo cmi el 11’1’l1V—1 comiio cmi el II’I’LV—lI; otro es específico pan-a l1’1’LV—

1 y el uiltíuiío lo es pat-a l1’ItV—1l. Comí este sistema podemííos diferemiciaír en umía

sola reacciómí los dos tipos dc virus, puesto <¡tic los productos getxcrados si fuiera

IITI ~V—Io 1 FF1 X—1 1 t icuxemí um miau lo mmgi t um<l lo s uí Imuiemul e míxemí te d isí i mitas comíxo pat m-a ser

diferenciaídos clamí-aníemíte. itmx este caso, sm es umí gemiomíiai cíe IFI’LV—1, el l)roducto

gcuícrado es (le 318 ph, míliemítras que si es 1fl’IA”—l 1, cl produicto tiemie uímíaí lomígitud

dc 161 ph. Comí este sistemííax y cmii p leamí cío sommclas mííam mcadaís, podcmuios delectaí r 1 .5

pg de AI)N de Ja línea celular XIT-2 (Ji’1’1~V-.I> y 5 pg de AJ>N de la línea celular

133/44 Mo (1IT1~V-Il).

Comí el sistem míaí cmxv dc PC It—a mmi ciada sc o1ito pom- bu t’ea 1 izacíoux cíe (los

reacciones por separado, ummíaí esliecífica l)amrai 1l1’LV—1 x’ otra l)aira IITLV—l 1. Emí

el priuííeí caiso puidiunos detectar 5 pg de AI)N de la lítica celumíar N-1’F—2 y cmx el
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segumído detectaímxíos 5 pg de AI)N de la lítica celmmlam (23/44.

Comíío díj i mííos cuí Itesu Itaclos 1, los t~misayos líamí sido realizados liastaí tres

veces y por du pl ica<io, comm cl (mmm (le <sOilí pnílnm e- 1am repel ibí ¡¡dad de los resultados.

Comíí pa ma mido los restultados obtemí idos di mectam miíetxt e <leí gel teñido comí los

comíscgtm idois umt ¡ liza mí tío> sotidais u mía mtatdas m-aíd íamet i val mi icmi (e, se túo mii l>mume ha cíuue el tíso

de sotídas att míue mu ta laí seuísib ¡1 idad del cusí yo u rías 10 veces cuamído se realiza la

1>1314—si triple, sin cm bat-go, en la 1>1311—a nidada hemos cern pí-obado que este

míc¡euííeuíto de .seiísibilida ci di.siií iii uíy’e iiasf a sem cíe 3 veces. 1. J mía comíipa m-aciomi

m-ealiza<lai címíme el gm-aclo de seíísihíli(lamdl axícaumizaclo pom’ la l>( ‘R—simxtple y el

alcamízado por la 1>13 R—auí i dada, míos mit umest rai q tmc, sim í la uit i 1 izatcioimi de somídas

radiactivas, la PC R—amiidamdaí auu miiemíta la scmísi hi Ii claud hasta 24>4) veces. Este emíommííe

aumíícmxto de la semísibilidad períííite a lax 1>1311 ser uímíax técnica de gramí ayuda cmi los

casois cuí qnc la d ispomí ib i 1 idad de aíc ido mí Licleic(> sea escasa.

Adem uxais cíe los sistcmíí=ms po 1 y emmv, tI ¡se líamííos ot mos dos sistemas de

anipliticaciomí. Un sistemixa ga”, cspccí(mco l)ammam 11’1LV—1 y tumí sistemuxa tax/rex,

especifico parral 11i’IA”—l5. Se hicieron las mímismmuams prumehas <le especificidad y’ dc

sensi bi 1 idad q nc pat-a los 515(d)mas poi y en y

La 1>131<—simple cuí el sistema> gaw, alcanza a detectar, síu> la utilizacion de

sol) <las íííaí mcamclaís, 5<> pg de Al )N de 1am 1 ímíeax ccl Lm la m i\ ¡‘¡‘—2, mmm ¡e mit ras q ume la 1>131<—

amiidada dctcctam 1.5 pg <le este AI)N. Lam l>CR—siiiiple cuí el sisteumía tax/rcx, <letecta

50 pg de ADN de lax límica celLílaím 133/44 NIo, míiiemítrams quuc la I>CR—aímíicladat cietecta

1.5 pg.

El c m’íterio adoptado pat ra la i mítem’p 1-claiciomí cíe u-csut luidos líaí sido> el

siguiemite: a) tu mía mii uiest m’a sc comís i <lera positiva ctmam mido existe ai mii 1>1 ticaiciomí cmi laus

1>1311—ami idamclas (le los <los s¡stcmuiams (p >1 y cuí y > - Este m-csu It aulo Ii m mar 1 clasi tmcat el ti PO

dc iuífeccioimí cmx 11’1’1 ~V—Io 1 I’l’LV—l1. Cadat mtmtiestra se m-ealíza por dumplícado,

temílemí do q use coi mmci di m a mit hos í’esu II amdos . 14 El m’esu It amclo se comí siolem-a ríegaitivo
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cuauído no sc detecta amííplilicaciómi cmx lais 1>13 R—amiidadas de aumíhos sistcmííams. c) El

resultado se comxsidcm-a indetermííimíado cuiamíclo sólo hay’ a mix pl iticació mí cmx u mía (le las

PCR—auuidadas de los sistemixas y’ sc repro<Iuice cl uuíisuíío restultado cmx la uííucstra

repetida. En este caso, se utiliza mí otras regíomícs del gemíomuia x imico: sistemhxas gag

(IITLV—I) y tamx/m-cx (II’1’LV—Il). Si cl í-esullado (le esta l>CI{—amíidaxd:x es positiva,

cl restí Itado glo hail es positivo, í)ero si el rcstt It ado es tmegat i yo, q <meda comuío

mí<leteumíí i miado y’ a la espera de real itar tu mía segum mí clam pm’mueha cmi um míax mm ume va mii uíest ¡‘a

dcl caso cuí cstudiot

La figura 1, reprcsemítax los criterios <le ínterpí’ctacioomm <le los resultados por

1>CR.
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RESULTA2 II

Diagnóstico de infección por HTLV-1/II



1. Estudio en ¡nuestras

de Guinea Ecuatorial

LI Estudio serológico

Se lía realizado la detecciómí cíe amíticuierpos [remite a 1fl’LV—1/II a 1.129

sueros procedentes de poblaciómí, míiay’oritaíriamiiemíte <lomíaimítes de satigre, de Guimíca

1§cLmatorial . Los rcstu Itados ol)temi idos po m el emísaxy’o cíe El ISA, se mii uiestmii mí cmx la

figura 1. ‘I’rciuuta y seis sueros fucromí repetidamímemíte positivos (1>.O./cut ofí mííayor

de 1). Los 36 sueros positivos cuí ELISA fueromí atíalizados por lid y WB—v3 para

su comílurmuaciomí y Ios resumítaidos, agruipaidos seguití sum valor cmeciemítc cuí ELISA

(1). () . /cut oíl), se mix uestra mí cmi la tabla 1. 1>or ¡FI, sc comxfi m-muxa m-o mí couíío positivos

11 sueros, 24 resultamm%mí comí reamcciomícs imicsl)ecrnllcaxs y 1 lime miegaitivo. El WB—v3

conlírnió 8 suieit~s y ci resfo los elasificó renio iiídetertuij»udos. El c¡-ite¡-io de

imíteupretaciómí <leí WB—v3, se <letalla cmx Materiaxíes y- Métodos.

Sueros de Guinea ~cuatoriam (Nr 1 129>

N u moro do suoro~
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13o ~ t..¿ irZ~.~LZ.dC -t ~L,.

-c0.2~.4069Ya 1 12 1.41.61.0 2 =-2

0.0 .‘cut off

Figura 1
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TABLA 1
Estudio de muestras de Guinea Ecuatorial
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La tablaí 11, muíuestra el patróuí <le l)aml<las de bis proteínas priuxcipales de los

sueros, observámidose la pmesemíciam dc pl9 sóbí cmx 22 caisos, 4 s~meros comí pI9+ p24,

4 comí reactividad cuí rgp2l+ pl9 y 6 stiemos reactivos a rgp2l + p19+ p24- La figura

2 recoge lais tim-as <le WB—v3 cíe los stmcros estumcl¡acios. Es iuxipom’tamitc destacar que

todos los sueros prescuitamí reaíctividad aí pl9. I)e los 8 sueros comífirmíxados comno

positivos, 4 fueroux clasificados comxío iuxfccciómí por II’l’LV—I, 2 comíío IITLV—I1 y

2 pmesemí la roomi m-cact iv idaid cmi las prote luíais Nl ‘FA— 1 y l{55, comí lo q uje mio se

pudieromí clasificar. Umio de estos dos miltimíxos suíem-os (sumero 44)9), prescuita

reactividad cuí ¡>24, couí lo que podría sem tutía coimít’ecciómi 11’1’LV—I y 1ITLV—II. El

otro suxero quíe presenta las do)s reactividaides (N1’l’A— 1±K55), sttcro 385, mio

presenta react ¡ vidaud cm m p24, reací iviciad i mmm pre~cí mmcli He Pa ram la clasil mcacmo¡t de

I-ITLV—II, luíe~’o podríaí ser umí caso dc 1 1’l’LV—I comí reacciómí cruzada cmi la

proteimía K55.

TABlA II

J?atrómí de bamídas significativas cmi sueros de (uimiea Ecuatorial

N u’m muiemo
sumemos

p¡9

pi24

pl9±p2z¡

rgp2l+p19

rgp2l + p24

rgp2l+p19±p24

22

4)

4

4

4>

6

‘1’otal 36

Comí el fluí de reaílizar tuuxa comifim-tixacioimi de la imilecciomí p~ ¡[LV por 1>131<,

tenía milos quue oble miel- u míaí mxx umest m-a <le sam migre lxcpai m-i mu ¡zaida . 1>a ¡-a e lío uxos

trasladaunos a Malabo y, comí la colaborauciomí del 1)r. Aguislímí Bcmuito (cooperamite

(leí CNNIVIS cmi Malambo), í>mtcl¡mii<>s Iocamlrnzamt- at los immoli’iclmmos y ím wesa m- 1am sai mígu-e

luepariuxizada. Se ohtttvo plasmiua y AI)N dc seis imídivídumos, pemiemíeciemítes al

estudio imxicia 1. El plamsmííaí y el Al )N se a míax 1 izam-omi cmx el 1amlioratom-io dc 1) iagmiost¡co
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Los m’esuu 1 tados de la auxí pl i t’icaíciómm u mmost m-ados cmx la figut m-a 3, mxx uest ramí la

pm-i muera aumí pl ificaciómí pom- PCIt de 1am m-egió mí etmv , a laí q tic se aí ñademx los

oligomí ucleót idos esl)ecihcos í»ím-a la am muí 1)1 ificac ¡(mmi dcl gemí cíe 1am Q—glol) ¡ mma (gemm

pmcseuíte cmi todam cél tula cuucai m-iót ica) comí el fi mí cíe comíí probar ChI 1) utemí estai(lo del

AI)N extraído). Se (observa que los seis casos amplificauí el fraguincuito de 268 pb

coríespomídicmítc al gemí dc la globimiai y, siux emilbargo), mío sc observa aniplítmcacioui

del fragmuxemito dc 987/975 5)1) corm’cspomidiemíte ami gemí cmiv dcl 1111 A/—I/II. El

resLiltado dc estas líibridaciomícs cmi amixhas 1>CIt—axmiidaidas (cmxv y 1)0)1) es miegativo

cii las seis mixumestras.

2. Confirmación dc inreeció¡i por H’I’LV—I/II

en Bancosde Sangre de I>ortugal

2.1 Estudio serológico

Se líauí esí tídiado 12 iii uesl 1-as Omíais 1 segumida iii uuest raí <le uiía <le ellas,

10214.2) repetidaimííetxte positivais por Itt ~ISA, pmocedcmítcs <le uuí estuidio scro)l~gico

dc aproximuxadamíxemite 12.04>1> mííutestras (le dotiamítes de saiuigre, reaílizaído euí

1>omttígaml . l>au-a sun ti)ux¡Im-uilacioti, i-epet iuií ms el cuusa yo dc El ISA y’ se u’ca lizó 1 FI y’

westcrux blot a todos ellos. El resitítado (le los El 415A se muíuiestra cmi la figturai 4.

Ocho sumen-os cl icí-omí m-esum 1 taidos positivos, mmm ictíl maxs c~ ume 5 pu-ese mil ax romí uu mía mazomx

] )O/cuut oíl miiemio>m <le 1 . Ci mico> suiet-os mcsum l tam mo mm positivos mi íe<l ¡ami te am miaU isis por

1 FI, mii icmít m-aís q ume el resto fumeromí mít’gaít i VOs. 1 MS m-estt Ita dos se mmm mmest u-ami cmi la la l)la

IV. Los stmeros 9226, 5093, 14>214.2 y 7388 fuuem-omm aiuializam(los mííediaímite uní ELISA

que mícom-pom-a pept i dos s istét ¡<sos csJ)ecmIic( s p:m ni cada tipo dc vimtms. Sólo el sunero
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9226 resultó positivo para 1 l’1LY—!, mímiemítma¡s quie el resto <le los estudiados fue¡-oíí

ííegativos. Este auialísis sc llevó a cabo emm colaibo¡-aciomí toui el LaI)OflhtOflo de

Referencia Abbott Cicmítíficax, Clíicaxgo, Estados Umíidos, domíde tainíbiémí se reailmzo

RIPA de los sueros 8944, 14>214.1, 9226, 6182, ¡(>064>, 54>93, 10214.2, 4728 y 7388,

resultando positiva úmiicamííemite la mnucstm-a 9226, que reacciomia ltmertemiíemite <soui

cl precursor gp68 (cmiv).

kstncos de Sangre de I’ortuigal (fl 713)

l~J timbro <jo

1 CUí ~

A> Y
aH -

E —

1 ‘E -

1.(i 1U

0.0./cnt att

Figura 4
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Se realizó un estudio pos- WB—pluís de lodos los suieros, confiruuíaiiidose como

ILTLV-I los sueros 596 y 9226. Los sueros 5093 y 7388 mío presemítamí reactividad

en la proteína gp46, aunque sí cuí rgp2í y p24, por lo que se commsideran como

sospechosos de iuífecciómí por IITLV-II. Lí resto de los sueros fuerouí clasificados

como iuídetenííiííados (figura 4>. Los suemt>s 596, 9226, 54)93 y 7388 se aumailízaromí

por WB—v3, comífirmaimidose de míuevo la imífecciómí por IITLV—I dc los sueroos 596

y 9226, debido a qnc presen lamí reamul ividad en laí hamada M’I’A — q tw U ipilicaí <sOnio

HTLV-I a estos sueros. Siuí embargo, los sueros 5093 y 7388 mío dieromí reacción

cii la bauída de la proteimía KSS (mii cmx N’l’I’A-l) <soimí lo que mío se pudieroui clasificar

(figura 5).

2.2. AmpliFicación por PCR

Se amíalizó el AI)N en 8 míxuuestmas, ol)scrvamidose la bamída dc 268 pb

correspomíd icíxte al gemí (le la Il—gloo bi mxam cuí todos los caisos est um<l iados (figu ram 4), lo>

que demuestra lix presencia y’ la calidad del AJ)N analizado. Luí las hibí-idaciones

de las I>CR—amxidam<las de los gemíes cmiv y’ poí, sólto se ol)scrva laí Inimída específica de

198 ph para cl gemí env y la bamída dc 318 pi> para el gemí poí, aníbos

correspomicliemites al gemíomííam dcl 1 H’LV—I, cmi la mííumcst ram 9226 (seroloigicamííemíte

tipado comilo) IITLV—I; tal)la III, Figura 9). Por el comitrario, míimígumío de los

restantes AI)Ns presemíta positividad emí míimígu¡xo de los dos gemíes estudiados.

2.3. Aislamiento

Linfocitos de las ¡nuestras 9226, 5093, 8944, 1006<>, 10214.1 y’ 4728 se

coctmlt i vam-omx cou m Pitl~s de domia mí te samio cuí m el Fi mm cíe p>clcr <sOí mit rimíair la i mí lecciomí.

Algumías de lais mixuestras rccil)idaxs mio pumdicromi ser cumítivadas por llegar

couxtamuimíadais aíl laboratorio. 1 MS coctu ltivos sc niamil uívicromi duiramite cuiatro

semiiamías, al temí i mío de las ctma les, se amíal izó el sobm’emíada mil e vi m-a la <letecciómí dc

ami Ug’eíío p24 de 1 hL V - No se delectó am mt (ge m mo eím mmi m mgum mito dc ellos, imu] ui ida la

unuestra 9226 qute estai clasificada coííío 11’1’IX—1.
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3. Confirmaciónde infección por JITLV—I/1I

en Batuicos de Sauígreen Espalia

3.1. Estudio serológico

Un estumdio tííulticéíítrico dc 21.921 suucmos procedemítes de Bamicoos de Samígre

de disti mitas comíx u mxidades españolas pom la técmíicaí El ISA y meaíl izado cmi WC los

muesesde septieuuibi-e y míoviemiihm’e de 1992, <lid coommío resumitado la detección de 26

muestras repet idaixíemí te meact i vas, o cmi tu míax ¡o mía i mífem-iom’ cmi um mx 1<) Wc’ del ~ut off.

Estas 26 uxuestras fueromí estudiadas por ELISA en miumestro> laboratorio,

imídicaimídose cmi la tal)la IV los daitos dc la m’azómm 1» )/cuít off obleuxidos (figuura¡ 6).

LI esttmd io por 1 FI mxmostu-ó comí io miegaít u os todos los suícmos (‘1 a l)lax Xl - El estundio

í~<>~ Wli—vi mío comilmm-muio comumo posilívo mmímigmmmuo dc los sttem’os eslumolíaiclos; 7 Iimemi>mi

negatii-’os y 19 indeterminados (figura 7>.

____ ______ —— __ ___ N
[sueros de Bancos de Sangre españoles {j

Niunuoro do ~tuoros

10
¡ ¡ cutofÍ
— E

¡ 8
a

6

4

2

o

2-<

E - 2
- ¡ 1 L~ Ti’ i y.

-- 1 k - -- Li,

020.40608 1 1.2 W416 18 2 v-2

D.O./fl.OcLut otí

Figur-.m 6
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3.3. Aislaíniemíto

Los PBLs (le los casos LIS, 129, l~27, 122, LÚ y’ LIS, sc coctmltivamomí comí

1>BLs de domíaimíte samio duraimíte citatro> semmiaimíams. Al caibo (le C5C ticmiipoi sc realizo

umía detecciómm dc aímí tígeumo p24 emí los sobm-emíadaí mí tes. Ni míg ¡u mío dc los cLmlt i vos

presentó positividad en este emisa o (taibla NO -

4. Estudio de detecciónde IITLV-I¡II

en muestras de pohlacióí¡ AI)VI> (El ¡‘atriarca)

4.1. Estudio serol~gico

Sc ana ¡ izaímom í 149 iii tuest ras dc sumen> pmocedcmiles (le poblaciomí Al )VI> (El

Patriarca) uxíediamíte ELISA e lid. Los resuiltados dc la relaciómí 1).O/cut ofí sc

muestran cmi la figurax 9. Sólo el sticro 1)1>106 miiostró ummíaí razomí l)O/cut off mnayor

de 1. Este míímstíio suero> miiostró positividad emm 1 FI, miuiemitras qtmc el resto resultó

uiegativo.

El suero 1)1>106 se amia lizA por XVII— ~‘3 ~ su comí fi m-miiaciomi y fi paido. Sc

observa reactividad cuí todas las bandas específicas, iumclumidas las <le rgp2 1 y K55,

lo que pem-míí it ío clasi ¡icarIo comulo ti mía iii ¡cc-cío mm por- 1 l’l’l . V—l 1 (figtm ma II).
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&xers_del Patriarca (ffsJ = 1 ZLS)jJ
.jn) oro cAo Lloros

taf3
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1 00
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20’ II -

-1 ¿L—. .~~:<-- - - .1
o -.A”~ -

0.20w’10.G0.S 1 1.21.41Gí8 2 CD-2

o.O./ctfl att

Figura 9

‘[2. Amplificación por PCI4

Se reaíl izo la ext m-acciómi del A l)N de la mii tuesí m-a 1)1>14>6 ínmram sim est 11(110 por

PCR cmx los sístemíxas cmxv y’ poí - Fmi la 1>t~ R—s i mii píe mio sc pumdo o bservam- batidas

específicas cmi mii míg tu mío (le los dos sistemííaís, síu u cmii ha u-” o, cii 1am ¡‘U R—ai mudada se

pudo observam- la preseuxcia de las bammmdams corm-cspommdiemutes a 203 y 318 pl) dc las

regmouícs comTespomicl icuxtes aí los genes eui~’ y po 1, mTspect i vam muiemí te, (leí gemíoníaí de

IITLV-1I (figura II).

4.3. Aislamnie¡íto

Los IBLs oI)temiidos del caso 1)1>106 se ptusicmomx cmi cocuiltivo comí UBLs y

PBLs de douiamite satio~ para el aislamíiiemito dcl II’I’LV—II. Alrededor de la cuarta

seííiauía de cultivo se pumdo detectar la pm-csemicia de amítígeuxo p24 cuí cl

sol)uemiaida mí te (tigu m-a 13). A la oi uí i ¡xtaí semíía mía dc cuí It iyo se u-cal mio um mía mí uíeva PU 14

y secomífirmí íd la pmcsemíc ¡a (le gemio muía cspccilico cíe 1 li’l X — II -
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5. Estudio de i¡ifeccióíí por IITLV—IfJI

cii los miembros de una lainílía

51 u Estudio scm-oiógico

Sc rcaxlizó uun estudio serológico imílcial del caso de tumia mimujer (RCI),

prostituta, seromíegatíva a VIII y seropositiva a II’ITV y de SU lii¡a reciémí miacida

(MEI). El estudio reveló scroposítit’idad en los <los casos (por ELISA e lid>,

clasificauxdose comíxo sosl)eciiosos de iuifccciómí por 1 I’ILV—lI por WB—plus.

Posteriortiícmite, qumsmmnos comiíprobar el estado serológico de la pareja (BF) y de

los dIos ¡mijos mííaix’om-es (III y- 112). í>aím-a ello, obtuuvitiios samígre liepariuxizada de los

cimíco ííí¡emiibros de esta famiiilia. El estumclio prelimííimíar de ELISA reveló positividad

cmi los stmcm-os cíe los casos 14<2, Xl 102 , It F - As i mii is mmío, sc ol>t um yo m-cs mmli aclo p sit i yo

en estos tres casos imiecí iaiíte J FI u JAl comí fi ruuiat-ioii de estos resul tadios por 1-VB—

pluis, clasificamí comíío sospechosos de Il’I’LV—1l los tu-es sumemos, ~-aque mío> presemítaimí
reactiviclad a lax proteimía rgp4óI, pero sí a p24 y’ rgp2 1 (figutra 10). Se hizo umí

seguiníieuí lo serológ ico del caso MF, (iel)ido a <¡mit’ 511 seroposil IV ida ci podría

deberse timiicaímííemíte a aímiticuerpos procedemítes de la mííadre seropositiva. Si esto

hiera así, cmi los sucesivos a mía lisis sc obscmwa m-íam uu mía desax í»m riciómí (le los

amiticuerpo>s específicos. A tau efecto, puuclimuios obtemier otras <los mííuíestuaís (leí C~5O)

MF comí imitervalos cíe aproximííadamíiemíte 4 míícscs (mxmumestmaxs MF’ 1 a N-1F3) y’ cíe ceu-ca

de umí axño couí la untíestra N’1F4. Los resultaidos dci XVB—plLus, claratiiemite

deuíí ucst ramí la (lesapam-iciomi pmog m-esi x’am (le los a mit icumem-pos aímxt i—1 1’1’1 ~V—11 cmx las

míluiestras 1VIF2 x’ NI F3 (Figumrax 14)). I
4aí mímLuestu-aí NIF4 mío se míuuuestra, pero presemíta

¡¡mí perli 1 míegamí No en este XVII. 1 MS StiC ros 14<? y III’ se a mini ini uomí comí el WB—v3

paí ra podem- chasilicarlos <so míio 1 ¡‘11 A’ — II - VI s umem-o IIF m-caec iom íd comí toclais las

pm-oternmias espccilmnms, i tící tu ida h55, lo qí mc claisi flca ci ím mío lI’ll V— II p Ni Ii~ o a este

suiero. Simm cumíbairgo, cl suero RU, mio l)rcsemite reactiviclaid IYemíte a K55, pemo sí al

mesto de pí-oteimias específicas, mío pum<l icmicio ti pi ticarse 1)0 r este mííétodo -
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S.3. Aisla¡íiiento

Los PBLs de todas las míxuestras (excepto MF3 y N-1F4) futem-om cocultivados

comí CBLs y I~ltLs de (lomiamite sauxo. A partir de ha cumarta seííiamia sc pudo detectar

auítígemio p24 específico cmx los cocuultivos de las miíuiestras RUI, RU2 y- 1110, tamito

cmx los CBLs comíxo cii los PBLs (figumm-a II). Fmi el resto de los cumítivos lío se detectó

antígeno en las cumuco pm-iríme¡-as seniamuas <le cultivo, coum lo que sc frjó de cultivar-.

Los cLullivos RUt, 14U2 y 11V cocutítivados comí PBLs se umíamuítuiviemomu (luiramite

aproximadauiiemite seus meses, alimíieuítamído cl cumítivo comí l>Bl~s dc doimaimíte saimio

cada scmmíamma d u¡ ramífe las pmi í iícm-as ctua tuo>, pam ma dcja r dc al i mí memmtaím duí ramite el

resto> del cultivo). No se pudo commtimíuuamr cmi los cumítivos dc (i’BLs por falta de

disponibilidad de éstos.

6. Confirmación de infección por IITLV—I¡I1

en dos casosAI)VP

6.1. Estudio serológico

i)os casos seropositivo)s para VIII y AI)VP (AA y- JA), fuieromí estuidiados

para detectar auíticuerpos auíti—II’ILV. Los resuxítados de ELISA e IFI fuieron

positivos pax ra el caso A A, si mí ciiiha rgo, el caso JA t um yo u mí valor cíe 1). () mxi um x’
cercanoal cuí oíl’ del emmsayo y su IV! resultó mtegati’.-a. El WB.v3 dio resultado>

positivo cuí los (los casos, ~>umcl jémiclose tipa m- coixio i milec- iomxes por ll’l1 V—l 1 (Figmm m-a

II).

Resultados 11 917



6.2. Ampliñcaciómí por PCR

Ef AI)N dc bis dos caso>s fume amíailízaclo poir ¡‘UR cmi el gcmm pol, obtemííéuídose

uiuía l)aflda dc 398 ph, en los <los casos, <guíe se resol y io en umm:í ha mida dc 161 ph

(específica <le II’I’LV—II) después de realizar ia l>UR—auíidada. En el gen cnv

aparece una bamída dc 987/975 pb cuí los dos casos y uuía baimida dc 24>3 pb

(espccíficaí de 1 I’I’11V—II) cmx la l’CR—ammicladai de los dos casos (tigutra 12).

6.3. Aislamiento

Se cocumlt iva m-o mí los Ii mí loe it os de los <los ¡ muí iv ¡cl umos co mí ( BIs y PBLs

de donamítes samios, detectaimídose amítígemio p24 de II’I’LV a partir de la tercera

semííamía de cii It i yo (figum ra 12>. Luí la q ut imita seuxíaimía sc reai ¡ izó uí mía PUR,

comífirmííándose comíío IITLV—II lix imíf’eccióux de los dos cultivos.
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7. Estudio en muestras procedentes

depatologíascutáneas

7.1. Amplificación por PCR

Las 22 muestrasde ADN, MF y LEU, diagnosticadascomo micosis

fungoides,fueron analizadaspor PCR en Jos genespoí y env. En la PCR-simpie

del gen env y el gen de la Il-globina observamosuna banda de 268 pb,

correspondienteal gen de la B-globina, en todos los casosestudiados,indicando

la presenciay la buenaconservacióndel ADN. Sin embargo,no se observan

bandasespecíficasde HTLV en ningúncaso,realizandohibridacionesde lasPCR-

anidadasde los dos genes(figura 13).

env/B-glcbina
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Análisis por PCR del gen env de IITLV y del gen de la 8-blobina en los casos

de patologíascutáneas.

Figura 13
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J. Estudio de seroprevalencia en una población de Africa

ecuatorial (Guinea Ecuatorial)

Ilenios estudiado 1.129 sueros pmocedemítcs, miiay’oit’itariamiicmmlc, de domuarítes

de saíuígm-e y-, cmx miíemíor uííed i cía , cíe cmii ba m-azaclas, tui bemT um los< >5 e i mi oliv id umos

¡-elaciomíados comí lUIS, m-ecogidos en el 1 lospilal gemíeratí (fe Nialabo gracias a ¡a

Cooperación ‘l’écmiicai Española. El amilílisis por ELISA cletectó 36 sueroS comí umía

razómí L)Olcuut oíl mííaíyor de 1. Estos 36 sumeros se atíailizaromí posteriormuiemíte por

IFI y westermí blot para suu comxfmrmííacioii. La comilirmííacíoímí serologíca dc imífecciómí

í>or estos vimuus depemide dc la presemícia de ¡-cactividaid de amuticuem-pos Urciute a

productos gémíicos de gag y env. La iuxtem’pretaciómí dc los resultados serológicos cuí

suicros de ouigcm africamio líam presemitaclo munchas dificultaides.

El esí umol io por 1V! detc-t o ¡mmi amI to> mmiii uiem-o dc m-camcciomics i m icsíwcíficaxs q uue

inípidieromí umía iuiterpretaciómi clara del resiultado. Por tanto, couisidcramiios que

cl uso de la técmiica de IFI mío t-esultaí mííumx- aidecuuado al estudio de suemos africamios.

Esta opiuíiómí está <le axcuierdo comí lo descm-ito por otros aumtores (Verdier y’ cols.,

1991>).

1 laísta líaice poco, mio se (lis pomí ía cíe um ix etisa yo seu-ológico q ume di fememíciara

anticuerpos anti—1I’ItV—I y anti—JITLV—11, por lo que era necesau-ia la detección

dc ácido u ucleico específico ~ di Fem-emiciam rías. Reciemí temnemíte (pa ni uuso emí

iii vestigaxciómí) se esta’xuí (lesal rrol lix mido) westcm-mi b lots q nc i mico) rpomami proteimias

recomxil)imiamxt es espec lucas cíe camcl:m vi mums o¡ ume pt’m-m uitcít cl iagmli isí ini r y (lite remícial r

ambos tipos de iuileccioui. lIno de estos, es el misado cuí este trabajo (WB—v3). El

patm-oíui de ha midas observado por XVl1—v3, pem-ui mit id clasi tmcaí r comiu> positivos a

IITLV a 8 suiemos. míxiemitm-aís que el mesto luem-omi itxdetermuíimíamdos. l)e los 8 suieros

posit ¡ vos, cumatro fueu-omx ti pi fica(los co míío 1 I’l’l N—l , dos coumío 1 ¡ELY—lI y’ los dos

restamítes reacciomíairomí comí axuxí has pm-ole imias reco mxi bi míamites (I\ [¡‘A —1 y’ 1<55) comí lo

q tic no se pudieron clasificar. 1 Á¡ lamí ta de reatE x’ idaid trente ;í las pr-<fleivmas tipo—
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específicas, podría set- debido a tumia liuim¡tadam semiSil)ilidaíd del emisay’o o aí la falta

de mecouíoci mxi ¡emito i nuxí umie pom- algumíos i mxd iv iduos. Estos res ui Ita (los scmoilógicos

debería mí ser comífí mii mados por o) t m-os imué todos, comuto Rl PA ~/o ¡‘UIt - Para la

real izaciomí (le PUU tu-ata mimos cíe coí isegu¡ i m uu mía mii uuest ram de sai migre cíe lo>s casos

estudiados, pero> tite imíxposible obtcmier miitmestra <le saimigre (le todois ellos. Emí

realidad, sólo ptmdimuíos localizaím 6 iuxclividítos dcl cstui(lio>. Los seis sueros

l)mescmita!-omi pat t-omxes dc ba midas (1 ítem-emites a los euícom it mai<lt>s ci m la mii ucst u-am mí icikml,

mío comdmrníamidosc la immfecciómí por [VIIA” cmi mmití9 uííio (le ellos. ‘lamuipoco pudimííos

detectar pm-est’iic ma de gemíommíam espec Rico cmi mmiii g um u u> dc ellos.

Pom- lo ta mito, detcctam mimos 8 síícmos comili m-uíxados coi mío posi ti x’ os por ~Vl1—v3

de un total de 1.129 sueros, lo qume supotie ¡níaí imwidemicia¡ de infección por IITLV

del 0.70/o. Iíaiy’ qume destacair la presemícian de imífecciótí í)O>r 1111
5V—lI, algo

relativamííemxte poco co)mii úuí cmi esta ref’ ¡dii geograitican, auutiqtmc hay’ trabajos que

descrí bemí este tipo dic aí mit ¡cumerpos cuí suteros a Inca ríos (( o um ha u y’ nmis., ¡993>.

1 as seis iii umest ras qtic p LId!! iííos obici íe u cmi \<l a 1am bo, co m-m-eSl)o micí iemí (es a lais

¡nuestras 741, 222, 385, 396, 740 x-44)9, se analiza,-on con el WB—vJ, que incorpora

puoteímias meco miii) i miatites específicas pamm-am caiclai Ni rius. It 1 sumero 744> se claísi ficó ct>uxio

positivo paran 1111V-II. El sucm-o 222 preseuxtó reactividad cmi M’I’A-1 y 1<55, asm

comno cmx p24, simí euiibargo, mio uííuiestra reactivi(lad cmx rgp2l, por lo que se

clasificó comímo itídetermuximiado. Estais reactividaides comíjuimítas a las proteimías

rcco)uii I)imíamuites NEtA— 1 y 1<55, líO) suelemí sem mii tmv couxm um míes, ~wm-o se liai mi dando casos

en esE uídios ca Zaire donde a ín¡rÉ-ceuí sueros c< u> doble u-cacE iv iclad i’ sueros si u

mii mígu mía u-eamct i N’ ¡(lamdl a estais pm-ole imíais, 5 it’li(lO sueros íbosit ivos. Si mí ciii bat u-go, cl

estudio> por í>CR de estas uííuicstras mio hogmó (letectaxí’ míiuxguíuia secuemicia provírica

ni de JITLV—1 ni dc IH’LV—I1, incluida la muestra740.

Pon- (>1ra 11am rte, híaíy’ q LIC temieu e mm c umemí 1am q ume existe mí varias imífecciouíes

panrasitamias mii Líy’ comix uuuíes cmi ese pam is. El pal uí<l isuimo e.s cii clé,íí iii) y las seis

miuuest mas mcsum ¡ taro mí positivas am cl iclíax ¡mxl eccio mí (chatos famci hitados por el Servicio>

de Pa rasilo logia del (SN NI VIS, 1 SUIII) - Es posi bIt’, co mimo sc 1 íai <¡escrito, que
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algumía de esas imífeccmouícs ptuedam dar lugar a cierta reamctmvidad cruzada que

¡mí terf~eri u-la> e mí 1am i mil em-pm-el aciomí (le los m-esu It aclos . Se lía clemuiost tai<l<> um miat si mxii 1 ittI(I

estrLmctuiral cíe los epítopos de lais proteínas gag cotí otras l>fl)tciflaS míxicrobiamías

y celuias-es, como por ejeíííplo con Ph¿smt’dínm /alc¡parum <iNlcLaugliuí y’ coN.,

1987; llayes y cols., 1991) ~‘ proteínas iimieluimt-as (I5iquo¡-i y cols., 1991>. La

reactividad ujuxica a proteimíais “aig, cmi amuscmíciax de reactivi(lad a puoteímías cuy,

po<lt-ia sem debido a ~umía baja se misi l)i 1 i(lad del emísavo a esas pmotem mías, (> u mía

rcaccioiui cí-Lizada con pí-oteimias uet rov ír¡cams mii uu y melaicioiiam(lals, 0 [>01(1ría

representar uímia jase temííprammía de 1am imílecciómí [)0)~ 1111 V. Se debería temíer

cuicuiemíta que l0)s iix(lividuios co)mi reactividaxcí aislaídam (le gag estuvieramí imílectaidos

comí algumía vamiatíte (le 10)5 vi m-ums lI’II A’ t¡~íe p<>se~> mí uu mía (1 ¡ vem-gemic¡ai ¡ mmi pomia míte e mí

las proteiuías de 1am emívuíeltaí y, por eso, estos iíxdividuuos mio reaccioímiauí comí las

cepas y ¡¡-icas prototipo. U míaí de tailes vamiaxuites pod ría set- la ax isla(la cuí Papuia

Nueva Guinea (Yatíagihíara y cols., 1991).
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2. Estudio de prevaleíicia en pol)laciomI general de un país europeo

(Portugal)con destacada migración africana

En un esí odio ¡-ea lizaudo cii cola l)< >fltCiOiI c< uu ti mt grupo de Bamucos <le Sangre

de Portugal, basado cii uí mía mii uícst u-al de al redcdo¡- <le 12.00<> suc m-os amíam 1 izados,

(loce (muíais tu miau mii tuesí ma t-cl)et ida), l)rt’st’ii tau ron ti miau m-amzo mm 1 )( )/cut oit cmi It 151 SA

para la detecc ióm u de a mml ictmet-pos a mit i—1 l’l’i A’, uííay’omr de 1 y’ lumerotí a mía 1 izados para

stu couíti rmlíamc ioi m cmi mí umestro lal)orato río. It 1 est u¡ ci io í>or 1 FI reveló cimico) stueros

positivos. Por la mito, (1 iO comiii) posí ti NO am t mes suíe ros q ume cmi ínstemi~res cst uíd ¡os

mío tuemoui comí ti ruixaudos -

Ití auiaí lisis por XV B—v3 cíe laus mii tuesí íams, clamsi fico u> mimo íms it ¡ vos los suieros

596 y 9226, ademimás de tipificamí-los coumio 1ll] N—I. Los simem-os 54>93 y’ 7388 mío

reacctomíaí romí comí mii uigui míaí pm-oternmia recom hi míaixte especihca de tipo, comí lo t’Lial mío

ptudlieromi sem- tií>ificamdos. It! u-esto tIc los sumct-os luieu-omí couisidem-aclos comumo

imídetermuimuacios <lcl)ido a que uuíliguulo reacciona con 1am gp46, atíuuouuuc aílgmí¡io sí lo

Ixizo comí lax rg¡)2 1

‘tABLA III
Patrón de bandas pr WB

pl9 4> 6

4>

p19±pi24 4) 4)

rgp2l (1 1

rgp2l -1-1>19 4> ¡

rgp2 1±í>24 4> ¡

rgp2l-f-p19-1-p24 2 4>

‘I’otaml 13

WB
Positivo

2

WB
1ndeterm ¡ miado

11
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NLmeve suc mos (i mxci u i(los los dos pos it u os) fLtem-omm a íiam 1 izados pom RIPA

(colaboración dc umui lal)o)rato)rio <le ltstam(los Umuidos) pama detectar la presemícia de

auiticuerpo)s frente a la proteimia precttí-sora gp68, ya qume mximiguuío de los

imídetermííimíados miio)stro> rcactiv idací en gp4ó. Ni mígluuio (le los sero—iiidetemiiiimiados

(lemiio)st¡-ti ¡rese miciam de Ni mi cía gpóH, 1<> q mmc comí fi u-muía los rcsui liados, i mmcl um í(lOS los

suieros clasificauclos couxio sospechosos <le immlecciómi 1)4>1- lIlIA—II íor el WB—plums.

La mííu¡estra 9226, resultó positiva cmi RIPA. Esta tilt¡mííam miiuucstra ~>uidoser

analizada por ¡‘(SR, gemíes pol y emxv dc IIi’LY-I y ¡[ELY-II, y el resultado) fue la

deteccióuí de gemmomiia específico de 1 I’I’LV—l . l)e 1am otra uiiu¡estm-a 1111V—! positiva,

mío puídiuííos obtemíer uííuestra de AI)N. Las nitiestras sero—imídetermiximiaclas domíde

l)tudl¡miios ol)tcmicm- AI)N, m-esimltamromi micgamt¡N-ais pom l’( It. Por oh-o lacio, mio

comxsegtu irnos obtemíe r u-e plicació mí y ím-íca cmi mxi ng Lt mio cíe los cocum It u ~‘o>smca 1 izados,

imícluida la, míiuicstma 9226 ll’Il ~V—lposit í~a.

Emí este est Ltd ¡o, liemimos comí fi mmiiai cío Ial sero—posil iv idad debida a 1 I’1’LV—I de

dos muestras, que equtivaile a tu mía tasaí de 16/14>0.04>4), timia de ellais 1I’I’LV—I positiva

1)01’ PUR, muíiemítrams qtue el m-t’sh> cíe laus mmumicstm-as l)I-t’st’mitatmi tui ~ sem—o—

mídetemumí i miado> y fueromí PUR y a islamuíí ieíí fo> miegat ¡ vas. Por 1am muto, pai mecc q tic cmi

poblaciomí gemie ra 1 es mini~‘om- 1am i mífeccióm í pom- liii A’ —l q tu’ po m ¡ ¡‘II A’ —II, cj tic es lo>

quje ocurre emí Vram uuc ¡a, domíde 1am ¡ mxl eccio mí p<~- liii
5V— 1 es mi ma y o m¡ tai riax, pero lío ast

cmx Estaidos Umíidos, domíde el ¡¡‘¡‘11Y—I repí-esemíta la uííitamci de hais imifeccioumes por

IITLY.
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3. EsLudio de prevalencia en Bancos de Sangre de España

Paraí couiocer míxe, or la pme va leuiciam dc ¡ u fú-ció mm pom 11i’1 1V cmi Espaíxaí, y

poder di feremícia m- los ti pos <le ¡mí Fec- ¡ómí, se ream 1 izó uí mí cst ti dio muí uí II icémí t rico comí la

participaciómí de vaírio>s llarnicois (le Samigm-e espailioles. El estudio se reaílizó a lo largo

de ti-es uííeses, pat-a i mii pedir q ume dos mxx umest u-as huera mí del muí ismíío domiatíte (sólo se

pemní i te domiaí r sai míg u-e caídam t mes mileses> . Fui camclam Ba mico <le Samigre se real ¡ni el

puimíícr auia’mlisis de (letecciomí (le aumil icumerpos por ELISA. Los sLieros que

presemítabamí uu mía raizótí de 1). ( ) . /cu t oil suí pemior a ¡ (o tu mí 15% p~>m (lel)amJo) , se

mamídaromí a uxuestro laboratorio para su couxtirmixaiciomí. 1)e umí total de 21.921

sumemos aí mía 1 izaiclos, 26 fuerouí cmiv iados a uítícst ro 1am l)o)uaito rio. Se mepit íd el cmísayo

de ELISA a todos los sueros, a(lemiias de las técuxicas de comifiruxiación 11~I, WB,

PU It y a¡slaímíí ¡emito (cumal mi<i<> lume posi hile)

El aumíailísis ¡)t)i~ lEí m-esííltó miegatiNo cmi todas las mmmmiest mas cst ,mdiamclams y’ el

patrón de bamídas observado por XVB—v3 mio) comifiruxió sero—posit¡vi(laxd cmx míimiguna

de las mii Llestras, siemído scmo—miegait i vais 7 mii Liest ras. IAl la l>lai 1 Y mii uiest ra el l)aittOui

de bauídas observado cmx los suieros.

‘lABIA IV

Patrótí de bandas por WB—v3

WB
1 mi<lefcrmuui miado

pl
9 7

piZ4 8

rgp2l+pf9 ¡

m-g¡)2 ¡ p24 3

19
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Conio <1 i~¡ mííos amiteu-¡ormuieuite. la am pamit ióui dc m-eact iv ¡ <lai<l gag y la atusemicita

de reactividaid cuí gp4ó, pumedle dlel)erse a vam-mais caumsas. l)ebido aí que los

anticuerpos gag soy> dc los primeros en aparen’v- en uuia seroconversí u (Maixuis

y cols., 1991). íodría ser qume las mliLiestmais quíe presemit’mí reactividad cmx gag

represemítemí posil)les scro>cotiversmomies. Sin cmíibargo, mii el RII>A confirmíió

presemícia de proteimias cmiv, mmi la PUR clemííostró presemíciaí de geuíoníaí de IITLV

cmi mi iuigu mio de los casos. 1 MS ami tic uuem-pos a mit i—m-gp2 1 4 pm’oteímxaí cíe 1 m-amxsmuiemui l)ra mía)

se lía visto reciciul euixení e c¡ Lic pLiedie comísiderarse comímo u mí uiiarcadom de

serocom versiomí (N-lam miii y’ cols - , 1991). Fmi este est umd ¡o, mii mígtí mía de laus muítucst uas comí

amiticuerpos amíti—rgp2l y gaxg demííostuó presemíciam de geuíomííaí de 1l’l’14V por PUR,

lo que cuestio>mia la posi bIt’ sem<íco mí vemyióuí <le d k-hi s iii div i d umos. l’om oIt-a paít-tc, el

cocultivo de alguuías de las milLiestras mio permxíitió detectam- replmcacmomí vírica al uit)

delectairse att 1 igeno p2
4 tsj>t’tílitt> CII 1111 1<’ (III Ca¡S<>.

í)el total <le mii umesl ras esí ud ¡adais, mío se I)ti cío comí tu rmíiam m- haí l)I-eseumcmai de

infecciómí por ¡[ELY cmi uximigLimia dc ellas. Lais 19 ulíLiestras ¡midetermiiímiatclas, síu

euiibau-go, míos l>Lie(Ieii hacer ~wmísam m, píi uiiero, cmi 1am míeces iclaidí (le p laí mí team m- uu mí

scguíiuíí icuito <le al muieuios 1 alío cte estaus mxi umest uas comí el fi mí de obsemwai m- las

vaí rmacmomics e mí los [)axtm-ouíes <le meamet ix- idatí l)oI~ XVII, y segum miolo, cmi 1am posibilidad

de couísiderar ííía’ís detemíidamiíemite el pm-oIilt’miia de la detecciómí de anticuerpos

IITLY cmi los 11am uxcos de 8am mígm’ cspax mudes, íor<~í Lte, comuxo lu’uííos visto, cmi Port tugaul

se liauí localizado dos cansos Ifl’IX—I positiN-os cmi domiamites de samígre(16/14>0.000)

y cmi Framicia se han descuito uí uxam pmevam leuxcia <le 4.3/14>4). 04$>. Por la muto, cmi mí uestros

paises vecinos está couífiruímadam 1am l)m-t’semicmai dc imif’ecciómi por lIlIA’ y dado que

somixos pamís <le paso cíe ¡miuxmigmammítes ¡)rocedlcmites dc AIrícam (Uemulm-o AImicam tietie uttiai

a Ita pm-eva¡euxcía de ¡mí fecciolmí ~O)r 1 [HA’—I) , sem-ía ramzomiaí file p 1am mit car ti mía miiaiyou

atemíciomí a 1am di luisiómí <le este tipo <le i mí leccio mies - (So mimo sai lw’míxos, cmi ltstamdos

U mí idos es obí igaitoria la detccc iómí de al uit it-uit’ rpos a mit i—l ¡‘II A’ cii los Baum ucos de

Sauígre desde 1988 y cuí Fraxmiciax desde 1991, posiblemííemíle cmi muuucstuo país debería

valorarse el i miterés samí itario de esta m ucd ida, am Li mi q ume comís mdc rauxios miecesarmo

completar con uíma mmm nestra mm mas ami pl ia el estudio qnc aq uíí se ¡ma expuesto -

l)iscusió,-r ji /02



4. EsLudio de detección de IITL’V-l/II

en muestras de poblacmon AI)VP (El Patriarca)

Se aí miau 1 izaí ro mm 149 5 LterOs l)rot-e(le miles de ~0 l>lac iómí Al) VI’ qtí’ mesicl lamí cmi

laus depemidcmic¡ams de It! Patrian-caí. Fmi <‘sic esí uídio sc localizo mmmi sumen> o~ue sc

co)uitm ruiio couiio seroposit voi a Il’1l 4V—II. Se t-o)tif u rmixó por PUIt y’ por aislauui íemíto u

Fmi este estumclio se alcamíza uumí (L67% de prevalcuacia, aclemuíás <lel>i<lai a II’I’15V—II,

It> q tic está <It’ acueu-do comí la al tam i u icíclctic ¡a (le 11115Y—II cmii m-e píblamc¡oi mí ADV 1’

seropositivax a 1 1115Y. La tasax cte ¡>mt’valemicia ol)teuii(la cmi Fsíaxña, está mííumy’ por

debaijo dc la <Iescti 1am cuí 1 tam 1 iai , <lomíclt’ st’ dci eclaí liasí am tu mm 5% cíe seroposí ti vos (l)e

Rossi y- cols., 1991), la miiayoría debido a la imífecciómí por 11’1’LV—II, amumííeíitamxdo

a tui 18% cmi imídividuos AI)VP YIII positivo>s. El resto dc 10)5 países europeos

pm-cseuítami umia ~>revalemiciaimíítuy’ baja cJe IITI5Y cmi pol>lacion AI)YP.

El aislauííienio y’, por coíísiguiente, la repiicac-ióií del IITLY—I1 detectado,

míos peu-miuil¡ó segutír amíailizaimiclo olíclio amislaiclo, datos cíume se m-ec-ogemi cuí ItesLilta(los

III -

5. Estudio <le inltccióím por 1ITIN—l/I ¡

en los miembrosde ¡¡¡ma Familia

l)e timí cstumdío realízatlo cmitm-e ¡>oblaicioum comí puaict ¡cas <le pm-ost¡tmmciómu, se

obtuvo um (>59% de sero)prevamleuicia a II’I’IN (l§stéhammiez y’ cols., 1991). Puídimííos

lo)cal ízaíu- aí tu miau oit’ t’Sams mii u~eu-es sc’ro positivas ( RU) y obtt’m mt- r um m íam mii uut’st tax cíe

sauigre liepa m-i mí izadax . Por ot ram pat-te, gui isi milOS ~>l>ie miel- iii utst ra cte sai m mgu-e (le todois

los nuernbros (le esa ta miii 1 in , ~-a <¡<mt’ Su [i~ IIt(15 Of (It’ SI! ¡»~ ffl~~ Cnt Al) Vi> (11 E) y’

Ihs<its,on II ¡03



tenían uuía 1ii¡a (MF) reciéuí míacidai que podría estar iuifectada (por tramísmixisióuí

vem-t ¡caí 1). ‘1am mxi biémí o>l)t [mvi1110>5 mii uiesl mas <le sai migm-c cíe 0)1 ros dos Ii ij (>s íiiay’ores (111,

112). Esto se pudo) realizair gu-aíciams a la colaml>oraciomx de la l)ma. Baurge ((Souisejería

de Sauí idad y’ Se” um ridad Social, 1km 1 mima (It’ Maí ¡ iomca), <¡Líe tíos miiamida l>a las

mu uuest maxs (le sai míguT a mí uest m-o 1am l)oraul 0mb, aísm comimo los da h ms e pidemíí ¡ológicos

domide se imicituiamí las prácticas de riesgo (le caída mii¡emiíbro famuiih¡amr.

El cstuud¡o serológico deuiiostró seropositividaid cmi las miíuucstras RU, BF y

MF, ní¡emitm-as qute Iii y’ 112 fumeromí seromíegautívais. El j)aifi~Ii (le bamidais de BE fue

clasificado comimo II’I’LY—II por XVB—v3, mio obstamíte, la miiuíestma RU mío detiiostró

reaucti viciad comí mii mmg Li míaí (le lais prol cíuxams recommm¡ n miaí mit es t’specihicams dc 1111 V—l o

1ITLY—I 1, por lo cual, mío se puudo ti pi ficar semimlógica miucí u te. 1 ~asero [)osit ¡ x idaud de

MF podía set- clcbi<la a laí l)FC5C mmcm (le a tít ictue 1-pos <le 1am muía (1 m-e, y-a q Ltt’ éstos mío

desaparecemí hmastai t ramiscti mi-¡dos vam ¡-¡os mmíeses. l>om eso, ¡u ic ¡mí mos tu mi segum ¡ iii ¡emito

serolo>g¡c’o del caso y m-ecogi mííos tu-es mí u muesí vais coui mmml erv aml >5 de 3—4 m mx’scs y’ tu miau

últiuiía muestra 1 amño dcspuíés. A lo lairgo) del amíailísis <le estaus lilLiestrais se vio que

la m-cacti~’idad cl¡suíí¡ííumíaí a lo lairgo <lt’l tiemiil>o hmaistai clesaparecem por comíííflefo cuí

la ui ¡timííax mxi tíesí u-am a mía liza daí - El est Lt(l ¡o <leí Al )N cíe las iii uit-st mas ~or l>UR

demííostró la preseuxcia de gemiomuxa cíe IITLY—II cmi las míítíestraxs BF y- RU. No se

detectó gcnoííiax de 111EV cmi mxi uigLi mm ot rt) mii iemíí l)ro de la fa miii ¡¡a, imící umida MF (cuí

mxumígtumíaí de lais miiLicstmas Ol)t<’iui(laiS). Por taimito, uío se comifim-miiam iaí t,-amísuiimsiómx

x-ertical. Nied¡ami te c Lt ¡ ti vos ccluí lam-es se líam demííost ma(lo la mepl icaciomí 4’ inca cmi los

casos RU y’ BE (mío aísí cmx el cultivo de MF), comno st’ comifirmuio por la presemícía de

gemxomíxaí dc Il’l’LV—II p~ PUR. I>or otra l)amrte, comumo BE es Al )VP y’ setoposit¡vo

a 1I’[LY—11, y’ RU tío es AI)YI> pero praicí ica lax pu-ostituciómx, podm-ía ser guie la

imítuecciómí imí¡cial huera a través dc IlE (víam Litihizaciomí de agujas iuifectadas) y’ que

éste Ii tu liierai tram mus mii it i cío 1am i mífecciómí am R(S pom- y 1am sex umal . ‘l’amii l)iémi pod níam sem- q ume

la imífecciómí <le RU se prodLiJera cuí aílguumío <le los comitaictos sexLmales comí otras

paí rc~j as dadan stu co,mi<Iíc¡ó mí cíe l)n)st it tu tam. peu-o es i>ot-o pmol)a l)lc (lada la bajam

cimcui laic¡oui cíe est t’ N’ mmtus. Estos dos I1l’l.V—ll (RU ~ BE> se cst Lt(l ¡a mai mí mimais

proluuidamiíemíte cuí Resuitaiclos III.
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6. Confirmación de inl?eccióu¡ por IITLV—I/II

en dos casosAI)VI>

ObtLmv¡uííos míutestm-a ole saumigme de dos imidividuios AI>VP y VIII positivos

(puoce<lemítt’s dcl 1 lospitamí Yall 1) ]throíí oit’ ltamm-cclomia) para lii c<ímifimmuiamc¡oui de la

seropositívidad a II’115V. Las dos muunestras se cstuud¡aromi sem-ológicauiucmxtc, dando

umí resultado positivo por lid cmi el caiso (le AA y miegamtivo cmi cl caso de JA. El

pat roStí dc bai mí cías obsem-vamdo por XV il—v3, comí li m-uíía 1am seropo >s it iv idad de los <los

sueros, clasifícá mu<lolos couxio i mifeccid mí por 1111 Y—II. It! suíe m-o JA l)resemita u mía

reactividad mumuy débil cuí gp46, am uu iic~ mi iii ni reauct i N’ i(la(l Fumerte cii 1am pi-oitcímiam 1(55.

Las dos iliLmestras resultaromí positivas cmi bis cocuiltivos realizados cOmí UBLs y’

1>BI~s cíe domuatite samio. Estos dos atislaclos (AA y’ JA) se estumdiaírámu uiiás

detcmíidamííemíte en Restultaclos III, domude se amiil)líamu los estuiclios a as¡>ccto)s

fenotípicos y’ mííolcc ti 1am res.

7. Estudio ei¡ ¡¡inestras procedeíítes

de patologías cutáneas

¡ti Níruis hiIilotrol)ic() <le télumlams ‘1’ hmummiíammuo <le lipo l (11,115V—l), címaido sc

a msló, pa mecíam esfau u iii umy mt
3 lacio mía do tío mm mícoplaus iams cum taj mít’ams, micosis /h ugoide

(MF). y’ comí síu vamriammi¡e leíucémui¡tam, cl srníioim-oiuue ole Sé¡aitN’ - S¡mí t’muul)airgo, <lespímés

de miLi míícmosos est tíd ios rcam 1 inicIos e mí esl aís paul oh >gíams Lt E micas, esta me laució mm mío está

mííumy chaira. Es míiity bajo t’l p~m-c’iitat¡c’ oh’ pait’iemitcs coui Nl l~ clasificado, qute temugamí

ami t icumempos am ¡it i—I LII A’—I - Po m- ot m-a pa uit’, cx istemí 1 m-a h>a¡ os (bu mole comísiguemí

detectar genonma dc 1 1’>]. V—I cmi pacientes c¿ ni NII~ <Z u¡ckev-—F¡-an kli,m ~‘ cols., 1992>.

ifls<uwón II ¡OS



Por eso>, cl 11T15V—l siguje siendo el priuxcipal sosl)echiost> cmi la emífeu-mííedaol, aunque

lax detecció mí <It’ pa m-t ícum lais y imitas sólo sc comís iga e mí uí ix bajo prt’e mxtamj e cíe casos.

Fu miuestro estut(lio de 22 mulumestrais (le l)ait’it’iitt’5 co>mi MV, mio) <letectatixos presemícia

de geuíouíía <le IITLV—I mii II’I’14Y—Il - Las míítmestrams proce<líaxmí de biopsias cuitáuícas,

mío dispomuiemído dc ;ímuucstra de samígre peuilcuitam l)aim~i touutnistau los rt-símltaíclos

serologicos.
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La aparicicimí de efecto) citol)atico (¡tUl’), formíxaiciómí (le símicítios, sólo fue

evidemíte cmx los cocimítivos dc los aislados BE y RU comí la híííeaí celuilar ‘l’IIP—t,

como sc nl misE ra en la figura 1 - 1 ~oscoco II í tos v-t’a 1 izados con 1>111 ~s de donante

samio, pmcscmxtaímí cm m todos los am ¡síaiclos í>eoí tic míos si mW¡ t ios y agm-mi l)amc¡(i mu cíe cé 1 um las

q ume somí característicos dc céluu laus ti-am misfo m-muial(lais pom 1111 2V . 1 Rl aí pa m-¡c iomi (le estos

smuícit ios se presemitaí am pmox¡ miiaudaxuiíemit ‘ al cabo ole <l<ts semita mías <It’ 1m It i yo -

La viabilidaid celular de los coctmltivos desciemíde ligeramíiemíte cuí los primííeros

días para desptués estal)ihizam-st’ emutue umí 80—90%. 15a ilabilidaid de las células

tratadas cotí MJVIU, sin cocultivar, desciemíde rápidamemíte líaista llegar a míiveles

cercanos al 0% cmx lo)s 4—5 olíais (lespuiés del tu-aítamímietito. 1 Rl detecciómí dc aumítígemio

p
24 descieuide draisticatuueuítc crí los cumitivos (u-aítados comí MN’IC (figura 2).

1.2. Detección de antígeno p24 soluble

Los m-estu 1 ta(los de 1am dct ecciómí cíe a mml igemio ¡>24 e mu los coc Li It i i’os a lo laimgo

dc 52 días dc cu¡lt i yo, somí 1am mííed ia de los obte mmi dos cmi los tres cmísayos meaí ¡ izados -

Fmi la lítica ccl um lar Raíl i, los ci mico amisla(105 se couxí l)orta mí mxi uy siuuí i lairmítemíte.

La p24 decaerápidamneíite, aumíquie cmi el cultivo comí el aislado RU lo hace mas

lcmítamuícmíte. Al cabo cíe 52 días dc cumítivo pu-csetita uní muivel miuuy bajo de amítígemio

(40 pg/uiil).

En las líticas linfoides ‘1’, JIu’I’—78 y NloIt—3, se obseiva ,n-aícl¡can¡euute el

mítísmixo paít rómí (le caí ídau cmi 1am <Ietecc iomí ole a mxl igemio . ltmí los (‘Li ít í vos de los am islados

RU y DI>106 se detectan alrededor dc 14>4> pg/uííl cmx el día 13 dc cultivo (cmi las dos

líticas celulares), pero tío st’ puiecle detectair amílígeumo en cl díaí 26, al igual que cii

los dcmíua’ís a islaidos (figtm m-a 3am).
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Fmi el sobremiadamxte de la límica mííomíotíticaís 13937—2 cíe los distiuitos aislados

se dútecta u Día bajada ¡)rogresi i’a dc antígeno liasE:> <‘1 día 26. A parE i¡ de ese día

la detecciómí (le amitígetio se estal)iliza cmi LIliOS 50 pg/uuml cuí todos los aislados. Fu

la lítica ‘flIí>-1, t’l aislado AA presemita 24>4> pg¡uííl al día 26 dc cultivo, quedámídose

cuí alrededor de 65 pg/ííil cmi el día 52. FI aislaído BE se estabiliza cmx umí uxivel de

6<> ~)g/uiilhasta cl dial 52. It! m-cst o cíe los a islaclos clecame mii umv por dt’líaij o ole estos

nuieles (figura ib).

La deteccióuí de aíuít ígcm mo cuí los coctí It i ~-oscomí 1>111 ~s es pm-áct ¡caí mmmcm mEe

co)mistamite duiratite la realizaciómí del emísavo, siemíclo alrededor (le 2.1>4>0 pg¡mííl la

camítidad de aí mil igemio cmi caída coc tu It No>. Pou- el comí tu-am mio, lax clctecc ¡ómx de ax mit igemio

en los cultivos de los aislados tratados comí MN’IU decae rfípidamuiemite, llegamído a

ser de alrededor de 15-24> pg/nal en el día 26.

L3. Amplificación enziunática del AI)N

ISa dett’ccióuí de AI)N esp&-ífico s’ realizó por í>UR en liÑudos de todos los

cocultivos cuí el día 52. Se tutilizairomí paxma ello los ohigomuu¡cleótidos 2x1¡2x3,

específicos para el gemí tax/rcx del lfl’LV-ll. 15o>s rcsumltado>s de la hibridaciómí de

los productosde PUR, sc uííuestrauí cmx la figura 4.
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hibridación de los productos de PCR del gen tax/rex de IITLV-ll de los
cocultivosde los aisladoscon diferentes líneas celulares

Figura 4

Los cinco aislados cocultivados con la línea celular Rají presentan

amplificaciónespecífica(bandade445 pb). En las líneascelularesHuT-78 y Molt-

3, no seobservaamplificaciónen ningunode los aislados.En las líneascelulares

monocíticas,U937-2y THP-1, se detectagenomaespecíficoen todoslos aislados.

En los cocultivoscon PBLs seobservaunaalta amplificación en los mismos.

En la figura 5, se muestrael ECP causadopor el aisladoRC cuandose

cultiva conPBL, y la inmunofluorescenciaproducidapor el AcMo pl9 HTLV en

ese mismo aislado. Asimismo se muestrauna micrografía electrónica de este

cultivo, con partículasvíricas. La preparaciónde la muestray la realizaciónde

estamicrografía,serealizo graciasa la colaboracióndel Servicio deMicroscopia

Electrónicadel CNBCR, ISCIIL.
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2. Secuenciación

2.1 Secuenciacióna partir de células no cultivadas

liemossecuemíciado las regiouxes comíservadas de poí y tax/rex del gemíomua del

HTLV-II de los chico aislados (AA, .14, flUí, ilE, DPIUÓ). Utilizamos los

oligonucleótidos 121>1/51(111 paira amiíplificam cl gemí pol, y los oligomiLmcleótidlos

2x2/2x3 para el gen tax/rex. Emí algumios casos tuvimííos que realizar hasta 45 ciclos

de la primera PUR para obtcmícr la camítidad dc AI)N míccesarma para secuemíciar.

Para que los resultados Fueramí lo mííás fiables posibles m-camlizamííos cada sccuueuícma

dos veces, tít ilizamido cmi u mía de ellais el pri m ííem 5’ y’ cmi la 01 maí el pmiuíucr 3’.

Además, cada secucuicta se repitió dos veces, tutilizaimído AI)N pro>cedemíte de dos

PUR pm-eviaís distimítais.

Los cimico a¡slados pm-eseuxta roui la mii ismuiaí secume micmam cmi ¡)o>l y cmi tax/ mcx.

I>icíía secuctícía se muestra en la figura 6.

Comuparando la secuemícia dcl gemí 1)0)1 dc cadai aislaído co)mi la secuemíema

co)urCSpomu d icuife <leí prototipo dc 1111 A—II N-lo’l’ (5 lii m uxol oitmio ~vco Is. , 1985),

observauíxos 15 muutac¡ouíes (4.3%) cmi uuu total dc 348 miucícoitidos secuemíciados. l)e

esas 15 mutaciomíes, 14 fueron tramísiciomíes y 1 fuuc tramísversuomí (U—A cuí po)sición

4846). rltres tnutaciouies co)uidujcroui a umí camuibio cuí el axmuítmioacmdo codificado (Arg—

tus cuí posiciómí 4711, Val—líe cmx posiciómí 4784> e l lis—Asmm cmi posic¡oum 4846),

uííientras que el u-esto dc las mítutaciomíes mío produjeromí mxiuigfumí cauiubio.

haciendo la muuisína coíííparacíomí cii el gen tax/rex (OI{F—í1) de los cinco

aislados, observauixos 2 mii uí tacio> mies <0.49<4-) dc 44)6 mí u¡eleót idos sccLicncia(los.

Estas unutaciomíes fueromí trainsmcmo)mies y produieromí camnbio en los amííiuíoaicidos

codif¡cados (Tmp—Au-g cmx posiciómí 723<> y ‘I’fxr—Alaí cmi posiciómí 7368).
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De un total dc 754 bases secuemuciamdas, observamxios 17 miiLmtaciOmies (2.25%)

con respecto al aislado Mo]’.

22. Variabilidad ja vivo

í)el caso RU pudimos obtemícr tres mítumestras de samígre lueparimíizada comí umí

iuítervalo de ticmíípo de aproxiuu¡adamiíem¡te cuatro mímeses Ctmtmv ellas. El AIIN de

estas muestras fue extraído y secutenciado siux realizar cultivo celular. El resultado

de dicha sccu¡cuíciaciómí es umía secuemucia idémutica emítre ellas y a la obtcmxida del

A1)N del mííismno caso pero de células cultivadas.

2.3. Variabilidad ¡a vitro

Liemos secuemiciadolos cuico aislados de II’I’LV-II cuiltivados iii vitro en

PBLs de douia mutes. 1 ~oscuí It i vos st’ muuatmt tu y iem-otí clii u-am mute seis mumeses m-eal izai mudose

cl estudio de secuemíciaciómí al cabo de tres y seis mííeses de cumítivo. El resultado de

la secuencíacion fue idéntico en lo.s cílmeo casos, (a uit o cultivados ti-es cotímo seis

ixíeses. 1>iclía secuemícia es tamiil)iémi idéntica. a la obtenida del AUN procedemíte de

células mio cLmlt¡vadas.
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3. Estudio de sensibilidad

a zidovudina (ZI)V)

Los aislados AA, RU y l)P-It>6, así coííío la lítica celular U3/44 (imífectada

por IH’LV-II) fucromí cultivados cmi ausemícma y cmx prese¡ícma dc 5 y 1<) uííM de

zidovudimía (‘/~1>V). 1Am valoraxciomí del efecto de este amítivírico cmi laí pro<luícciómí

vírica se realizó muediauíte la deteccióuí dcl amítígeno p24 cuí el sobrenadauíte de los

cultivos (figura 7). La viabilidad celular de los cultivos fue controlada cada dos

días para cotííprobar que el auítivírico tío) mesultaba tóxico (tigura 8).

El emísavo sc realizó uímiaí sólax vez í>or (luil)licado y- los m-csultados míxostrados

son la muedia (le ésto>s. I30am oletecciomí <le aímut¡gcmio sc realizo amI cambo (le cuuaxtmo, siete

y trece días dcl comííiemízo del cultivo. El aislado AA practicammícmíte mío sufre

niuíguuía variaxciómí cmi la detecciómí dc amitígemio ax lo ¡att-go dc los 13 días dc cultivo

comí uíimígumía de las comucemitrauciomies <le ammitivirico) Lut¡liza<ias. Los aislados RU y’ 1)1’—

14)6 presemita mí uu mía cl ismíí ¡mu tic¡oui (le p24 cmi sol)m-emiadam mí te q tme llega líaista dos veces

cotí la mayor couicemitraciómi de amítivírico y- en cl día 13 dc cuiltivo. La viaibilidad

de estos cultivos mio suu fm-e vaím-ia’ió mí sigmí i licat ¡ va, minimit cuí ¡emídose alE ax (amI mededot dcl

85%) duiratíte todo el ensayo. La líuíca celLulair C3¡44 Mo, imitectaida por II’1’LV—II,

sufre uuía dismíiimíuciómi de 3.4 veces (cmx lais dos comícemitu-acio>mxes dc amítivírico) cmx

cl día 4 de cultivo. Esta disníimíuciótí llega a ser de basta 5 veces cuí el día 13 y con

5 mM de amítivírico. IIay que temíer cmi etiemita cíue esta línea celular suifrió umí

desccuíso comísiderable cmx suu vial)ilida<l, llegaimiolo aí sólo> timí 4567v cmi los días 4 y’ 7

de cuílti yo. Sin ciííb:ím-go, en el ~Jíaí 13 laí viaí NI d:u<i :í mí umíemíl ó líaíslaí <‘crea dcl 65<4

cmi amuíbas comícemitraciomíes cíe amuitívíríco>.
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Víabil~dad celular
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Con la realizaciómí de los previos estumdios de diagnóstico de la imifecciómí por

II’I’LV—I/lI, líemííos podido cumítivar y auislar cimuco 1l’ll ~V—llcíe caísos espaumioles.

hasta ahora, segumí míuestros co¡iocmuííicmítos, es laí primnera vez que sc aísla este

retmov u ruis cmi ltsíaumm, dcli ido posi blcmííemul e am lax baja imucidexícia dc bis virus

litifotrópícos (11’ItVs) cmi ulLíestro país. A esto líamy’ quíe añadir quue el aislamiiiemxto

de cualquier retrovírus es tutu proceso largo y’ costoso, con lo que pocos

laboratorios puedemí dedicarse a ello.

Con estos cimíco amislados (AA, .JA, RU 1, BE y 2)1>106) quuisimilos llevar a cabo

los estudios de cam-acterizacio’n¡ t-on el Fin <it’ t<>u)Ott’i’ ii¡t’j~r la biología y la

cotuposicioiuu gemiética <le estos retu-ov¡mtts. Pamram ello, se realizo 1) unía

caracterizaciomí femiotípica miieolíamitc imulecciomí cmi límucais celumíaires estaililec¡<las de

d ist ¡mx tos 1 ¡ mxa¡ es, 2) tu mí a miál isis cíe la set- umeuít- íau mí umclcot 1<! it-al oh’ los aí islaclos, tal mito)

¡u vivo comíío cuuII ¡ vamdo)s ¡u vi/ro, y’ u-caí 1 izax mimos um mí esí tíd ¡o cíe vamiaíbi 1 idaid in vivo dc

u no dc los aislados con miii intervalo de aproximm ¡ada ¡¡¡en te ¡mueve meses, y 3) se ha

realizado) u mí est uud ¡o prel i miii miau r cíe semísibi 1 idaid al a mit iv irico / l)V (zidov uud ¡mía o

azmdot iuíí idi mía, AZ’l’) , comí el fi mí ole comii l)tol)ar su clicam-ía cmi liii 1)ed im 1am meí)l ícacióm

vírica (como ocuirre comí el retrovirus VIII).

1. Caracterizació¡i renoLípica

Como) y-am sc lía dicho ami teulormííemi te, estos met m-o ~‘ m muís somí mxi uuy poco> o miada

iuifectivos coííío partículas libres dc células, es ck’cir, tieuíeuí que estar asociados a

céluilas para po<ler ser ¡milectivos. Las cimíco límícaus eslaililecidas en 1>BI~s de los

cuico aísla<los se so miuet ícm-ou m, por 1am mito, aí cocut lti yo comm u 1 imucaus cclu lau-es de

diferemítes liuxau¡es. Al temíer qume uutilizaxr célumíais infectadas, tuivimilos que imíípcdir cl

cmcc i milíemíto cíe éstas pammai, cíe esam mímau mier-am, t’st ár st’gum ros <le q tic si al fi mial del

i)iseusiÓn lii ¡2.?



euusauy’o existe u-cp 1 ¡caícmomx vi m-ical, éstam seau debiolau am 1am ¡ míleccióm a <It’ 1am mi uit- va límica

ccluulaít y’ mio por el situul)le cu-ec¡mmi¡cmito (It’ laus células o>uig¡imailcs. La iuiauíeram t’lt’g¡(la

para iuímpedir la replicacióuí celular de las límícais imifectadas fuíe cl trataumíliemíto con

mtímtonii¡cimia—U (MMC), ummx blotjutea<lom- de 1am loí-miiaciomi <le liumso aucmomiiatico> que

detiemie la div isioi mí cclu lat e i muí pide laí muí ¡ to>sis.

Se el igicrom m 1 imícas 1 ¡ mifocíticas ‘1’, llí, t—78 y Molt—3, Ii mífocíl icaus II, Raj ¡ y

mííouíocíticas, 13—937—2 y’ 111V—!, comuo célulais diauia para la imifecciómí. Asiuiiisnío,

utilizauííos PBLs mío imífectaidos para comímprobair que la imifectiv ¡dad de los auislados

mío se pierde tras el trataimíuiemíto comí MMC.

1>uramítc los 52 días dcl emísayo, se observó 1am aparíciomí (le ECI’ cuí ¡a límíca

celular ‘fllP—1 , cmx cocumítivo comí lo>s aislados BE y RU, aisí comumo cmx 10)5 cocultivos

co)mi PBLs <le los cimíco aislamdos. El resto> de los cowuíltivos mío presemitoi muimígumía

caractem-íst icau mímom-fológicam d ist i mit i vam

lMs resumítamolos ol)temhiOlos cmi los cuico> cocuultivos comí 1>111. ole oh>miammtc samio,

pone de mííamíifiesto guíe la imífectividad (le lais célutías imufectadas tratadas coui

míi¡tounicimia ilO) se 1>iemde, por taumuto, este trattaíuiuíemmto mit> imuupide 1am imilecc¡omm ai otmams

células pero sí imíípidc suí replicaciómí celumíair. Simí emiibargo, los u-esuulta(lo>s ol)temiidos

comí las otras límucaus celulaires mio Somí tau evi(lemites. Fmi gemícraxí, la J)24 decae, emm

uuuíos caisos míuis m-ápidaímíiemxte <1 Lic Ctí ot ¡-os, pm-ogm-es¡ vai míxe mí te, saxí yo cmi 1am lítica U-—

937—2 domí de todos Ios aislaolo>s se estaí bi Ii zau mí cmi aí pmox i mu madatíieuíte SE> pg/ mii 1 cmi 10)5

uiltimííos días dcl emmsay’o, y’ cmx la Iímíeam ‘11 II>— 1 donide los auislaidois AA y lii sc

estabi 1 izamí cmi um míos 60—65 pg/míí 1. E mu lax 1 ímíeax ccl uí 1am- RA] 1 solo se 1 lcgaí a mí ¡ veles de

u míos 44> pg/muí cmi cl cl la 52 <leí est uí<l io . (‘omm mo 1am oletecciómí ole ant igemio cmi laís

distintas lineas cclu 1w-es no es muy elevada, quisí naos con¡probaa- si Ji u be infección

l)emo que el vi m-ums mio sc mepl ¡ca Ini por a lguí uíaí mazom u. l>au mam el lo, gui isi mííos detectar

la píescmíciam <le ácido mí umc leico (Al )N ) mííed iai mí te PUR cmi el chau 52 (le todos los

cocuí 1 tivos t-cam 1 izados. Por ot u-a l)aitte, 5am l>cmiios q ume cmi el (11am 52, cl c Li It ¡ N’O de los

aislados tratados comí N-IN’IC , so>lo prese mí tau aí lg uí mu >s restos de cél tu lais (cmi mmi muguimí
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caso células cmítcmaxs y’ viables) y mii mííumclío uxíemios sc detectaumí raistos de amítígemio

1)24 cuí cl so>bu-cmiaxdauíte, comí It> cuma 1 es casi i mmi í)osí l)lc 01)1 emier ti mía semíal 1)ositi va

por ¡‘CII de esto>s cuultivos, x’a qume los posibles u-estos (le AI)N podríamí estair

couiíplctaníemitc degm-adaclos.

30Xmiíplificammiíos por PUR—simiiple 1am regiómí tax/rex (1fl’l~V—ll), qume iuiclumye los

gemíes mclaciomiamdo>s co>mí la megum laiciómí <le lau mepl icac ióm y imica. El uesu Itaudo Fue

uíegativo cuí las límieas llut—78 y Molt—3 cmi los cimíco aislados y positivo cuí las

m-estamites 1 imícaus. Esto ¡ mí d icam <lime hay’ l)m-es(’mitiam cíe P mi>x ituus cmi laus 1 iuícaus 1 ¡mm Ibcít icais

11 y miiotiowít icaus, y mío cmi las líneas Ii txlocít icas ‘1. Es pos ib le q ume, couiio

muemxciomiamiio>s amítes, se líay’am mí i titecta do tailes 1 (micas, l)C ro quie la replícaciómí y inca

se vea dc algu mía mííax miera mepu-imii i(la pom a Igui mx tactom ce luí lar o q ume ai 1 prodttcit-se

la imilecciómí se liayamux l)r(>(lumt-iclu) gemiomuiams (letectivos que imii1)idami 1am m—eplicaciómi

vírica, puesto quie mío detcctaímííos la regiómí gemuomiuica fummidamííemítal cmx la reguilación

de tau 1 ~T pl icaicto mi. 11am y q ume (lesí acam m- la escasa bi íd iog m-am lía mTfct-cmi le aí estos emisayos

temio>tíl)¡cos cmi los 11’1130V, siemido amiumí míía¡s escasa cmi lo í-efem-emíte a lIlIA —II.

2. Secuenciacton

El aisla<lo ouigi mía 1 dc 1 l’li 30V—1 1 UN-loT) líam s¡(lo e xtcmísamíxemí te camm-actem-izado

y su gemioníal comxí pleto líam siclo set uuemíc iamdo - 1 lemnos co>míx ¡ni raí<io> Lis secumemícuas de

los ci mico aíslaiolos espainoles comí ía (leí prototipo Mo’F (Iiguu mau 1).

Fmi cl gemí pol (mí umclcót ¡oJos 4548—4896, si mí imíclum ir tau sccuieuiciam de los

mxuclcoti(lo)s), líemímos detectado 15 míiumtatciouíes dc 348 hauses; scctucmuciamdaxs qume

u-cpu-ese mítaí mí tu mí 4.3 ‘4- cíe vaí miamcio mí cotí m-es pecto am IN 161’. 1.~- miau ole estas mmi umtamciomies

fue umía tramisversiómí (U —. A, 4846), mííicmmtras citmc cl mesto tm-amusicionícs. ‘Fm-es de

estas mii um taciomíes ou-igi miami u mí ca¡míí l)io cmi el asuxí i muoacído> co>d i ficado, A m-g ¡lis, Val
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Ile, llis —. Mmi (4711, 4784> ~ 4846, respectivamíícuute; l)os¡ciomxcs del píimííer

miucícótido <leí coclomí).

Luí el gemí tax/ mex se líam mm detectatolo 2 miii mtaciom mes ole 406 bases sectuemiciatolas,

represeuítamído uumí 0.49% <le olifcm-euícia comí respecto> a Mo!’. lAus dos fuieros

max misucmomies y’ l)t0>(l umccti semí olos ca mxi l)¡( >s ole mmiii muoac i<los (tax/ u-ex 4) It l~—l 1), lm])

Arg, ‘¡‘hm- —> Alam (7234> y 7368, m-cspcctivamuíemute) -

Ccii mml

l’OSiCI3>II 4623 4453 4675 4477 4112 4119 4731 4767

MIlL T 0’ (7 A o; -r U

4 4 4 4 4 4 4

Aislados C ‘U ‘1 A C A

U (Aig)

4

A <¡lis)

¡‘osicio ¡u 4774> 4784> 4791 484)4> 4846 4857 4863

N-IííI’ A U (Va)) 0 -I 0 (1 lis) 1

4 4 4 4, 4 4 4

Aislados U A (Ile) ‘1’ U A <Asrm) U 4’

Gen Lax/rex

‘ isítió mi 7234> 7368

\lll 1 (‘lrp) ¡\ (‘llíjj

4 4

AisLmdos (7 (Arg) U (Ala)

I>osiciómí de los camuibios de nuucleótidos <le los aislados (le IITLV—Il comiíparado comí
la secumemici:i del prototipo Mol . 1 os caí mii 1) ios de am miii tioacidos se ~ mí emit me
parémitesís.

Figutr:u 1
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rlk>íííaí¡idú> estos datos cii couijumíto, poclciííos dccii- quue lícíuios detectaido 17

mííuttacioníes cuí 754 bases secumemiciaclais, lo guíe represemita umui:u variaciomí coimí

res3)ecto a Mo]’ <le 2.25%.

Fmi mxuest m-o est uíd h> q um isi uuios secucmmcmam m zomíais y—am est uud iaudas l)O)m 01 ro)5

atutores, comí el timí dc hacer uití estuidio comixparativo. l)uube y- cols. (1993>, tiemíeuí

un ti-al)ajo de seci¡eímciac¡oum cíe vainas cepas tic 1 l’ILV—lI pt<)tCdCiitCS ole clistimitos

iuídi vid tíos del Co mit ¡ uíemute A míícricaxmío>, ¡ míc luí ye mudo a ¡mmd io>s lobas (Arge mit i miau),

Uutaíy mxi is (1’atíaumiiai ) y- Seixí ¡ muolaus (Fío míclam) . Pom- ot ma ~ mte, 11am II y’ cols . (1992)

comiiumiicaro)mI uíuía clara hictcro)gcmle¡dad cmxtue o>chxo cliferemites alsiaxojos dc l1i’LV—Il

de Norte Amiíém-ica , demuíost m-a mido dos pam tu-o mies cíe míxaupais <le uest 1-icciómí biemí

diferemíciados cmi cl gemí cuy. ¡tIlos sLtgiricromx gime al mxíenos eNistemí dos suubtipos de

II’I’LV—II. Los datos de ¡hubey’ cols., comictiem4ammi comí cstam idcax y así relaciomíaxtí las

secuemicias (le RC23723, RA15893,Seíííimíolaís, ‘l’oLans y Uuíavmis comí umí gmuupo dc

y it-tus deuiouxi ¡ uxam<Io subtipo It, iii icmí t mams 01 mme el u-esto ole lais vam míam mil es dc 1 III 5V—I 1

mcl tií<lo el pi-o)t 01 qn> Nl o]’, podí-íaiu sen- ciaísific-a dais como subtipo A.

Nuestros datos de secuemícia del gemí pol, uíucleótidos 4757-4896, que souí los

secuiemíciados por cl guuí ~0 (fe l)uíhe, pm-esemíta mí ti ti pait m-omi mii uy Simixí lar al

presemítado por los axislados del subtipo It. Lix la figturau 2, couiiparauiuos la secuemicía

de los aislados españoles comí axíguimios amislados de ll’1’IN—l 1 secumemiciados por hube

y cols. La comiíparacioimx cíe uxtio (le cso)s axislados (le lliLV—lI (RU23723) comí los

IITLV—lI españolescmi el gemí tax/rex, comifiu-miíaríaí el patromí de suiblipo It de éstos,

al cmmucid ¡ m la mii uttauciomm cmi posiciomx 7368 (A —~ ( ) - Es i mit cí-esan mite decir q tme esta

mEsana ni utanou¡ se lu:í ol)seI-I’:Ido cuí aíslaolos de ll’I’I V—J 1 dc ¡ atol ms Senminolas y

Guayuiíis (N¡slíinííum-a y cols. , mio pum 1)1 icado, ci taido cmi cl t ¡-abajo cíe 1)u be y’ cols.

1993). 1 30a muí uítaciómi q ume emíco mit max míxos cmi posmcm mmi 7234> mío se piuclo> couíí pam-a r

porque secutemíciamí a partir de la posiciomí 7267.
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3. SÚ¡IsiI)ilidad a zidovudiíia

La zidovuidimían (ZI)V; o axzidotimiuidimmam, AL!’) es uumí auíailogo de umuicícósido

que actúa a unix-el de la t raí nscm-il)tasau iii N’em-sa, imíí pid icuido la rel)l icaciomí y m mmcaí - Al

tem¡et— umuí gu-uipo ami’ ¡<1am cmx 3’, ummí;m vez mmucorpom-aiclt> a la caudemia oit- AI)N, caí el

proceso> de t ramiscmipcióui i mí vcm-sam, í mii piole 01 LIc uí mí mí tic x’o mí umelcósido se uu miau cmi 3’,

L)loqueamido) así la elomígacioimí (le la caidemía cíe AI)N.

Comí este emísamy’o lucuuuos iii temí taido comíocem su meam 1 mííemí te el ‘LI )V act uja so bt-e

los aislaídos de 111130V—Il, corno o>cumrrc comí los retroi’irums VIII y’ IITLV—l, hecho

desc¡ito> extemísauxíeuíte cmx cl causo dcl VIII y’ ¡ ííumy’ l)0>(~O> cmi 1 I’I’LV—I (Matsuíshiita y

cols., 1987). El balo> miuimííero dc trabados de semisibilidaid aí este tipo de axuxtivírico

meai 1 izados cuí 11’!’! Y— 1, 11(1 icamí <¡tic el ‘LI )V ¡ mmi piole cficamzmuicmi le 1am rcplicauc-ioiuu

y il-ica ¡u viti-o, mío o>bsta míte • est ud ¡os mcaul i zau<los ¡u m’ivo mio luau mm oírec¡do mí imigu mm

resultado positivo> aí este mespccto. Si los tí-ambajos cuí 1 l’l’130V—I smi escaisos, los de

1-ITLV—II lo son mii Licho mixás, de hecho ¡mo hmemíío>s eticomí t t-a<io mí iuug ti mu tu-am bajo que

comítemuple este tipo cíe emisayos ¡u vi/ro.

Sólo> pumol ¡ mxíos u-cal izar cl emísaíy’o comí los ais laudos AA, RU y 1)1>— 14>6. Tau mmm l)iéui

real izamuos el emmsaxx’o comí uí ¡íax 1 imica cclu la u- ¡ mx¡ectam<iam ¡loa II’!’! V— II, C3 /44 Mo - Los

n-esuilta(los o>1>tcui ido>s hay qtic exam miii uíammlos temí iemído> cmi cumcmitax q tic solo sc lía

real izado> u míam vez por d ti pl íc-amdo - Laí i mii posí bi 1 ida d cíe ¡-caí 1 izaí m el e misalvo; vam-mas

veces comí el fi mu <le co>muí probax m suí repct ib i 1 idací , míos 01)1 igam a comxside¡-am- este ensayo

coixio) uuí pri muem- acem-cauíí iemito> — siux co>uí Ii ¡-umiaciómí — al p roiliemita de la scuísibil idad

a a mu ti y ím-icos de los 1 ¡TI 30V—l 1. 1 )e cuuau lo¡ ut iem- mílal micmau, se dcci cl ¡o i ud ululo) comí el

pm-oposito de <jume sim-viera coi mío ami teccclem mt e cmi Lt mi í~s~1) le esE tu d io> luí t Li ro
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CONCLUSIONES



1. Emn el estum(l io de la poblaciomí aIm-¡caí mía (( tui míca l§cuuamtom-iau 1>, hemuios detectado

umía prevalemícíam (le la iuífecciómí í~r 1 UI’15V, cmi poblaiciomí gemueral, de 0.7%. hay

(l~~C dcstacax m- lau l)i-esemutiai dc ¡mil ecciomí pom ¡¡‘11 ¾‘—¡ ¡ cmi estos sumeros, ya <í une es ummman

zomía emxdémííicaí <le 11T1~V—I, aítumí<íLíc algummmos aLitom-es recicmuteííueuíte luamí descrito> lan

prescmnc¡a de IITIV—II cmi cletermni¡iadams ¡omias cíe AIricau.

2. hemos podido demnostrar uimxa l)rcvalemicia cmi el estudio de poblacióuí gemící-al de

Portugal de 16/100.04>0, y debidan a infecciómí por IITIA—! -

3. Los resultados de imífección por IUFLV emítre domíamítes de samígre en España, mío

uío>s ha perní¡tido (letectar 1am ¡)tcscuician (le ll’l’l A’ cmi uumíau miíumestra cíe cercax <le

22.1>00 domnamites. 1)e este estudio, podeuxios (ledíLicir qtíc la pí-evalemícia es

posíbleuííemíte igual o) mnemuot cíe 4/1(>0J>4>0, mii tic lío muic míon q LtC la detectaxdam cuí

Portugal (16/ 14>0Á)04>) y’ pos¡blemííeuíte mnuy’ simíxilair aí la descrita cmi estudios

¡-cal ¡rancios cmx Eraxuiciam (4.3/1 04>.606>, ¡nm íses fi muí it mides amI mí umcst m-o. Esto ¡ mmdicam lan

uíccesidad dc seguuir reanlizamido estuidios de pucvalemíciam comí uímía uuiunestra miiayor,

asm comiio vax lo)ra r lan posible míecesidaucí <le 1am aí pl icaució mu m-uil i miau-ian <le técmí icas de

detección de aniticuierpos emm bis llamucos de Samigre espammo)lcs, coatio ocurre cii

Estados Umxidos y Framucta.

4. Ilemnios podido detectar umíaí l)revaileuicia <le 1am itifecciómí por 11113V cmmtre

poblaciómí co>mí prácticas de riesgo (AI)VP) cmi España, dc alredcd>r dcl 1% (1/149).

Esta prevalemícma es miiuuclio) uníemior ax la descrita cmi Itailia domude alcamíza umuí 5%.

Adeanás, la ianícccióu detectada cuí España Fue debida a 111EV—II, ¡techo que está

de acuemdo comí cl comiocí mii iemu E 0) ge mmcmal <le q LIC lan ¡ u fecciómí pom- 111130V emítre

imídividuos co>mx esta práctican dc riesgo, es mímamyorítam-íaumíiemute <lebida a lUí] 4V—11.

5. Emn las miiuuestras amíalizaclas pí-ocedemítes cíe Micosis /uugo¡dú, mio líeuííos podido

detectar la presemícia de l1’1’LV—1/l1, lo> guíe poclríaí apoyair guíe 1am relaicióuí emítre

estos retrovirus y’ esle tipo oJc patología, iii) está toda vía bieuí establecida -

o¡¡cío sio oes 1.? ¡



6. El estudio u—caí 1 izando) cuí tu mía pareja, míos líaí ~ itido dcscm-ibi m- ui mía pO)SiblC

trau mísminísioimí sexuuau 1 (leí 1 ¡‘IT Y—lI, 4 la (It’ t m-an mxsmuí í siómí mío h ¡<‘mu olescm-ítau líanstam 1992.

7. Ileamios podido aislar cima-o ¡ I’lTV—II esínmaíoles. -n~’as c:ia-actcrisla-:is It’imolípiúas

tíuumcstm—anmí ummuau ciem’taí caipaicitiamol ole imulcoc¡omm cmi límicais cclumlaut-es líuihmcítw-ams It y

mímomíocit icaus, aum mig tic 1am m-ephicaciomi cmi éstaus m mo lía sido mxi ¡mx- ev ¡<temí Ev. Si mu cmii bammgo,

la iuifecciómí y ¡-eplicaciómí víu-icans líamí sido mííuy altans cmx limííoc¡tos de samígre

pe¡-iI?rica . iiail>ién ixeanmos pO(l ido> aproxi rmnarumos al estudio de la sea¡si hilidad al

auítí vínico zi do> y un] iíma, alpí-ecíal muulo uí na sigimílícaxí i van ,-cd ticd?iOIi cii 1am i-eplícacíon

vírica de algumno> <le los aislaidos.

8. Las característicais gemiotíprncans cíe estos aislamdos, m-ehlejam<las cuí umí estundio de

secuucmiciacioiui cmi dos t-egiomues de su geuíomíía, míos mníuuestraux quue presemitan ¡tija

secuencia idémítica emítre ellos y con umía divem-gemíc¡a del 2.25% comí respecto al

prototipo) de 1 1’l’l ~V—II,N’loT - El aí miál isis cíe 1am secuemícian dc estos a islado>s míos lía

permínitido clasificanm-los demítuo <leí suíbtipo It de los ¡ ¡‘II 4V—Il.

9. El estudio de variabilidad gemiétican, taimíto ¡u vivo (cmi umí sólo aislado) comixo in

viti-o, está de acuerdo cori 1am i(lCai de la poca o ¡¡unía vauriahilídaud de estos

retrovi,uís, al no híal>ci- detectado nuingunaxa íuulaú-¡ón en tres muestras consecutivas

dc ¡u mí aislado, mii cmi los cum Iti “<>5 iii vi/ro real izaudos d ti ma míte seis muieses cmx to>dos

ellos.

10. El desarrollo de este trabaí~jo míos lía permíxitido el anislaumuxiemíto de los priíííeros

H’1’LV—1I cspanñoles y’ su caxrancterizaíciómm miiolcculamr.

(Oil (/115j011 es ¡32
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