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INTRODUCCION.

El Virus del Herpes Simplex tipo 2 (VHS-2) es un virus de DNA que pertenece a la
familia Herpesviridae, la cual comprende un grupo de mas de 120 virus que
infectan a distintas especies animales, de los cuales, al menos 9 infectan al
humano (Dockrell, 2003).

Para el ano 2003, la prevalencia mundial estimada para el VHS-2 fue de 535.5
millones de infectados (16.2% de la poblaciéon mundial), con una incidencia anual
de 23.6 millones de casos, los dos datos anteriores entre personas de 15 a 49
anos (McClelland et al., 2002; Tronstein et al., 2011).

El VHS-2 causa ulceras genitales, las cuales estan asociadas con el incremento
en la susceptibilidad a la infeccion por VIH (Virus de la Inmunodeficiencia
Humana) hasta, 3 veces mas en comparacién con las personas no infectadas por
VHS-2 (Patel et al., 2012). Ademas, los individuos infectados por VIH presentan
mas recurrencias de ulceras herpéticas con respecto a aquellos individuos no
infectados (McClelland et al., 2002). Aun en ausencia de ulceras, la diseminacion
del VHS-2 en el tracto genital y anal esta altamente relacionada con infecciones
por VIH. Entonces, si la diseminaciéon del VHS-2 esta asociada con la transmisién
del VIH, la supresion del primero podria proveer un medio importante para
disminuir la diseminacion del VIH (McClelland et al., 2002; Patel et al., 2012).

El VHS-2 establece una infeccion latente en las neuronas de los ganglios sacros
sensoriales, sin embargo el virus puede replicarse en muchos tejidos humanos
principalmente la piel, las mucosas y el tejido nervioso. De manera periddica,
aquellas infecciones latentes presentan algunas reactivaciones del virus que se
manifiestan con la aparicion de ulceras. A pesar de que las ulceras provocadas
por VHS-2 estan acompafadas de dolor y picazén, hasta el 90% de las
infecciones son asintomaticas y pasan desapercibidas. La diseminacion del VHS-2
puede presentarse tanto en individuos sintomaticos como en asintomaticos. Una

de las consecuencias de las infecciones asintomaticas, es que, aun cuando las
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terapias para el VHS-2 podrian tener un impacto en el control y decremento de la
diseminacion del VIH, muchos individuos ignoran que estan infectados con alguno
0 con ambos virus (Van de Perre et al., 2008; Patel et al., 2012; Schiffer et al.,
2009).

La evidencia epidemiologica existente sugiere una alta probabilidad de coinfeccidn
del VHS-2 con el VIH, debido a que las dos infecciones comparten rutas de
transmision. La sinergia negativa entre VHS-2 y VIH, podria ser un factor
primordial en las transmision del VIH; ademas, esta sinergia tiene una relevancia
particular para algunos grupos de riesgo como los trabajadores del sexo
comercial, la poblacién de Africa sub-Sahariana y los hombres que tienen sexo
con hombres (HSH), grupos en los cuales se estima un porcentaje de coinfeccion
de entre el 50-90% (Patel et al., 2012; Rebbapragada et al., 2007).

Algunos estudios han sugerido que la infeccion por VHS-2, ademas de facilitar la
adquisicion de VIH, en aquellos individuos coinfectados puede acelerar la
progresion a Sida. La historia natural del VHS-2 también se ve afectada, la
duracion de las ulceras superan los 5 dias promedio normales, y la frecuencia de

las lesiones se ve incrementada (Van de Perre et al., 2008).

Desde la primera descripcion del Sida en la década de los 80’s, muchas
infecciones mucocutaneas causadas por el VHS-2 han sido tomadas como parte
de la presentacion clinica del mismo, incluso han sido incluidas en la lista de

infecciones oportunistas asociadas con el Sida (Van de Perre et al., 2008).

En este trabajo se pretende determinar los factores clinicos y sociodemograficos
asociados a la diseminaciéon anal y genital del VHS-2, en una poblacion de

hombres que tienen sexo con hombres y que viven con VIH.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

Los estudios realizados por Tronstein y colaboradores sobre diseminacion del
VHS-2, definen a la diseminacion genital como la deteccion de VHS-2 en el area
genital. La definicion no diferencia entre la deteccion del virus cuando se
presentan ulceras y cuando no se presentan, de tal manera que la diseminacién
del VHS-2 es un problema que atafie a los individuos infectados con VHS-2
sintomaticos y asintomaticos (Tronstein et al., 2011).

De acuerdo con la clasificacion de la transmisibilidad de las enfermedades
infecciosas, el VHS-2 se agrupa en las infecciones virales de transmision directa.
La transmision directa del VHS-2 se da cuando el individuo infectado excreta
particulas virales a través de sus secreciones, la piel o las membranas mucosas.
La transmision del VHS-2 se ve afectada por el proceso de diseminacion viral. La
diseminacion de un virus se entiende como la presencia de este en algun tejido o
fluido corporal, que tenga alta probabilidad de entrar en contacto con otro
individuo. En el caso del VHS-2, la diseminacidon se da cuando el virus deja su
estado de latencia en el tejido neuronal y se alberga en las mucosas, piel y fluidos
del individuo infectado. Una agravante para este proceso, es que puede darse
durante periodos asintomaticos. A su vez el VHS-2 crea lesiones microscopicas
que representan una entrada/salida directa del cuerpo lo que puede desencadenar
en su transmision y la de muchos otros virus, entre ellos el VIH. Al resultado de la
transmision de mas de un virus a un solo huésped se le conoce como coinfeccion;
siendo una de las mas comunes la que se da entre VHS-2 y VIH (Tronstein et al.,
2011; Schiffer et al., 2009). Por lo tanto, la diseminacion del VHS-2 en el tracto
genital, anal o alguna otra mucosa, permite y favorece que el virus se ponga en
contacto con la piel, mucosas o heridas de otra persona, o que mantiene un

proceso de transmision del virus (Schiffer et al., 2009).

Asi como la transmision permanente del VHS-2 constituye un problema de salud
publica por si solo, esta infeccion forma parte de las infecciones “oportunistas” que
afectan a los individuos que viven con VIH. Cuando una persona esta infectada
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con VIH, su sistema inmunolégico se ve afectado, debido a una notable
disminucion en las cuentas de linfocitos T CD4". En ese momento, el sistema
inmune se encuentra disminuido, diversos microorganismos son capaces de
producir infecciones bacterianas, por parasitos, por virus y hongos, ademas de
algunos tipos de neoplasias (Ramirez Pineda et al., 2007).

En la primoinfeccion por el VHS-2, éste se replica en células epiteliales de la piel y
mucosas, causando lisis celular y contagio a células vecinas, desencadenando
una reaccion inflamatoria. Si la replicacion viral continua, puede ocurrir una
diseminacion a través del torrente sanguineo, afectando diferentes 6rganos. En el
caso de los pacientes inmunosuprimidos hay un compromiso sistémico y afeccion
de organos profundos. Ademas, estudios epidemioldgicos sugieren que la
presencia de lesiones causadas por VHS-2 facilita la transmision del VIH (Stamm,
Wasserheit and Corey, 2007; Corona-Oregén, Conde-Gonzalez, Barron and
Sanchez-Aleman, 2010). En las personas inmunocompetentes, el brote herpético
dura habitualmente unas pocas semanas. En las personas con el sistema
inmunoldgico debilitado, incluyendo aquellas con VIH/Sida, las recurrencias
pueden durar mas de un mes. Los brotes herpéticos severos pueden ser
increiblemente dolorosos. En un numero pequefio de casos, el VHS-2 puede
diseminarse a otros organos, incluyendo ojos, garganta, pulmones y cerebro
(Alvarez-Yafiez I. et al., 2011).

La coinfeccion VHS-2/VIH, esta asociada con el incremento de los niveles virales
de VIH en plasma y tejido genital, mientras que, la diseminacién del VHS-2 ocurre
en el 30% de los dias en personas infectadas con VIH, de manera frecuente en
asintomaticos (Celum et al., 2010).

Existen evidencias que demuestran que la diseminacioén genital y anal del VHS-2
estd ampliamente relacionada con la transmision del VIH. Algunos estudios
sugieren que en aquellos individuos coinfectados, las lesiones ulcerosas

aumentan en su frecuencia de presentacion y en su duracion. Ademas de que se



Instituto Nacional de ,
% Salud Pablica Dayana Nicté Vergara Ortega (M.C.S/E.1. 2012-2014)

presentan en lugares difusos como la cara, la espalda y los gluteos (Schacker et
al., 1998).

En el afno 2008, Nagot y colaboradores reportaron que en el 91.8% de los
individuos analizados, fue posible detectar VHS-2 en genitales sin la presencia de
ulceras. Esto ultimo sugiere que la transmisién del VHS-2 en asintomaticos podria
alcanzar e incluso rebasar el porcentaje de transmision entre individuos con

sintomatologia (Nagot et al., 2008).

Algunos grupos poblacionales como los trabajadores del sexo comercial y los
HSH, constituyen los principales grupos de riesgo para padecer la coinfeccidn
VHS-2/VIH. Los estudios realizados por Patel y colaboradores en individuos
estadounidenses, reportan que la seroprevalencia del VHS-2 es 3 veces mas alta
en HSH y que viven con VIH, en comparacion con individuos sanos. Este hallazgo
sugiere que la sinergia negativa VHS-2/VIH, en HSH, representa el ciclo que
mantiene la transmision y progresion de ambas infecciones (Patel et al., 2012). Sin
embargo, no hay evidencia que nos indique la proporcién de diseminacion genital
y anal de VHS-2 entre HSH mexicanos, lo que apoyaria en la determinacion de la
magnitud del problema, y permitira impactar en el tratamiento de ambas

infecciones.
Por lo tanto, la pregunta de investigacion del presente estudio es la siguiente:

¢Cual es la frecuencia de diseminacion anal y genital del VHS-2 en
hombres que tienen sexo con hombres, que viven con VIH y
asisten regularmente a la clinica de especialidades Condesa en el
Distrito Federal?
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MARCO TEORICO
GENERALIDADES.

La familia Herpesviridae contiene varios de los patdgenos humanos mas
frecuentes, de los cuales nueve son los mas relevantes. Aun cuando la
clasificacion de esta familia es complicada, una division util en subfamilias se basa
en las propiedades biolégicas de dichos agentes (TABLA 1).

Alfaherpesvirinae | Betaherpesvirinae Gammaherpesvirinae

Neurotrépicos Linfotrépicos Linfotrépicos

HHV-1 HHV-5 HHV-4

HHV-2 HHV-6 (Ay B) HHV-8

HHV-3 HHV-7

Herpes labial Citomegalovirus Virus Epstein-Barr

Herpes genital Herpes tipo 6 Virus Sarcoma de Kaposi
Varicela-Zéster Herpes tipo 7

Breve Prolongado Variable

Glandulas
Neuronas Rifones Tejido Linfoide
Tejido Linfoide

TABLA 1. CLASIFICACION DE LOS HERPESVIRUS (Ramirez Pineda et al., 2007).

Los alfa-herpesvirus son virus citoliticos de crecimiento rapido que tienden a
establecer infecciones latentes en las neuronas y consta de tres integrantes: Virus
del Herpes Simplex tipo 1 (VHS-1), Virus del Herpes Simplex tipo 2 (VHS-2) y el
Virus de la Varicela-Zoster. Los beta-herpesvirus presentan crecimiento lento y
pueden ser de tipo citomegalicos, permanecen latentes en glandulas secretoras y
rinones; tal es el caso del Citomegalovirus, el Herpesvirus Humano 6 y el
Herpesvirus Humano 7. Finalmente los gamma-herpesvirus infectan células
linfoides donde permanecen latentes, ademas este grupo de virus tienen
capacidad oncogénica. A esta clasificacion pertenecen el virus Epstein-Barr y el

10
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herpesvirus relacionado al sarcoma de Kaposi (Stamm, Wasserheit and Corey,
2007; Ramirez Pineda et al., 2007). Dentro de los herpesvirus neurotropicos, el
VHS-1 y el 2 son los que comparten una mayor identidad nucleotidica (83%)
(Stamm, Wasserheit and Corey, 2007; Dolan et al., 1998).

EPIDEMIOLOGIA.

La infeccion por VHS-2 es una de las infecciones de transmision sexual (ITS) mas
frecuentes en el mundo. Muchas de las infecciones genitales por VHS son
causadas por el tipo 2; sin embargo un incremento en la proporcion de dichas
infecciones son atribuidas al VHS-1, esto debido en su mayoria a ciertas practicas
sexuales de riesgo. Las infecciones genitales provocadas por VHS-1 son menos
severas y menos recurrentes que las causadas por el VHS-2 (Nahmias, Lee and
Beckman-Nahmias, 1990).

Aproximadamente del 75 al 90% de las personas con VHS-2 no reconocen esta
infeccidon (son asintomaticas) (Wald et al., 2000). Como resultado de lo anterior, se

estima que la prevalencia del VHS-2 va en aumento (Zamilpa-Mejia et al., 2003).

Diversos estudios epidemiolégicos han demostrado que al ser el VHS-2 una
enfermedad que causa lesiones ulcerativas en area genital, constituye una
importante via de entrada para el VIH y facilita su transmision (Wald and Link,
2002; Mandell, 2009).

La seroprevalencia del VHS-2 aumenta de un 20-30% entre los 15 y 29 afos a un
35-60% para los 60 afos de edad. Esta prevalencia se ha incrementado de
manera dramatica desde la década de los ochentas (Schillinger et al., 2004;
Nahmias, Lee and Beckman-Nahmias, 1990).

La adquisicion de las infecciones tanto por VHS-1 como VHS-2, se ve afectada de
manera directa por diversos factores, entre los cuales se encuentra el sexo
(comunmente se encuentra mas en las mujeres), la raza (mas frecuente en

Afroamericanos), el estado marital (solteros, viudos y divorciados), el numero de

11
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parejas sexuales (2 o mas), un debut sexual a edad temprana, antecedentes de
ITS, estatus socioecondmico y el lugar de residencia (encontrandose en mayor
cantidad en las ciudades). En general la prevalencia de anticuerpos contra VHS-2,
es mayor entre las trabajadoras sexuales (75%) y los HSH (83%) (Wald et al.,
2000; Roberts, Pfister and Spear, 2003).

Tanto las infecciones primarias como las recurrentes pueden ser asintomaticas, la
recurrencia varia entre hombres y mujeres, ocurriendo de 2.7 y 1.9 veces por cada
100 dias. En el caso de las mujeres, el VHS-2 se presenta con mayor frecuencia
en comparacion con los hombres (Wald et al., 1997).

Dos estudios realizados en la Ciudad de México para determinar la prevalencia del
Virus del Papiloma Humano (VPH), muestran una seroprevalencia elevada para
VHS-2 en la poblacién femenina. Uno de estos estudios sefala un 46.8% (para un
grupo de 730 mujeres residentes de la Ciudad de México, infectadas con Virus de
Papiloma Humano), el segundo muestra una seroprevalencia del 60.8% para
VHS-2 en un grupo de mujeres dedicadas al sexo comercial. Los datos de
prevalencia de VHS-2 en México son limitados, sin embargo la seroprevalencia de
VHS-2 se ha incrementado en poblaciones de HSH y/o en aquellos infectados con
VIH. Lo anterior debido a las practicas sexuales de riesgo, al desconocimiento del

estado de salud y a la falta de informacion sobre ITS (Conde-Glez et al., 1999).

Los factores asociados a las infecciones tanto por VHS-1 como VHS-2, convergen
en la mayoria de los estudios existentes. Entre estos factores se encuentran:
duracion de la vida sexual activa, que en su mayoria se relacionan con grupos de
mayor edad, estatus socioecondmico, multiples parejas sexuales, un debut sexual
a edad temprana, pertenecer al sexo femenino y antecedentes de ITS (Roberts,
Pfister and Spear, 2003).

12
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ESTRUCTURA DEL VIRUS DEL HERPES SIMPLEX TIPO 2.

El VHS-2 tiene una cadena larga de DNA bicatenario de 152 kpb. El virion de
VHS-2 (aproximadamente 150nm de diametro) tiene una arquitectura compuesta
por las siguientes estructuras: nucleocapside icosaédrica que contiene el DNA
viral, un tegumento (capa amorfa de proteinas que rodean la nucleocapside) y una
envoltura lipidica (FIGURA 1).

Envoltura

Genoma
Tegumento

R s ol Nucleocdpside

Complejo de
glicoproteinas

FIGURA 1. ESTRUCTURA CARACTERISTICA DE LOS VIRUS HERPES
(Ramirez Pineda et al., 2007).

La secuencia gendmica completa de la cepa HG52 del VHS-2, revela que el DNA
esta organizado en dos unicas regiones de DNA bicatenario, una regidén unica
larga (UL) de 126kpb y una regién unica corta (Us) de 26kpb. Cada una de estas
regiones esta delimitada por un par de elementos invertidos y repetidos, quedando
de tal manera las regiones TRL-IRL y la IRS-TRS y cada region posee su propio
origen de replicacidn. La secuencia completa tiene una extension total de 154 746
pb (FIGURA 2) (Dolan et al., 1998).
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FIGURA 2. ORGANIZACION GENOMICA DEL VHS-2 (Dolan et al., 1998).

13
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Los VHS-1 y 2 codifican por lo menos para 84 polipéptidos, y cada uno de ellos al
tener multiples funciones dan como resultado la codificacion de por lo menos 100
proteinas funcionales. Al menos 47 de los 84 polipéptidos conocidos en los virus
herpes no son necesarios para la replicacion viral (Ward and Roizman, 1994).

CICLO DE REPLICACION VIRAL.

Al inicio de la infeccidon el VHS-2 se une a receptores de la superficie celular
(principalmente el proteoglicano heparan sulfato) (Herrera-Martinez et al., 2005).
La envoltura se fusiona con la membrana, entonces la nucleocapside es
traslocada al citoplasma, para posteriormente ser transportada hacia los poros
nucleares, y es a través de estos como el DNA viral entra al nucleo (Whitley and
Roizman, 2001).

Los VHS son replicados por 3 rondas de transcripcién con diferente temporalidad.
Las proteinas alfa (a) tempranas inmediatas que principalmente regulan a
replicacion viral, las proteinas tempranas o beta (8) que se encargan de sintetizar
el paquete de DNA vy finalmente las proteinas tardias también conocidas como
gamma (y), muchas de las cuales son proteinas de los viriones (FIGURA 3) (Ward
and Roizman, 1994; Stamm, Wasserheit and Corey, 2007).

Casi cualquier tipo de célula humana puede ser infectada por este virus. En
muchas células, como las epiteliales y fibroblastos, la infeccion es litica a
diferencia de las neuronas que generalmente soportan una infeccion latente

(caracteristica primordial de los herpesvirus) (Schiffer et al., 2009).

14
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FIGURA 3. CICLO DE REPLICACION DEL VIRUS DEL HERPES SIMPLEX TIPO 2
(Quizlet, 2014).

Muchas fases del ciclo de replicacion viral, y muchas de las proteinas que de ello
resultan, son de gran relevancia para el estudio de las infecciones por herpesvirus
en humanos y para el desarrollo de terapias antivirales. Un ejemplo de esto, son
las glicoproteinas de la superficie viral, que son moléculas mediadoras para la
union y entrada del virus a la célula hospedera, provocando una respuesta
inmune. A la fecha, se reconocen 16 glicoproteinas virales, de las cuales la
glicoproteina gD es un marcador especifico del VHS-2 (Dolan et al., 1998; Stamm,
Wasserheit and Corey, 2007).

15
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PROPIEDADES BIOLOGICAS DEL VIRUS DEL HERPES SIMPLEX TIPO 2.

La ventaja mas grande de los VHS, es que controlan el curso de la infeccion en el
hospedero, esto se debe a tres caracteristicas bioldgicas principales:

* Neuroinvasivos, es decir que tienen la capacidad de invadir el sistema
nervioso.

* Neurotéxicos, son capaces de destruir y multiplicarse en el cerebro y
sistema nervioso central.

* Latencia, su capacidad de permanecer en una forma de no replicacion en
las neuronas de los ganglios de la raiz dorsal y el sistema nervioso

auténomo.

Aunque la capacidad de neuroinvasion y la de neurotoxicidad parecen ser
distintas, la supresion de casi cualquier gen del virus, afecta a una o en la mayoria
de los casos a ambas propiedades. Sin embargo, la capacidad para establecerse
como un virus latente nunca se ve afectada (Whitley and Roizman, 2001).

Los VHS-1 y 2, son transportados por un flujo retrégrado a lo largo de los axones
que conectan el punto de entrada al cuerpo con los nucleos de las neuronas
sensoriales, entonces, el genoma viral puede permanecer latente por toda la vida
del hospedero (FIGURA 4). La latencia puede atribuirse a muchos eventos
protagonizados tanto por el hospedero como por el VHS-2. Por ejemplo cuando el
hospedero se encuentra en estado de inmunosupresion y el virus es capaz de
desarrollar varias técnicas para mantenerse. Entre ellas, es que permanece de
forma episomal en las neuronas sensoriales, establece ciclos lisogénicos, expresa
antigenos similares a algunas moléculas del hospedero y transcribe enzimas que
le permiten incrementar la reserva de nucledtidos, lo que le permite mantenerse
inactivo por periodos prolongados. La latencia del VHS-2 se puede interrumpir por
muchos eventos que llevan a la reactivacion viral, por ejemplo el estrés fisico o
emocional, la fiebre, la luz ultravioleta y el dafio a los tejidos (Stevens and Cook,
1971; Schiffer et al., 2009).
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Infeccion productiva

Genoma viral
en estado latente (episomal)

Nucleo

Células del epitelio o Ganglio sensorial

FIGURA 4. LATENCIA DEL VHS-2 Y SUS MECANISMOS DE TRANSPORTE A LOS GANGLIOS
SENSORIALES
(modificada de http://www.tecnologiahechapalabra.com/salud/especialidades/articulo.asp?i=1920).

CARACTERISTICAS DE LA INFECCION.

Una infeccion primaria, se da cuando el individuo es negativo a VHS-1 y adquiere
VHS-2, por otro lado, se considera infeccion no primaria, cuando un individuo es
positivo a VHS-1 y se adquiere VHS-2. Una infeccion genital no primaria, causa
sintomas mas leves que la primo-infeccidn (menos lesiones, menos dolor y menos
complicaciones). Ademas, se sabe que la presencia de anticuerpos contra VHS-1,
reducen la severidad de la infeccion y por lo tanto los sintomas de las infecciones
por VHS-2 (Whitley and Roizman, 2001).

Las infecciones por herpesvirus, atacan de manera mas comun la piel y las
mucosas, independientemente del tipo de virus que la provoque, sin embargo el
tipo de infeccidn resultante esta en funcion del estado inmunoldgico del
hospedero. El VHS-2 tiene un periodo de incubacién promedio de 4 dias (intervalo
de 2-12 dias), y un periodo de latencia de hasta 23 dias después de los cuales se

lleva a cabo la excrecion del virus (Whitley and Roizman, 2001).
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La primoinfeccion genital por VHS-2, aparece como maculas y papulas, seguidas
de vesiculas, pustulas y ulceras (Corey, 1982; Corey, Adams, Brown and Holmes,
1983), aunque como se ha mencionado antes, debido a que puede presentarse de

manera asintomatica, la mayoria de las personas no detecta la infeccion.

Las complicaciones en hombres son raras, sin embargo en mujeres es comun
encontrar meningitis y retencion urogenital. Otras complicaciones, tanto en
hombres como en mujeres, incluyen parestesias y disestesias de las piernas y el

perineo, disuria y malestar.

El herpes genital puede transmitirse a las parejas sexuales aun en ausencia de
sintomas o lesiones. Usualmente, la transmisién ocurre durante la diseminacion

del virus en personas asintomaticas (Mertz et al., 1992).

La infeccion genital por VHS-2 raramente es transmitida de madre a feto durante
el embarazo, cuando esto sucede, se genera un dafo a multiples sitios
anatomicos del feto y puede causar hepatitis necrosante con o sin
trombocitopenia, coagulopatia intravascular diseminada y encefalitis. La infeccion
primaria de la madre, se puede transmitir hasta en un 50% de los casos, durante
su paso por el canal de parto. Este porcentaje es mucho mas alto que el que se
presenta en las infecciones recurrentes (3% o menos). El paso transplacental de
anticuerpos de madre a hijo, posiblemente reduce la severidad de la infeccion, si
no es que previene la transmision y por ultimo, un riesgo de infeccidn
incrementado por una ruptura de membranas que dure mas de 6 horas. Las
infecciones en neonatos, pueden ocurrir in ttero (5%), durante el parto (alrededor

de 50%) o de manera postnatal (Brown et al., 1995).
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DIAGNOSTICO.

La presencia del VHS-2 puede confirmarse mediante un cultivo celular, la
deteccion de anticuerpos contra VHS-2 y por la deteccion directa de un fragmento
del genoma viral por PCR (DNA o RNAm). Una ventaja de los cultivos celulares es
que pueden proveer de virus aislados potenciales para una subsecuente
tipificacion y estudios de resistencia (Lakeman and Whitley, 1995).

El manejo de las muestras para diagnostico por cultivo o molecular, inicia desde la
toma de la muestra (en este caso puede ser tomada de cualquier ulcera o vesicula
dérmica), su transferencia y transporte en el medio o buffer adecuado, hasta su
procesamiento. En el caso del diagndstico serologico, el manejo de las muestras
inicia desde la toma de la muestra de sangre periférica, la separacion del suero y
su transporte para el procesamiento subsecuente. El diagndstico serologico de las
infecciones por herpesvirus, es solamente para determinar una exposicién al
agente etiologico, pero no arroja datos de si es una infeccion reciente o antigua, si
esta activa o no; por lo tanto los resultados de técnicas seroldgicas no pueden
avalar al 100% las decisiones terapéuticas, a excepcion de los estudios de avidez
(Whitley and Roizman, 2001).

Entre los métodos mas comunes para la deteccion de VHS-2, se encuentran los
ensayos inmunologicos (tipo ELISA indirecta) y los de deteccion directa del DNA

viral (PCR punto final o tiempo real).

Los ensayos inmunoldgicos para la deteccion de VHS-2, se encuentran
disponibles en el mercado en estuches de distintas casas comerciales, cada una
con sensibilidad y especificidad diferente, aunque con el mismo fundamento. De la
misma manera, en la literatura se encuentran reportados algunos protocolos que
detallan las condiciones de PCR para la deteccion de VHS-2 (Lakeman and
Whitley, 1995; Brown et al., 1995; Herrera-Martinez et al., 2005).
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TRATAMIENTO PARA LAS INFECCIONES POR VHS-2.

Hasta el momento no existe un tratamiento para eliminar la infeccion por VHS-2, se
provee un tratamiento farmacéutico para controlar las recurrencias e informacion
acerca de su condicion para disminuir la transmision (Brugha, Keersmaekers,
Renton and Meheus, 1997).

La Food and Drug Administration (FDA) de EUA ha autorizado solamente tres
medicamentos para el tratamiento del VHS-2: aciclovir, valaciclovir y famciclovir,
los cuales tienen mecanismos de accion e indicaciones semejantes para su uso
terapéutico. El aciclovir es el mas estudiado y por tanto el mas comun, el mas
recomendado y el unico disponible en aplicacion intravenosa (Katzung Bertram G.
and Masters Susan B., 2010).

Los farmacos ya mencionados, penetran en las células infectadas actuando como
analogos de los nucledsidos y se unen a la timidina cinasa viral, resultando en su
fosforilacion. Posteriormente, los antivirales son fosforilados de nuevo por enzimas
celulares y compiten con los nucledsidos para unirse a la ADN polimerasa viral,
provocando una inactivacion de la enzima y una reduccion de la replicacion viral
(Martin, Villalon and Jorda, 2009).

El aciclovir (9-((2-hidroxietoxi) metil)-9H-guanina) se usa para controlar infecciones
de herpes en piel, labios y genitales, asi como para herpes zoster y varicela. No
cura las infecciones que producen herpes, pero reduce el dolor y la picazon,
ademas favorece que las lesiones curen mas rapido al detener la replicacién viral.
Las vias de administracién del aciclovir son: oral, intravenosa, tépica y oftalmica

(Corona-Oregon et al., 2010).

El tipo de via utilizada es en funcion del grado de la infeccion del virus y la manera
en que debe de combatir al mismo, tomando en cuenta las caracteristicas
fisiologicas del paciente. Por otra parte este farmaco es utilizado como profilactico
en pacientes inmunocomprometidos (Katzung Bertram G. and Masters Susan B.,
2010). La principal limitacion del aciclovir es su baja biodisponibilidad (15-20%),
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por lo que es necesario administrarlo en dosis frecuentes a lo largo del dia
(generalmente repartido en 5 tomas). Los efectos secundarios del aciclovir son
raros e incluyen cefaleas, nauseas, diarreas y toxicidad renal, por lo que en
pacientes con insuficiencia renal hay que reajustar las dosis. Excepcionalmente
también se han descrito manifestaciones neuropsiquiatricas como desorientacion,

temblores, delirio o alteraciones del habla (Martin, Villalén and Jorda, 2009).

El valaciclovir es un profarmaco del aciclovir con mucha mayor biodisponibilidad
por via oral (65%), que consigue niveles en sangre comparables a los del aciclovir
intravenoso. Los efectos adversos son similares a los del aciclovir (Martin, Villalén
and Jorda, 2009).

El famciclovir es un profarmaco que tiene como metabolito activo el penciclovir,
que es un analogo aciclico de la guanosina. Sufre un proceso de fosforilacion
similar al aciclovir y también inhibe la DNA polimerasa viral, bloqueando la sintesis
y la replicacion viral. El penciclovir trifosfato posee una vida media intracelular
mucho mas prolongada que el aciclovir trifosfato, ya que persiste de 10 a 20 horas
en las células infectadas por el virus. El famciclovir tiene también una
biodisponibilidad mayor que el aciclovir y el valaciclovir (77%), y una tolerancia y
efectos adversos similares al aciclovir. En vista de la historia natural de las
infecciones por el VHS, de la elevada biodisponibilidad del famciclovir y de su
prolongada vida media, este farmaco instaurado de forma precoz puede resultar
de gran ayuda en el manejo de las recurrencias de infecciones herpéticas (Martin,
Villalén and Jorda, 2009).
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JUSTIFICACION

La presencia de VHS-2 en personas infectadas con VIH, modifica la historia
natural de ambos padecimientos, pudiendo originar una mayor diseminacion de

VIH en ulceras y genitales de personas coinfectadas.

Este trabajo tiene como base coadyuvar al reforzamiento de la deteccion de VHS-
2 en una poblacién de HSH asintomaticos que acuden regularmente a la clinica;
por medio de la deteccidn y cuantificacion de VHS-2 en muestras de citologia anal

y muestras de hisopados genitales.

La finalidad es generar informacion que apoye en la toma de decisiones en el
disefio y aumento de las medidas de prevencion en HSH coinfectados VIH/VHS-2,
y la posterior implementacion de la terapia de supresion para VHS-2 como
medida de control para la epidemia de VIH.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar los factores clinicos y sociodemograficos asociados a la diseminacién
anal y genital del VHS-2, en una poblacion de HSH, que viven con VIH y que
acuden regularmente a la clinica de especialidades Condesa en el Distrito Federal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar la prevalencia de VHS-2 en muestras de citologia anal y de
hisopados genitales.

* Cuantificar la carga viral de VHS-2 en muestras de citologia anal y de
hisopados genitales, de la medicion basal del estudio madre.

* Realizar una descripcion de los factores clinicos y sociodemograficos de la

poblacion de estudio.
OBJETIVOS METODOLOGICOS
Estandarizar las condiciones de:

* PCR punto final para la deteccién del VHS-2.

* PCR tiempo real para la deteccion del gen constitutivo B-globina y el disefio
de oligonucledtidos.

* PCR tiempo real para la deteccion de un fragmento del genoma de VHS-2 y

el disefio de oligonucledtidos.
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DISENO EXPERIMENTAL GENERAL

Estudio madre: muestras de suero,
hisopados genitales y citologia anal
(n= 595)
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FIGURA 5. MAPA CONCEPTUAL DEL ESTUDIO.

El presente estudio se inicio6 tomando como base los resultados obtenidos del
estudio madre descrito mas adelante. Una vez con las muestras seropositivas a
VHS-2, y con la certeza de que estas contenian DNA, se inici6 el proceso de
estandarizacién de las técnicas de PCR punto final y PCR tiempo real, para llegar
a la cuantificacion de VHS-2 y al analisis estadistico-epidemiologico. En el mapa
conceptual anterior, se muestran a partir de la linea punteada los procedimientos

que forman parte del presente estudio transversal.
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MATERIALES Y METODOS
ESTUDIO MADRE (Torres-lbarra L. and Salmerén J., n.d.).

El estudio madre del que se obtuvieron las muestras lleva por titulo: “Prevalencia,
incidencia y persistencia de VPH en hombres que tienen sexo con hombres: un
elevado riesgo de neoplasia intraepitelial anal”, el cual se realizd en colaboracion
con el del Centro de Investigaciones sobre Enfermedades Infecciosas (CISEI) del
INSP, El Centro de Investigacion en Salud Poblacional del INSP vy la clinica de

especialidades Condesa en el Distrito Federal.

El objetivo de este estudio fue describir la prevalencia de tipos especificos de VPH
en la poblacion HSH PVV (personas que viven VIH). El estudio se realizé con un
enfasis particular en la determinacion de los factores asociados con las
infecciones por VPH 16 y 18 en el canal anal.

El estudio VPH en PVV, se basé en una cohorte de HSH que viven con VIH, y que
fueron reclutados de la clinica de especialidades Condesa en el Distrito Federal.
Los hombres que fueron elegidos para el estudio, debieron cumplir con algunos
criterios de inclusion, entre ellos: tener 18 afios o mas, haber tenido alguna vez
algun tipo de relacidn sexual con otro hombre, ser personas que viven con VIH
(PVV), estar bajo terapia antirretroviral de alto impacto o haber demostrado que

aun no la requieren.

Para dicho estudio, previo consentimiento informado, se tomaron muestras de
sangre (suero), hisopados genitales, de citologia anal y de orina. La duracion del
estudio fue de 4 anos (diciembre 2009 a diciembre 2013) y las muestras se
tomaron cada 6 meses incluyendo una muestra cero al inicio del mismo. Los
participantes del estudio fueron instruidos para no bafiarse y abstenerse de tener

relaciones sexuales al menos 24 horas antes de la toma de muestras.
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Adicionalmente a la determinacién del VPH en muestras de hisopados genitales y
de citologia anal, las muestras de suero fueron utilizadas para detectar
anticuerpos contra Treponema pallidum y VHS-2, las de orina para determinar la
presencia de Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae, y las muestras de
hisopados genitales y de citologia anal para detectar VHS-2.

Las muestras de sangre fueron tomadas por el personal de la Clinica Condesa a
través de venopuncion. Las muestras de hisopados genitales fueron tomadas por
personal médico utilizando hisopos de dacron, los cuales se conservaron en un
tubo con buffer SST hasta su procesamiento. Las muestras de citologia anal
fueron colectadas por personal médico, insertando y rotando 360° un hisopo de
dacrén en el canal anal; estas muestras fueron almacenadas en viales con buffer
PreservCYT a temperatura ambiente. Todas las muestras fueron colectadas por
personal del Instituto Nacional de Salud Publica, y transportadas al CISEI a
temperatura de refrigeracion (4°C). Posterior a su llegada, se constatdé que las
muestras se hubieran mantenido congeladas durante su transporte. Después de
esto, las muestras se mantuvieron a -20°C hasta su procesamiento (excepto las

muestras de citologia anal, que se mantuvieron a temperatura ambiente).

Los participantes del estudio, a su vez, fueron entrevistados personal y
confidencialmente para responder un cuestionario estandarizado. El cuestionario
incluia caracteristicas sociodemograficas del individuo, comportamiento sexual,
uso de métodos de prevencion de ITS (como el preservativo), historia de ITS,
tabaquismo y uso ilegal de drogas, etcétera. De manera adicional, fueron
colectados algunos datos clinicos de cada participante, entre ellos los afios desde
el diagndstico de VIH, el conteo de linfocitos T CD4" y carga viral de VIH.

Uno de los resultados del estudio madre, que sirve como precedente para la
utilizacion de las muestras del mismo, es que en dichas muestras se encontré un
porcentaje de seroprevalencia de VHS-2 igual al 67.88% (Torres-lbarra L. and
Salmeron J., n.d.).
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CONSIDERACIONES ETICAS Y DE BIOSEGURIDAD.

Las muestras y los datos utilizadas en el presente estudio, fueron obtenidos del
estudio original “Prevalencia, incidencia y persistencia de VPH en hombres que

tienen sexo con hombres: un elevado riesgo de neoplasia intraepitelial anal.”

En dicho estudio, se informé a cada uno de los individuos sobre los
procedimientos y lineamientos bajo los que se realizaria el estudio si decidieran
participar; a través de un formato de consentimiento informado. En este
documento se les proporciond informacion sobre los objetivos del estudio,
procedimientos, duracion, tipos de muestra bioldgica por colectar, beneficios,
riesgos potenciales y responsables del estudio con quienes comunicarse en caso
de alguna duda. Para dar fe de la participacion en el estudio, se requirié el nombre

y la firma del participante, asi como de nombre y firma de dos testigos.

Como parte de los procedimientos del estudio original, se incluyé la deteccién de
algunas de las infecciones de transmision sexual (ITS) mas comunes, sifilis,
gonorrea, clamidiasis y herpes genital, dichos resultados ya han sido
proporcionados tanto a los individuos como a los médicos tratantes, sin violar su

confidencialidad.

En el presente trabajo se pretende detectar y cuantificar el Virus del Herpes
Simplex tipo 2 (VHS-2), causante del herpes genital, basandose en las muestras

previamente positivas.

Cabe destacar que, como parte del estudio original se realiz6 una prueba
seroldgica para detectar anticuerpos contra VHS-2 en el total de los participantes.
El resultado de la prueba se entregd a cada uno de los individuos sin violar su
confidencialidad.

Se anexa en el presente documento, la carta de consentimiento informado
utilizado en el estudio original, asi como la autorizacion por el responsable del

estudio para el uso de las muestras y datos de cada participante (ANEXO 7).
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Numero de aprobacién del estudio madre: Cl 782, No. 691.

En este trabajo se utilizaron muestras bioldgicas de hisopados genitales y citologia
anal. La manipulacién de las muestras se realizo bajo las normas de bioseguridad,
con el uso de equipo de proteccion personal. De acuerdo con el procedimiento de
manejo de los residuos peligrosos bioloégico-infecciosos (R.P.B.l.), el material de
desecho se dispone en bolsas rojas para su posterior manejo por una empresa
externa al INSP.

Asi mismo, algunos procedimientos que forman parte del estudio contemplan el
uso de materiales peligrosos tipo C.R.E.T.I., principalmente bromuro de etidio. El
desecho se dispone en frascos de vidrio oscuro debidamente etiquetados. Este
residuo se pone a disposicion del responsable de bioseguridad en el Centro de

Investigacion sobre Enfermedades Infecciosas (C.I.S.E.I.).
SELECCION DE LA POBLACION DE ESTUDIO.

La poblacion utilizada en este proyecto, consté de 595 HSH que viven con VIH.
Estos individuos formaron parte del estudio madre antes descrito.

En el presente estudio, s6lo se utilizaron las muestras basales (tiempo 0) de
sangre (tomadas mediante venopuncion y de las cuales se obtuvo el suero),
hisopados genitales (muestra externa, tomada de piel de pene y perineo) vy de

citologia anal (muestra interna, tomada de la mucosa del canal anal).

El disefio del estudio en curso es de tipo transversal de la muestra basal de una
cohorte de HSH y que viven con VIH. El criterio de inclusion principal para elegir a
los participantes, es que de cada individuo existieran los resultados de serologia
de VHS-2, fisicamente las muestras de hisopado genital y de citologia anal, y por
ultimo los resultados de su encuesta (de donde se tomaran los datos

sociodemograficos, de comportamiento sexual y clinicos de cada uno).
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A la fecha, ya fueron recolectadas en su totalidad las muestras de la primera toma
del estudio madre, y con ellas se ha formd un banco que fue procesado en busca
del Virus del Papiloma Humano (VPH). El proceso que se llevo a cabo permite la
amplificacion y deteccidon de “37” tipos de VPH y del gen de la B-globina humana.
Aquellas muestras positivas a alguno de los dos genes, fueron consideradas parte
del estudio. El hecho de que sean positivas a VPH o a (-globina, nos asegura que
el DNA ahi contenido es adecuado para realizar PCR; y por lo tanto nos indica que
son muestras de calidad en las que se puede detectar VHS-2.

DETERMINACION DE LA SEROPREVALENCIA DE VHS-2.

La deteccion de anticuerpos anti-VHS-2 en las muestras de suero obtenidas del
estudio madre se realizé previamente utilizando el estuche comercial HerpeSelect
2 ELISA 1gG de FOCUS de acuerdo con las indicaciones del fabricante (Vergara-
Ortega D.N., 2012).

EXTRACCION DE DNA A PARTIR DE LAS MUESTRAS DE CITOLOGIA ANAL Y
DE HISOPADOS GENITALES.

Las muestras de hisopados genitales y de citologia anal fueron procesadas para
extraer DNA por medio del estuche comercial AmpliLute Liquid Media Extraction
Kit de Roche, para extraccion de DNA. La técnica se baso en la cromatografia de
intercambio i6nico, mediante el uso de columnas con membranas cargadas

positivamente.

Al tener cargas contrarias, estas interactuan con el DNA (carga negativa debido a
los grupos fosfato), extrayéndolo asi de la muestra. Las extracciones fueron
realizadas de acuerdo con las indicaciones del fabricante (ANEXO 1).

DETECCION DE UN FRAGMENTO DE LA B-GLOBINA HUMANA.

La deteccion de un fragmento de la B-globina humana, constituye un control de
calidad de una correcta toma de muestra, de una eficiente extraccion de acidos

nucleicos y de que el DNA esta en condiciones de amplificacion.
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En el presente estudio, para identificar el gen de la B-globina humana se amplificd
un fragmento del mismo gen (Homo sapiens hemoglobin) que se ubica de la base
1856 a la base 2123 del cromosoma humano 11. Para ello se utilizaron los
iniciadores GH20 (5-3'GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC) y PC04 (5°-3'CAA
CTT CAT CCA CGT TCA CC), con las siguientes concentraciones de reactivos:
amortiguador de reaccion 1X, MgCl, 2mM, dNTP 0.2mM, Taq polimerasa
(Amplitaq) 0.06U, iniciadores 0.015uM (c/u) y 5uL de la muestra en un volumen
final de 25ul. Las condiciones del programa de PCR incluyen una temperatura de
activacion de 95°C por cinco minutos, posteriormente 35 ciclos de 95°C por 30
segundos, 60°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos; finalmente, una
extension de 72°C por siete minutos (Madhavan, Priya and Bagyalakshmi, 2003).
El fragmento amplificado tiene una longitud de 268 pb y como control positivo se
utilizé DNA de células Caski.

DETECCION DE UN FRAGMENTO DEL VHS-2 POR PCR PUNTO FINAL.
MONTAJE DE LA TECNICA.

Para llevar a cabo la amplificacion, las muestras seropositivas a VHS-2 y con un
aislamiento adecuado de DNA, se procesaron para la deteccion del DNA de VHS-
2 por medio de PCR punto final. El fragmento amplificado esta ubicado de la base
64860 a la 65250 y pertenece al gen UL30 (extensién 63300-67061pb) que
codifica para la DNA polimerasa tipo B de VHS-2 cepa HG52.

Las muestras seropositivas a VHS-2 fueron mezcladas en lo que llamamos “poofl”
(constituido por DNA proveniente de diferentes sujetos). La razon principal de
trabajar con “pools”, es que permite optimizar la reaccion, es decir se gasta menos
material y tiempo de procesamiento. Los “pools” constituyen un tamiz rapido, por
ejemplo si un “pool’ resulta negativo quiere decir que las muestras unitarias que lo
integran también lo son y por lo tanto fueron consideradas como negativas para el
estudio. El caso contrario, cuando un “poof’ resulta positivo, es mas sencillo abrirlo
y procesar por separado cada muestra que lo compone para saber cual o cuales

son las positivas y eliminar las que no lo son.
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Para que la realizacion de la prueba mediante los “pools” resulte mas eficiente que
las pruebas individuales, el numero total de reacciones de PCR debe ser menor a
los que se hubieran necesitado con pruebas individuales. Para ello, se estimé el
tamano optimo del “pool’ en términos de eficiencia y ajustarlo, considerando
también la dilucibn maxima a la que la prueba puede detectar resultados
(Sanchez-Aleman et al., 2005). Para estimar el tamafio 6ptimo del “pool’ se utilizé

la siguiente formula:

CM = % +[1-(1-Prev)T?]*CP

En donde CM es el costo por muestra analizada, CP es el costo del reactivo para
cada determinacion, TP es el tamaio del “pool” y Prev es la prevalencia esperada.
El tamafio 6ptimo del “pool” es el que minimiza el costo por muestra. Esta formula
no incluye el costo adicional de preparar las mezclas debido a que es minimo. En
el caso del presente estudio, se consider6 una prevalencia esperada del 10% vy el
costo del reactivo como 1 (Behets et al., 1990). El tamano 6ptimo estimado fue de

4 muestras por “poof’.

Una vez con las muestras dispuestas en “pools”, se llevdé a cabo el PCR punto
final. En este ensayo se utilizaron reactivos de la casa comercial Fermentas y un
termociclador de la marca GeneAmp PCR System 9700 de la casa comercial
Applied Biosystems.

El protocolo para la amplificacion de VHS-2 reportado en la literatura estaba
disefiado para amplificar un fragmento de VHS-2 con una longitud de 391 pb
(FIGURA ©6) (Corona-Oregon et al., 2010; Herrera-Martinez et al.,, 2005;
Madhavan, Priya and Bagyalakshmi, 2003).

Para identificar este fragmento, se utilizaron los iniciadores: HSV (5°-3'ATG GTG
AAC ATC GAC ATG TAC GG) y HSV2 (5’-3'CCT CCT TGT CGA GGC CCC GAA
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AC), con las siguientes concentraciones de reactivos: amortiguador de reaccién
1X, MgClz 1.5mM, dNTP 0.32mM, Taq polimerasa (Amplitaq) 1U, iniciador HSV
0.07pmol/uL, iniciador HSV2 0.08pmol/uL y 5uL de la muestra en un volumen final
de 25uL. Las condiciones del programa de PCR incluyen una temperatura de
activacion de 94°C por dos minutos, posteriormente 45 ciclos de 94°C por 45
segundos, 60°C por 45 segundos y 72°C por 45 segundos; finalmente, una
extension de 72°C por siete minutos (Corona-Oregoén et al., 2010; Madhavan,
Priya and Bagyalakshmi, 2003; Herrera-Martinez et al., 2005).

Iniciador HSV
(forward)

64741 cgcatgaacg gccggggtgt gtt§ogcgty tgggacatcyg gccagageca ctttcagaag
64801, cgcagcaaga tcaaggtgaa cgggatggtg aacatcgaca tgtacgg

64861
64921
6498H
65041
65101
65161
65221 |aagcgcccgg cogtgecteg
65281 |gataaggacg acgacgagga

FIGURA 6. SECUENCIA Y POSICION GENOMICA DEL AMPLICON DE VHS-2.

ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA (Puerta C.J. and Uruefia C.P., 2005).

Los productos obtenidos del PCR de B-globina humana y VHS-2, fueron
separados y detectados en geles de agarosa a una concentracion de 2%, en
buffer Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X, con una concentracion final de 0.5ug/mL de

bromuro de etidio.

La electroforesis se llevé a cabo a 75mV durante 30 minutos, para la posterior

visualizacion de los geles en un transiluminador de luz UV.
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FUNDAMENTO DEL PCR TIEMPO REAL.

El PCR en tiempo real es una técnica basada en la PCR y se usa para detectar y
al mismo tiempo cuantificar moléculas de DNA o cDNA especificas y asi acceder a
datos fiables y precisos sobre la expresion o la cantidad del gen en cuestion (Life

technologies, 2012).

El PCR tiempo real puede generar amplicones muy pequefios (desde 60pb) lo que
la hace ideal para la deteccion de cambios cuantitativos en la expresion génica
durante el curso de alteraciones celulares patologicas o experimentales, asi como
su cuantificacion. En contraste con el PCR punto final, el PCR tiempo real es un
método mas sensible, que ademas arroja resultados cuantitativos. Durante la
corrida de PCR tiempo real, los productos de amplificacion se observan a medida

que transcurre cada uno de los ciclos (Vinueza-Burgos, 2009).
Esta técnica se fundamenta en (Life technologies, 2012):

* La deteccion y cuantificacion de un reportero fluorescente, cuya sefal
aumenta en proporcidn directa a la cantidad de producto de PCR en la
reaccion.

* El empleo de un termociclador que tiene acoplado un sistema de
deteccidén que es capaz de adquirir y cuantificar la sefal emitida por el
reportero al final de cada ciclo para cada muestra.

La quimica de la deteccion esta dada por (Vinueza-Burgos, 2009; Life
technologies, 2012):
Agentes intercalantes fluorescentes (por ejemplo SYBR Green)

* Sondas de hidrdlisis (TagMan)

* Sondas de loop (Molecular Beacons, Scorpions)

* Sondas de hibridizacion
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En este proyecto se utilizé un agente intercalante llamado SYBR Green, el cual se
une al DNA bicatenario dando un incremento de la fluorescencia a medida que
aumenta la cantidad de producto de PCR. Es simple, econémico, facil de usar,
sensible, versatil y no se necesitan sondas especificas. Sin embargo durante la
reaccion de PCR puede unirse a dimeros de primers y a otros productos
inespecificos (Life technologies, 2012).

Las reacciones son caracterizadas en el momento en el que la amplificaciéon de un
producto de PCR se detecta después de un numero fijo de ciclos. Cuanto mas alto
es el numero de copias del blanco, mas pronto se observa el aumento significativo
en la fluorescencia. Con el software adecuado, una corrida de PCR tiempo real
muestra un diagrama de amplificacion, donde los cambios de fluorescencia se
grafican respecto al numero de ciclos (FIGURA 7). En los ciclos iniciales de PCR,
hay un pequefio cambio en senal de fluorescencia; esto define la linea de fondo
para el diagrama de la amplificacion. Un aumento en fluorescencia sobre la linea
de fondo indica la deteccidn del producto acumulado de PCR (Life technologies,
2012b; Vinueza-Burgos, 2009).
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Target input
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FIGURA 7. GRAFICA DE AMPLIFICACION.
Estas son creadas cuando la sefial de fluorescencia de cada muestra es graficada contra el
numero de ciclo. Por lo tanto, esta grafica representa la acumulacidon de producto durante la
reaccion de PCR tiempo real (Life technologies, 2012).
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Los datos se adquieren en cada ciclo del PCR. El numero de ciclo al cual la
intensidad de emision del fluoréforo aumenta con respecto al ruido de fondo
(background) se conoce como ciclo umbral (Ci: threshold cycle o Cq: quantification
cycle). El C; esta determinado en la fase exponencial de la reaccion y es mas
confiable que las mediciones en el punto final convencional. El C; es inversamente
proporcional al numero de copias del DNA blanco: a mayor concentracién de
blanco, menor C; medido (FIGURA 8) (Life technologies, 2012).

Sample
ARn

Rn

Threshold
N

- i No Template Control
Baseline

&, Cycle

FIGURA 8. CICLO UMBRAL (THRESHOLD CYCLEIC) (Life technologies, 2014).

La grafica del logaritmo del numero inicial de copias del blanco para un sistema de
estandares contra Cies una linea recta. La cuantificacion de la cantidad de blanco
en muestras desconocidas es lograda midiendo C; y usando la curva estandar
para determinar el inicio del numero de copias. Asi mismo, las curvas estandar al
ser generadas con diluciones seriadas de una concentracion conocida de DNA
base, son utiles para calcular la eficiencia de la reaccion (FIGURA 9) (Life
technologies, 2012). Al igual que en el PCR punto final, en las corridas de PCR
tiempo real se deben afadir controles negativos (H2O -No template control NTC- o
DNA de cualquier otro organismo) y controles positivos en diferentes diluciones.
Para obtener resultados mas certeros, cada muestra se procesa por triplicado (Life

technologies, 2014).
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“wa

FIGURA 9. CURVA ESTANDAR (Life technologies, 2014).

A manera de sustitucion de la electroforésis en gel, el equipo de PCR tiempo real
independientemente y posterior de la reaccion de PCR realiza un cambio lento de
temperatura de la placa y continua midiendo la fluorescencia, lo cual es graficado
al final de la reaccion de PCR: la curva de disociacion. De acuerdo al tamafio y
composicion del amplicon en cuestion, la T, (temperatura de fusion) de este se
debe mantener constante y al realizar la primera derivada negativa, el dato de una
unica T, debe representarse solo por un pico en el grafico (FIGURA 10) (Life
technologies, 2012; PrimeQ, 2008).
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FIGURA 10. CURVAS DE DISOCIACION.
Izquierda, la grafica representa un Unico producto de la amplificacion, un solo pico. Derecha,
representa 3 distintos productos de amplificacion en la misma grafica. Estos productos se
distinguen por sus correspondientes T, y pico de fluorescencia (Life technologies, 2014; PrimeQ,
2008).
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Algunos de los términos mas utilizadas en PCR tiempo real, son los siguientes
(Life technologies, 2012, 2014):

Linea base (Baseline): nivel de sefal durante los ciclos iniciales del PCR, se
conoce como el fondo o ruido de la reaccion.

Umbral (Threshold): nivel de sefal que refleja un incremento
estadisticamente significativo sobre la sefial de la linea base.
Generalmente, los equipos de PCR ajustan este umbral a 10 veces la
desviacion estandar del valor de la linea base.

Ciclo umbral o ciclo de cuantificacion (Ci: threshold cycle o Cq: quantification
cycle): es el numero de ciclo al cual la sefal de fluorescencia de la reaccion
cruza el umbral. Este numero es usado para calcular el numero inicial de
copias de DNA, debido a que el valor de C; es inversamente proporcional a
la cantidad inicial de DNA blanco.

Curva estandar (Standard curve): se realiza con una serie de diluciones de
concentraciones de templado conocidas, para determinar la cantidad inicial
de DNA blanco. Se grafica con el logaritmo de cada concentracion conocida
en las diluciones (eje x) contra el valor de C; para cada concentracion (eje
y). Como resultado de esta curva, se obtiene la ecuacion de la misma, lo
que es util al momento de establecer los valores de [DNA] para las
muestras problema.

Coeficiente de correlacion (R?): es una medida de que tan bien se ajustan
los datos reales a una curva estandar. Este valor refleja la linearidad de la
curva e idealmente se prefieren valores muy cercanos a 1.

Interseccion con el eje Y (Y-intercept): corresponde al limite tedrico de la
deteccion de la reaccion, o el valor de Ciresultante si el numero de copias
mas bajo de moléculas de DNA blanco indicados en el eje x dio lugar a una

amplificacion estadisticamente significativa.
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* Fase exponencial: fase del PCR durante la cual se cuantifican los datos
para el PCR tiempo real, debido a que durante esta todos los reactivos se
encuentran en exceso, la enzima es altamente eficiente y la amplificacion
del producto (que estd en baja cantidad), no se ve afectada por
dimerizacion de oligonucleotidos.

* Pendiente (slope/m): la pendiente de la fase exponencial del PCR que en
una grafica semilogaritmica aparece como lineal y es la medida de la
eficiencia de reaccion. Para obtener resultados reproducibles, le eficiencia
se debe acercar lo mas posible al 100%, lo que equivale a una pendiente
de -3.32.

« Eficiencia: se calcula mediante la formula E = [10!

-1/m

)-1] x 100. La eficiencia
ideal debe ser del 100%, lo que significa que el DNA molde se duplica
después de cada ciclo térmico durante la fase exponencial.

* Rango dinamico: intervalo en el cual un incremento en la cantidad inicial de
DNA blanco, resulta en un correspondiente incremento en la amplificacién
del producto. Idealmente, el rango debe ser de 7 a 8 6érdenes de magnitud
para plasmidos y al menos 3 a 4 6rdenes para DNA gendmico.

* Cuantificacion absoluta: describe un experimento de PCR tiempo real en el
cual las muestras de concentracion conocida son diluidas de forma seriada
y amplificadas para generar una curva estandar. Las muestras problema
son cuantificadas por su interpolacién en esta curva.

* Cuantificacion relativa: describe un experimento de PCR tiempo real en el
cual la expresion de un gen de interés en una muestra (por ejemplo,
tratada) es comparado con la expresion del mismo gen en otra muestra (no
tratada). Los resultados se expresan como el cambio en numero de veces
que expreso uno con respecto del otro.

* Curva de disociacion (Melt curve): una curva de disociacién muestra el pico
correspondiente al cambio en la fluorescencia observada cuando el DNA de
doble cadena se encuentra con fluoréforos incorporados (elevacion) vy
cuando se disocia o se funde en DNA de cadena sencilla (declive) por
efecto de la temperatura (derivada del cambio en la fluorescencia contra
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cambio en la temperatura). Para agentes intercalantes como el SYBR
Green, el punto mas elevado de la curva se denomina T, (temperatura de
fusion correspondiente al punto de fusion). Esto sucede con cada producto
de la amplificacion, de tal manera que cada pico en la grafica corresponde a
un distinto amplicén (Life technologies, 2012; PrimeQ, 2008).

ESTANDARIZACION DEL PCR TIEMPO REAL PARA LA DETECCION DE DNA
DE p-GLOBINA HUMANA'Y DNA DE VHS-2 (Vinueza-Burgos, 2009).

El ensayo de estandarizacién se inici6 con un programa de PCR tiempo real
similar en condiciones al PCR punto final para deteccion de VHS-2. Sin embargo,
se anadié una fase previa de 2 minutos a 52°C para activar a la enzima Taq
polimerasa. Asi mismo, se incremento el periodo de activacion a 95°C durante 10
minutos y finalmente, se cambid la extension final a 72°C por una etapa de
disociacion que nos permiti6 ver la cantidad de productos que se estaban
generando.

La estandarizaciéon se llevé a cabo utilizando el equipo de PCR tiempo real de la
marca Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System con el software
StepOne (Applied Biosystems, 2010). El proceso de estandarizaciéon de las
muestras se inicid con la mezcla FastStart Mix SYBR Green de ROCHE vy los
iniciadores HSV y HSV2 (descritos anteriormente). La mezcla de reaccion se baso
en las indicaciones de la casa comercial ROCHE para el uso de SYBR Green
(agente intercalante) (ROCHE, 2007).

La mezcla SYBR Green (2X) contiene todo lo necesario para la reaccion de PCR
tiempo real, a excepcion de la muestra y los iniciadores. Los componentes de la
reaccion que se describen a continuacién, se encuentran en una solucién
amortiguadora de marca registrada ROCHE (ROCHE, 2007).
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* Taq polimerasa (DNA Polimerasa rapida AmpliTaq): esta disefiada para
permitir un aumento de la temperatura instantaneo, minimizando la
formacion de productos no especificos.

* Colorante SYBR Green |: permite la deteccion de DNA de doble cadena.

* Desoxirribonucledtidos (ANTPs): componentes para sintetizar los productos
de amplificacién.

* Glicosilasa uracilo-DNA (UDG): disefiada para reducir la contaminacién por
arrastre.

* Un control de referencia pasiva basada en el colorante ROX (patentado):

para incrementar la precision del ensayo.

Cada uno de los ensayos, incluyé6 como control negativo: agua, y como control
positivo: DNA de células SiHa y DNA de la cepa G de VHS-2 cultivado en células
Vero (Herrera-Martinez et al., 2005). La mezcla de reaccién inicial utilizada, de
acuerdo a lo ya reportado es: SYBR Green 2X, 0.07pmol/uL del iniciador HSV,
0.08pmol/uL del iniciador HSV2, 4.1uL de agua y 1uL de DNA molde en un
volumen final de 15uL (Legoff et al., 2006).

De la misma manera, se trabajoé en la estandarizacién del ensayo de tiempo real
para p-globina humana, usando las mismas condiciones de reaccion que las
referentes al PCR punto final. Se esta utilizé el mismo equipo de PCR tiempo real
ya descrito, y de manera inicial se utilizé la mezcla FastStart Mix SYBR Green de
ROCHE vy los iniciadores GH20 y PC04 (Madhavan, Priya and Bagyalakshmi,
2003).

Debido a que durante los primeros ensayos de estandarizacion del PCR tiempo
real para (3-globina humana y VHS-2 se presentaron algunos inconvenientes en la
amplificacion del producto esperado, se recurrié al disefio bioinformatico de
nuevos oligonucledtidos especificos para cada amplicén de interés; asi como al
cambio de mezcla de reaccidn y al uso de reactivos Thermo Scientific.
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Al igual que la mezcla SYBR Green de ROCHE, el Maxima SYBR Green/ROX
qgPCR Master Mix (2X) contiene la Taq Polimerasa Maxima “Hot Start”, un
amortiguador de reaccion (Maxima SYBR Green qPCR buffer) que incluye KCl y
(NH4)2S0O4, el colorante intercalante fluorescente SYBR Green |, el colorante de
referencia pasiva ROX'y dUTP (Thermo Scientific., 2011).

Durante el nuevo proceso de estandarizacion del PCR tiempo real, se utilizaron las
condiciones de PCR y la mezcla de reaccion propuesta por el fabricante. De
manera similar a los ensayos anteriores, se utiliz6 como control negativo agua, y
como control positivo DNA de la cepa G de VHS-2 cultivado en células Vero
(Herrera-Martinez et al., 2005), como DNA de células SiHa para la estandarizacién

de los ensayos referentes a -globina humana.

Algunos de los principales cambios en el nuevo proceso de estandarizacion,
estuvieron relacionados con el cambio de temperatura de alineacion de cada ciclo
de PCR (especifico para $-globina humana y VHS-2). Adicionalmente, se hicieron
algunas modificaciones en la temperatura de activacion de la Taq polimerasa y en

las temperaturas y tiempos de la curva de disociacion.

Los ensayos de PCR tiempo real tanto para p-globina humana como para VHS-2,
incluyeron la realizacion de curvas estandar para ambos; asi como el

procesamiento de las muestras positivas a VHS-2 en PCR punto final.

El objetivo de la curva estandar asociada a una grafica de regresion lineal
logaritmica, fue el de determinar el rango lineal dinamico de cada estandarizacion:

la de B-globina humana y la de VHS-2.

Con los resultados (Ct) de cada muestra, se realiz6 una cuantificacion relativa de
VHS-2 de cada muestra (tomando como base la amplificacion de f-globina
humana). Los resultados se interpretaron como las veces que se expreso VHS-2

con respecto a p-globina humana.
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Una vez con los C; correspondientes a p-globina humana y VHS-2 para cada
muestra, se realizé una extrapolacion de estos en las curvas estandar obtenidas

mediante el uso del programa xmgrace.

DISENO BIOINFORMATICO DE OLIGONUCLEOTIDOS PARA PCR EN TIEMPO
REAL.

Con el objetivo de lograr una amplificacidon mas certera y correcta del producto de
interés, fueron diseflados un par de oligonucleétidos para amplificar un fragmento

de la B-globina humana y otro para amplificar VHS-2.

El disefio bioinformatico se basd en generar oligonucledtidos que cumplieran con
las caracteristicas minimas de calidad (por ejemplo, porcentaje de GC, tamafio,
Tm, etcétera), pero sobre todo, en disefiar un par de oligonucleétidos que no
tuvieran interacciones de tipo homodimeérico ni heterodimérico. Para esto, se utilizd
el programa PrimerQuest de IDT Tools (disponible en:

http://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index), en la opcion de PCR tiempo real

para agentes intercalantes (por ejemplo, SYBR Green).

Con la finalidad de maximizar el rendimiento de la reaccion de PCR tiempo real,
los oligonucledtidos disefiados, amplifican una region de interés mas pequeina que
se encuentra interna en el amplicon original que se detectdé en PCR punto final. Es
decir, mientras el amplicén original para p-globina humana tenia un tamafo de
268pb, el nuevo amplicon (dentro del original) tiene una extension de 140pb. La
misma metodologia se siguio para VHS-2, donde el amplicon original constaba de
391pb y el nuevo amplicén tiene una extension de 151pb (FIGURAS 11 Y 12).
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atatatctta gagggagggc tgagggtttg aagtccaact cctaagccag tgccagaaga
gecaaggaca ggtacogetq Ecatcactta gaceEcaccc tgtggagcca caccctaggg

ttggccaatc tactcccagg agca a caggagcca gggctgggca taaaagtcag
ggcagagcca aac tgtgttcact agcaacctca

aacagacacc atggtgcatc tgactcctga ggagaagtct gccgttactg ccctgtggagg
caaggtgaac gtggatgaag ttggtggtga ggccctgggc aggttggtat caaggttaca

FIGURA 11. AMPLICON PARA p-GLOBINA HUMANA.
En la figura se observa el amplicon original (268pb) flanqueado por su par de oligonucleétidos
GH20 y PCO04 (en azul) y en la zona interna en negritas el nuevo amplicén (140pb), delimitado
también por sus oligonucleétidos nuevos F2qBETA y R2qBETA (en rosa).

atggtgaaca tcgacatgta cqq_s cagctacaag

ctgaacgccg tcgcec C tcttgas caa { aggatctgag ctacc
atccecegect actacgcctc cgggcccu ca Ege :
caggactcgc tgctggtcgg gcagctgtte tcaagtttc tgccgcacct ggagctttcc
gecgtcgecge gcctggcggg catcaacatc acccgcacca tctacgacgg ccagcagate
cgcgtcttca cgtgcctecct gcgccttgcg ggccagaagg gcttcatcct gccggacacce
caggggcggt ttcggggcct cgacaaggag g
FIGURA 12. AMPLICON PARA VHS-2.
En la figura se observa el amplicén original (391pb) flanqueado por su par de oligonucleétidos HSV
y HSV2 (en azul) y en la zona interna en negritas el nuevo amplicén (151pb), delimitado también
por sus oligonucleétidos nuevos F1qgVHS2 y R2qVHS2 (en rosa).

Ademas del tamafo y posicion del amplicon, se buscé que los nuevos
oligonucledtidos tuvieran las siguientes caracteristicas: T, no mayor de 5°C entre
cada uno, un porcentaje de GC de entre 50-60%; y en cuanto a la formacion de
horquillas (hairpins), homodimeros y heterodimeros (con su correspondiente
forward o reverse), se prefirio que estas interacciones fueran de baja importancia
>-5Kcal/mol. De manera conjunta, se realizd un alineamiento del amplicén
generado en la base de datos del NCBI, mediante la herramienta BLAST. Esto

ultimo para comprobar que solo se amplificara el producto de interés.

Una vez disefiados los oligonucledétidos, estos fueron analizados con el programa
OligoAnalyzer 3.1 de IDT Tools (disponible en:
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/) para tener la certeza

de que se cumpliera con los parametros establecidos, y ademas el analisis de los

oligonucledtidos originales y los nuevos (TABLAS 2-5).
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CARACTERISTICAS GH20 PCo04
. GAAGAGCCAAGGACAGGTAC | CAACTTCATCCACGTTCACC

Secuencia (5°-3")
Tamaiio (pb) 20 20
Uiin 55°C 50°C
GC 55% 53.9%

. > 0.25 kcal.mol” > 1.03 kcal.mol”
Hairpin

. > -3.65 kcal/mol -6.3 kcal/mol
Homodimeros
-5.12 kcal/mol -5.12 kcal/mol

Heterodimeros

BLAST Solo con B-globina.

TABLA 2. ANALISIS DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS ORIGINALES PARA B-GLOBINA HUMANA.
En negritas se resaltan aquellas caracteristicas que no cumplen con los parametros para el disefio

de oligonucledétidos.

CARACTERISTICAS F2qBETA R2gBETA
o GGGCTGTCATCACTTAGACC | CCGCTGTCAGAAGCAAATG
R TCAC TAAGCAATAG
Tamaiio (pb) 24 29
Tm 59°C 59.7°C
GC 54.2% 44.8%
. -0.4 y 0.57 kcal.mol” -0.53 kcal.mol™

Hairpin

. > -3.14 kcal/mol > -4.74 kcal/mol
Homodimeros

. > -4.74 kcal/mol > -4.74 kcal/mol
Heterodimeros
BLAST Solo con B-globina.

TABLA 3. ANALISIS DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS DISENADOS PARA AMPLIFICAR
B-GLOBINA HUMANA EN PCR TIEMPO REAL.
En negritas se muestra una caracteristica en el limite para considerar el disefio de buena calidad.
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CARACTERISTICAS HSV HSV2
. . ATGGTGAACATCGACATGTA | CCTCCTTGTCGAGGCCCCG

Secuencia (5°-37) CGG AAAC
Tamaiio (pb) 23 23
Vin 57.1°C 64°C
GC 47.8% 65.2%

. > -0.93 kcal.mol” > -1.1 kcal.mol”
Hairpin

Homodimeros

-8.07, -6.76 kcal/mol

-9.28, -6.76, -6.24 kcal/mol

Heterodimeros

-10.06, -6.68, -5.19 kcal/mol

-10.06, -6.68, -5.19 kcal/mol

BLAST

Solo con VHS-2.

TABLA 4. ANALISIS DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS ORIGINALES PARA VHS-2.

En negritas se resaltan aquellas caracteristicas que no cumplen con los parametros para el disefio

de oligonucledétidos.

CARACTERISTICAS F1qVHS2 R2qVHS2
. o, TCACCGACAAGGTCAAACTC | ACACAATACTCGCCGATCAC

Secuencia (5°-37)
Tamaiio (pb) 20 20
Vin 54.8°C 54.9°C
GC 50% 50%

. > -1.2 kcal.mol” > -2.01 kcal.mol”
Hairpin

Homodimeros

> -4.41 kcal/mol

> -5.29 kcal/mol

Heterodimeros

-5.19 kcal/mol

-5.19 kcal/mol

BLAST

Solo con VHS-2.

TABLA 5. ANALISIS DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS DISENADOS PARA AMPLIFICAR

disefio de buena calidad.

VHS-2 EN PCR TIEMPO REAL.
Se resaltan en negritas aquellas caracteristicas que se consideraron en el limite para considerar el
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ANALISIS ESTADISTICO-EPIDEMIOLOGICO.

Los datos obtenidos del cuestionario de cada participante en el estudio madre,
fueron clasificados en 13 variables agrupadas en dos rubros. Las
sociodemograficas que incluyeron edad, escolaridad, tabaquismo, alcohol y uso de
drogas; y las de comportamiento sexual y clinicas donde se incluyeron ITS, sexo
ocasional, uso de conddén, numero de hombres en los ultimos 6 meses, tiempo de
diagnostico de VIH, cuenta de células T CD4", carga viral de VIH y tiempo de
terapia antirretroviral. Para el desarrollo del analisis estadistico, la prevalencia de
VHS-2 en muestras de citologia anal y de hisopados genitales se conjuntaron en
una prevalencia general y el resultado conformé la variable proporcion de VHS-2
anal y genital.

Las variables resultantes fueron recodificadas para el analisis tal y como se
describe en el ANEXO 8, asi mismo se incluyeron para cada variable los datos
faltantes bajo la categoria “perdidos”. Para el analisis de los datos se utilizé el
programa IBM SPSS Statistics 20.

Inicialmente, fueron realizadas tablas de frecuencias simples de cada variable, con

la finalidad de describir a la poblacion de estudio.

Posteriormente, entre las 13 variables independientes utilizadas en este analisis y
la variable dependiente (proporcion de VHS-2 anal y genital) se realizé un analisis
bivariado mediante la generacion de tablas de contingencia (tipo 2x2) donde se
llevaron a cabo pruebas estadisticas %? y cuando correspondié se llevé a cabo la
prueba exacta de Fisher; esto con el objetivo de determinar posibles asociaciones
estadisticamente significativas entre las variables independientes y la variable
dependiente. Las variables estadisticamente significativas fueron aquellas con un
valor de p <0.05.

En aquellas variables que resultaron estadisticamente significativas se realizaron
pruebas estadisticas x? en combinaciones de 2 categorias de cada variable, con la

finalidad de determinar que categoria o categorias dentro de las variables
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estadisticamente significativas realmente tenian una asociacidén con la proporcion

de VHS-2 anal y genital (variable dependiente).

La proporcidn de VHS-2 anal y genital en las categorias de cada variable fueron
reportadas en porcentaje, con el objetivo de corregir las diferencias de tamarno (n)

entre las categorias analizadas.

Con el fin de establecer relaciones estadisticamente significativas entre las
variables clinicas cuantitativas y la variable dependiente, se realizaron pruebas t
de student (para comparacion de medias con datos de distribucion normal) y
prueba U de Mann-Whitney (para comparacion de medianas con datos que no
cumplen con una distribucion normal) con respecto a la variable proporcién VHS-2

anal y genital.
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RESULTADOS

DETECCION DE DNA DE VHS-2 EN MUESTRAS DE CITOLOGIA ANAL Y DE
HISOPADOS GENITALES POR PCR PUNTO FINAL.

La determinacion de anticuerpos contra VHS-2 se obtuvo de manera previa a este
proyecto, y conjuntd un total de 338 muestras que resultaron positivas
(338/595=0.568 =56.8% del total). Estas 338 muestras de citologia anal fueron
organizadas en pools de 4 que fueron procesados para detectar un fragmento de
DNA de VHS-2 (391pb); de esta manera se obtuvieron 84 pools (considerando las

muestras perdidas).

Aquellos pools que resultaron positivos en el PCR punto final, fueron separados en
cada una de sus muestras individuales y procesados de nuevo por PCR punto
final. Esto ultimo con el objetivo de determinar cudles muestras individuales eran

verdaderamente positivas.

Para este grupo de muestras (citologia anal) se obtuvieron 7 que amplificaron
VHS-2 (7/338= 0.0207 =2.07% del total) y fueron consideradas como positivas
(FIGURA 13). Cabe destacar, que estas muestras fueron tomadas de individuos

sin lesiones tipicas de VHS-2.

FIGURA 13. ELECTROFORESIS DE LAS MUESTRAS DE CITOLOGIA ANAL.

Gel de agarosa al 2% donde se observan los productos de PCR hechos a partir de las muestras
de citologia anal positivas a VHS-2.

Carril 1> marcador de peso molecular (donde se resaltan las bandas de 500-100pb).

Carril 2-> control positivo de DNA de VHS-2.

Carril 10> control negativo (agua).

Carriles 3 a 9 & muestras positivas.
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De las 338 muestras de suero que resultaron con anticuerpos contra VHS-2, se
tenian también las muestras de hisopados genitales; al igual que las muestras de
citologia anal estas fueron organizadas en 84 pools que fueron procesados para
amplificar un fragmento de VHS-2 por PCR punto final.

Los pools que resultaron positivos en el PCR punto final, fueron separados en
cada una de sus muestras individuales y procesadas de nuevo por PCR punto
final; esto ultimo con el objetivo de determinar cuales muestras individuales eran

verdaderamente positivas.

En este grupo de muestras (hisopados genitales) se obtuvieron 13 que
amplificaron VHS-2 (13/338= 0.0384 =3.84% del total) y fueron consideradas
como positivas (FIGURA 14). Al igual que las muestras de citologia anal, estas

muestras pertenecen individuos que no tenian lesiones tipicas del VHS-2.

123 456 7 8 910 11 1213 14

391pb

15 16 17 18 19

FIGURA 14. ELECTROFORESIS DE LAS MUESTRAS DE HISOPADOS GENITALES.
Gel de agarosa al 2% donde se observan los productos de PCR hechos a partir de las muestras
de hisopados genitales que amplificaron VHS-2.
Carriles 1y 15 &> marcador de peso molecular (resaltadas las bandas de 500 y 400pb).
Carriles 2 y 16 - control positivo de DNA de VHS-2.
Carriles 3y 17 = control negativo (agua).
Carriles 4-14 y 18, 19 = muestras positivas.
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De las 20 muestras positivas obtenidas por PCR punto final (7 de citologia anal y
13 de hisopados genitales), se encontraron 2 muestras coincidentes, es decir que
tanto la muestra de citologia anal y la de hisopado genital del mismo individuo
resultaron positivas (muestras EC0O290 y ECO334). De esta manera el porcentaje
total de VHS-2 encontrado en los 338 individuos analizados resulté de 18/338=
5.32%.

ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE PCR TIEMPO REAL.

Como parte inicial de la estandarizacion del PCR tiempo real, se llevo a cabo una
validacion de tamafo de los oligonucleotidos disefiados (F2gBETA, R2qBETA,
F1qVHS2 y R2qVHS2). Para esto se realiz6 un PCR punto final usando dichos
oligonucledtidos, y posteriormente las muestras resultantes se corrieron en un gel
de agarosa LE al 3% a 75V por 30 minutos. El uso de marcador de peso molecular
permitio determinar el tamafo de la banda obtenida y compararla con la referente
al disefio, con lo cual se corrobor6é que el tamafo de las bandas correspondian a
lo esperado, 140pb para p-globina humana y 151pb para VHS-2 (FIGURA 15).

FIGURA 15. VALIDACION DE TAMANO OLIGONUCLEOTIDOS.
En la figura se muestra un gel de agarosa al 3%, donde se resalta en los carriles 1 y 8 el marcador
de peso molecular de 1Kb y 100pb respectivamente. Asi mismo, el carril 2 corresponde al control
negativo del PCR de p-globina humana y en el carril 3 al control positivo (140pb). En el carril 5 se
muestra el control negativo del PCR de VHS-2 y en los carriles 6 y 7 se resaltan los controles
positivos de VHS-2 (151pb).
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Con el uso de los reactivos Thermo Scientific y modificando algunas condiciones
del ciclo de PCR tiempo real (eliminacién de la extension final, modificacién de la
temperatura de alineacion de los oligonucleoétidos, disminucién de los tiempos de
cada etapa durante la reaccion y disminucién del numero de ciclos) se logré la
estandarizacion del ciclo y mezcla de PCR especifica para p-globina humana vy
VHS-2 (ANEXO 4).

Para sustentar la estandarizacion de los ensayos de tiempo real, se tomé como
base la curva de disociacion de cada ensayo, asegurandonos de que solo
mostrara un pico (correspondiente a un solo producto de amplificacion) (FIGURA
16).

Melt Curve (Betaglobina humana) Melt Curve (Betaglobina humana)

A s

Derivative Reporter (-Rn)
Derivative Reporter (-Rn)

Temperature (€5 " Temperature ('C)

Melt Curve (VHS-2) Melt Curve (VHS-2)

Cc

Derivative Reporter (-Rn)
Derivative Reporter (-Rn’)

o me  me  w B mo
Temperature ¢y "7 Temperature ('C)

FIGURA 16. CURVAS DE DISOCIACION, ENSAYO DE PCR TIEMPO REAL.
A) El panel A muestra la curva de disociacion de p-globina humana solo de las muestras con DNA
blanco, donde se reporta una T, del amplicon 83.47°C. B) En la derecha superior el panel B, curva
de disociacion del panel A donde se muestra el NTC (lineas rojas). C) El panel C muestra la curva
de disociacion de VHS-2, solo de las muestras con DNA blanco, donde se reporta una T, del
amplicon 85.25°C. D) El panel D en la derecha inferior, curva de disociacién del panel C donde se
muestra el NTC (lineas violetas).
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Una vez con la mezcla de reaccién adecuada, el ciclo de PCR 6ptimo y la certeza
de que se estaba amplificando un solo producto correspondiente al producto de
interés (mediante curvas de disociacion); se generaron diluciones seriadas (6
ordenes de magnitud) con un factor de dilucion 10 de DNA blanco, tanto de §-
globina humana (concentraciéon inicial de DNA 3.3ng/uL) como de VHS-2
(concentracion inicial de DNA 6ng/uL). Cada una de las diluciones fue procesada
con 3 replicas y se calculé de cada una su promedio, desviacion estandar y
coeficiente de variacion; procurando que este ultimo no sobrepasara del 3%).

La finalidad de dichos ensayos fue obtener curvas estandar para determinar el
rango lineal de la reaccion y realizar una posible interpolacién de las muestras
problema. Ademas, la generacion de las curvas estandar para la reaccion de PCR
de p-globina humana y VHS-2, permitid calcular la pendiente y por tanto la
eficiencia de cada reaccién; las cuales resultaron dentro de los parametros
deseados E = 90-110% (TABLAS 6 Y 7; FIGURAS 17-22). Después de desarrollar
multiples ensayos resultaron las mejores curvas para cada gen (f-globina humana
E= 95.668% y VHS-2 E= 102.792%); sin embargo, el rango dinamico de ambas

resultd corto ya que los C; de diluciones posteriores eran indistinguibles del NTC.

19.48 21.62 Undetermined
13.31 17.16 19.06 21.96 Undetermined
4.48 10.33 13.18 16.81 19.44 21.91 Undetermined

4.53 10.00 13.29 17.08 19.33 21.83 #iDIV/0!
0.07 0.47 0.09 0.24 0.23 0.18 #IDIV/0!
1.58 4.66 0.70 1.41 1.19 0.84 #iDIV/0!

TABLA 6. RESULTADOS DE CICLOS UMBRAL (C;) DEL PCR TIEMPO REAL PARA EL ENSAYO
DE LA CURVA ESTANDAR PARA -GLOBINA HUMANA.

Desv.Est.: desviacion estandar y C.V. coeficiente de variacion en %. Los datos faltantes
correspondientes a la réplica 2 de la dilucion 1:10 y 1:100 no fueron tomados en cuenta debido a
que afectaban el coeficiente de variacién y este salia del limite establecido (< 5%).
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Amplification Plot (Betaglobina humana)
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FIGURA 17. GRAFICA DE AMPLIFICACION DE DILUCIONES SERIADAS PARA
B-GLOBINA HUMANA.
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FIGURA 18. CURVA DE DISOCIACION DE DILUCIONES SERIADAS PARA
B-GLOBINA HUMANA.

En esta grafica se puede corroborar la existencia de un solo pico que corresponde a un solo

producto de la amplificacién, con una T,, de 83.47°C.
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Standard Curve (Betaglobina humana)

FIGURA 19. CURVA ESTANDAR

PARA pB-GLOBINA HUMANA.
En la grafica semilogaritmica los
valores de C; se muestran en
cuadros rojos para las 6 diluciones
del DNA base (10"-10®), cada uno
con sus correspondientes 3 réplicas
(se puede observar la dispersion de
las mismas).

cr

Ecuacion asociada:
y=-3.43 log(x) + 5.678.
R% 0.976.

Eficiencia (E): 95.668%

Q000001 Q00001 aomt Qo 00w 0t ow a a2 1 2 345 10

Quantity

VHS-2

[1puL DNA]

Undetermined

14.09 18.78 21.96 Anholels 26.30 Undetermined
9.77 13.94 18.28 22.18 23.92 26.11 Undetermined
9.91 14.02 18.72 22.11 23.68 26.17 #1DIV/0!
0.21 0.11 0.42 0.13 0.21 0.12 #1DIV/0!
2.08 0.75 2.25 0.57 0.90 0.44 #1DIV/0!

TABLA 7. RESULTADOS DE CICLOS UMBRAL (C;) DEL PCR TIEMPO REAL PARA EL ENSAYO
DE LA CURVA ESTANDAR PARA VHS-2.

Réplica: valor de C; de cada muestra, Desv.Est.: desviacion estandar y C.V. coeficiente de

variacion en %. Los datos faltantes correspondientes a la réplica 2 de la dilucion 1:10 y la réplica 1

de la dilucién 1:100 no fueron tomados en cuenta debido a que afectaban el coeficiente de

variacion y este salia del limite establecido (< 5%).
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Amplification Plot (VHS-2)
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FIGURA 20. GRAFICA DE AMPLIFICACION DE DILUCIONES SERIADAS PARA VHS-2.
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FIGURA 21. CURVA DE DISOCIACION DE DILUCIONES SERIADAS PARA VHS-2.
En esta grafica se puede corroborar la existencia de un solo pico que corresponde a un solo producto

de la amplificaciéon, con una T, de 85.25°C.
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Standard Curve (VHS-2)

FIGURA 22. CURVA ESTANDAR
PARA VHS-2.

En la grafica semilogaritmica los
valores de C; se muestran en
cuadros rojos para las 6 diluciones
del DNA base (10" — 10°), cada
uno con sus correspondientes 3
réplicas (se puede observar la
dispersion de las mismas).

Ccr
@

Ecuacion asociada:
y=-3.275 log(x) + 10.968.
R% 0.964.

g ] Eficiencia (E): 102.792%
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CUANTIFICACION RELATIVA DE MUESTRAS DE HISOPADOS GENITALES Y
DE CITOLOGIA ANAL POSITIVAS A VHS-2.

Las muestras que resultaron positivas a VHS-2 por PCR punto final (7 de citologia
anal y 13 de hisopados genitales), fueron procesadas por PCR tiempo real. De la
misma manera que para la generacidon de las curvas estandar, en los ensayos de
procesamiento de muestras problema también se incluyeron controles negativos
(NTC) y cada una de las muestras se procesé con sus 3 réplicas. Asi mismo, para
cada resultado triplicado se calcul6 su promedio, desviacion estandar y coeficiente
de variaciéon (preferible por debajo de 3%). Se utilizaron la mezcla de PCR vy el
ciclo previamente estandarizado para cada gen (TABLAS 8 Y 9; FIGURAS 23-26).

B-globina

Undetermined
Undetermined 0.09 0.06 0.06 0.21 0.18 0.30 0.29
Undetermined 0.31 0.25 0.24 0.78 0.61 1.12 1.19

Undetermined 21.05 24.52 27.57 20.56 .13 25.18
Undetermined 0.25 0.27 0.46 0.03 0.13 0.28 0.19
Undetermined 1.21 1.11 1.65 0.15 0.56 s 0.73

TABLA 8. RESULTADOS DE AMPLIFICACION DE B-GLOBINA HUMANA Y VHS-2 EN LAS
MUESTRAS DE CITOLOGIA ANAL POSITIVAS A VHS-2.
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FIGURA 23. GRAFICA DE AMPLIFICACION DE LAS MUESTRAS DE CITOLOGIA ANAL QUE
RESULTARON POSITIVAS A VHS-2.
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FIGURA 24. CURVA DE DISOCIACION DE LAS MUESTRAS DE CITOLOGIA ANAL
QUE RESULTARON POSITIVAS A VHS-2.
Se puede corroborar la existencia de un solo pico que corresponde a un solo producto de la
amplificacion, con una T, de 83.47°C.
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24.93 24.70 28.23

27.87 28.29 30.86 30.45 31.45 28.74 28.67 28.65
0.21

Undetermined 30.88 26.91
0.24 0.31 0.43 0.24 0.24 0.14 0.06 0.06

Undetermined 0.10 0.33 0.19 0.14

Undetermined 0.34 1.22 0.69 0.49 0.77 1.03 1.38 0.84 0.83 0.48 0.22 0.26 0.73

25.48 28.70 25.63 27.55 25.29 24.42 29.62 23.26

Undetermined 27.59 21.92 26.95 24.10 25.52
0.20 0.36 0.33 0.07 0.14 0.14 0.17 0.28

Undetermined 0.28 0.30 0.20 0.14 0.43

Undetermined 1.01 1.39 0.73 0.58 1.67 0.78 1.26 1.28 0.27 0.57 0.56 0.58 1.20

TABLA 9. RESULTADOS DE LAS MUESTRAS DE HISOPADOS GENITALES
POSITIVAS A VHS-2.
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FIGURA 25. GRAFICA DE AMPLIFICACION DE LAS MUESTRAS DE HISOPADOS
GENITALES QUE RESULTARON POSITIVAS A VHS-2.
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FIGURA 26. CURVA DE DISOCIACION DE LAS MUESTRAS DE HISOPADOS GENITALES QUE
RESULTARON POSITIVAS A VHS-2.
Se puede corroborar la existencia de un solo pico que corresponde a un solo producto de la

amplificacion, con una T, de 85.40°C.
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Los C; obtenidos al procesar las muestras problema resultaron por encima de los
obtenidos en las curvas estandar correspondientes, debido a esto solamente se
pudieron interpolar a la curva estandar un minimo de muestras problema (Tablas 6
y 7 vs. 8 y 9). Aceptando esta limitante (que es constante para los dos genes y los
dos tipos de muestras), con el uso del programa xmgrace (disponible en

http://plasma-gate.weizmann.ac.il/Grace/doc/Tutorial.ntml#s6) fueron realizadas

curvas de extrapolacién tedrica de los C; correspondientes a la muestras
problema. Esto se realiz6 bajo la aseveracion de que las muestras que caen por
encima de los C; de la curva estandar no se encuentran en el rango lineal de la
reaccion (FIGURAS 27 Y 28), por lo tanto su eficiencia podria ser mas baja que la
reportada en las curvas estandar; lo que implica que en cada ciclo no se esta
duplicando totalmente el DNA blanco y es muy probable que el resultado de la

muestra esté subestimado.

Resultados PCR Tiempo Real Resultados PCR Tiempo Real
B-globina humana B-globina humana
40— T T —rrrr 40 —rrrmm T T T
35 + Curva Estandar -globina humana | 35 # Curva Estandar B-globina humana |
L — y=343logx+5678 - — y=-343log x + 5.678
% 4 Muestras Citologia Anal T [ DD:I 4 Muestras Citologia Anal Promedio
30— O Muestras Genitales b 30— O Muestras Genitales Promedio ]
ﬁls‘ b O

[ [ ol | I | | I
0.0001 0.01 1 le-08 le-06 0.0001 0.01 1
Cantidad de DNA Cantidad de DNA

ol |
le-08 le-06

FIGURA 27. CURVAS ESTANDAR PARA p-GLOBINA HUMANA (PROGRAMA XMGRACE).
IZQUIERDA, los puntos negros corresponden a las diluciones de la curva estandar con sus
réplicas. En triangulos rojos se encuentran las muestras de citologia anal también con réplicas, y
finalmente los cuadrados azules representan a las muestras de hisopados genitales también con
réplicas. Como se puede observar, en el caso de fB-globina humana ninguna de las muestras
problema se pudo interpolar en la curva estandar. DERECHA, los puntos negros corresponden a
las diluciones de la curva estandar con sus réplicas. En tridangulos rojos se encuentran los
promedios de las muestras de citologia, y los cuadrados azules representan los promedios de las
muestras de hisopados genitales.
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Resultados PCR Tiempo Real Resultados PCR Tiempo Real
VHS-2

VHS -2
40— T .

* CurvaEstandar VHS-2
— y=-3.257 log x + 10.968

4 Muestras Citologia Anal Promedio
30O O Muestras Genitales Promedio —

0 PR | I | T 0 I I L i L
le-06 0.0001 0.01 1 1e-06 0.0001 0.01 1
Cantidad de DNA Cantidad de DNA

FIGURA 28. CURVA ESTANDAR PARA VHS-2 (PROGRAMA XMGRACE).
IZQUIERDA, los puntos negros corresponden a las diluciones de la curva estandar con sus
réplicas. En triangulos rojos se encuentran las muestras de citologia anal también con réplicas, y
finalmente los cuadrados azules representan a las muestras de hisopados genitales también con
réplicas. Como se puede observar, solamente 1 muestra de citologia anal y 5 de genitales no se
pudieron interpolar a la curva estandar. DERECHA, los puntos negros corresponden a las
diluciones de la curva estandar con sus réplicas. En triangulos rojos se encuentran los promedios
de las muestras de citologia, y los cuadrados azules representan los promedios de las muestras de
hisopados genitales. En esta grafica es mas sencillo distinguir aquellas muestras que no pudieron
interpolarse en la curva estandar.

Una vez que se tuvieron los datos correspondientes al procesamiento de las
muestras, tanto para amplificar -globina humana como VHS-2, se llevé a cabo un

analisis de tipo cuantificacion relativa (Life technologies, 2014).

Para dicho analisis se realizé6 una comparacién de C; tomando como referencia la
expresion de un gen constitutivo la p-globina humana, y contrastandola con la
expresion de VHS-2 en cada muestra (AC;). Esta diferencia de expresion, se
integré a la formula general del PCR (2") en lugar de la potencia quedando la
formula final como 2:“. El resultado obtenido de este método comparativo se
interpreta como el numero de veces que se expresO un gen de interés con
respecto del gen constitutivo. En este proyecto el gen de interés fue el de VHS-2 y
el gen constitutivo el de la -globina humana, los resultados fueron calculados de

la siguiente manera:
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AC¢= C; del gen de interés (VHS-2) — C;del gen de expresidn constitutiva (B-globina humana)

-ACt
2 A , donde -AC; corresponde a la diferencia de expresion entre el gen de interés y el gen de

expresion constitutiva.

El resultado se expresa sin unidades, se lee como cuantas veces mas se expresoé
(cuantas veces mas esta presente) VHS-2 con respecto del gen constitutivo f-
globina humana. Los resultados obtenidos para cada muestra (7 de citologia anal
y 13 de hisopados genitales) se detallan en la siguiente tabla:

Muestras de

hisopados genitales

9.78

21.92 26.91 -4.99 31.78
26.95 27.87 -0.92 1.89
24.10 28.29 -4.19 18.25
25.52 30.86 -5.34 40.50
25.48 30.45 -4.97 31.34
28.70 31.45 -2.75 6.73
25.63 28.74 =3.11 8.63
27.55 28.67 -1.12 2.17
25.29 28.65 -3.36 10.27
24.42 24.93 -0.51 1.42
29.62 24.70 4.92 0.03

31.34

Muestras de
citologia anal

TABLA 10. RESULTADOS DEL METODO COMPARATIVO PARA CADA MUESTRA
PROCESADA.
En la columna 1 se encuentra el cédigo de cada muestra y su naturaleza (hisopado genital o
de citologia anal), la columna de C; VHS-2 se refiere al C; que se obtuvo de cada muestra
cuando fue procesada por PCR tiempo real para amplificar VHS-2, lo mismo para la columna
Ci p-globina representa el C; de la muestra al ser procesada por PCR tiempo real para
amplificar B-globina humana, la columna AC; se refiere a la diferencia de C; de VHS-2 con

. -Act .
respecto al C; de B-globina humana, y la columna 5 (2 ) corresponde a cuantas veces mas
se expres6 VHS-2 con respecto de la B-globina humana. Los datos resaltados en rosa
corresponden a las muestras que resultaron con mayor presencia de -globina humana.

61



Instituto Nacional de -
Salud Pablica Dayana Nicté Vergara Ortega (M.C.S/E.1. 2012-2014)

Como se observa en la tabla anterior, las muestras marcadas en azul claro son
aquellas donde la expresion de VHS-2 fue mayor a la expresion de p-globina
humana. Lo que quiere decir que la muestra contenia una cantidad mayor de DNA
correspondiente a VHS-2 con respecto a lo que contenia de p-globina. Las
muestras marcadas en rosa palido cuyo valor es <1, son aquellas en donde la
expresion de VHS-2 resultdé menor que la expresion de f$-globina, lo cual indica
que la muestra contenia una mayor cantidad de DNA correspondiente al gen
constitutivo en comparacion con el DNA de VHS-2.

La mayoria de las muestras (16/20 = 80%) presentaron mayor cantidad de DNA

del gen de VHS-2 con respecto al DNA de 3-globina humana.

Adicionalmente, las muestras problema fueron procesadas para amplificar f3-
globina humana mediante el Abbott RealTime PCR High Risk HPV de Abbott, que
es un PCR tiempo real automatizado que utiliza sondas Tagman. La finalidad de
este procesamiento fue la de comparar para cada muestra los C; obtenidos para §-
globina humana con el PCR tiempo real automatizado y el PCR tiempo real que se

estandarizé para el presente proyecto.

A pesar de que el sistema de deteccion para ambos métodos era distinto (PCR
tiempo real automatizado: sondas Tagman, y el PCR tiempo real recién
estandarizado: SYBR Green), y de que el fragmento amplificado también lo era; la
diferencia entre el C; obtenido con la técnica automatizada y la obtenida con el
PCR tiempo real recién estandarizado no sobrepasé los 3.32 ciclos (diferencia
menor a un orden de magnitud), lo que indica si consideramos este pequefio
experimento como un control de calidad externo al PCR tiempo real per se el
resultado entre ambos es similar y enfatiza de manera positiva la estandarizacién
realizada (TABLA 11).
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Muestras de
hisopados genitales Ct B-globina automatizado  2(Act
31.18 12.04
25.08 8.94
29.59 6.23
25.13 2.04
27.59 4.20
28.23 6.73
32.13 10.78
28.02 5.24
27.49 0.96
27.84 5.86
24.51 1.06
23.95 0.02
26.22 7.78
Muestras de
citologia anal Ct B-globina automatizado  2(-A¢t
27.46 85.04
27.43 7.52
28.08 1.42
24.37 14.03
27.78 25.11
24.58 0.66
27.66 3.66

TABLA 11. COMPARACION DE LOS RESULTADOS DE C;PARA -GLOBINA HUMANA.
En azul se muestran los datos de p-globina humana obtenidos mediante el PCR tiempo real
estandarizado en el presente estudio, y en rosa palido los datos obtenidos con el PCR tiempo real

. i -A . .
automatizado. Los calculos de (2 Ct) fueron realizados con respecto al Ct de VHS-2 obtenido en
este estudio para cada una de las muestras (Ver tabla 10).

ANALISIS ESTADISTICO-EPIDEMIOLOGICO.

Como parte del analisis estadistico fueron analizados los datos de 336
participantes, los cuales se describen en las tablas 12 y 13. Estos datos fueron
obtenidos de los cuestionarios aplicados a cada participante en la toma basal de
las muestras, asi como de sus expedientes clinicos. Durante la parte experimental
previa de este trabajo, fueron procesadas mediante la técnica de ELISA 338
muestras, una de cada participante. Sin embargo, el analisis estadistico solo
incluye a 336 porque no se encontraron datos de dos de los participantes.
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n (336) VHS-2 (%) P
18-25 47 8.5
EDAD (afios) 26-40 200 ©) 0.576
>41 89 4.5
Basica 100 11
ESCOLARIDAD Media 142 4.2 0.007
Superior 94 1.1
Perdidos 29 0
Actualmente fuma 197 4.1
O A Actualmente no fuma 68 10.3 St
Nunca ha fumado 42 71
Perdidos 4 0
" Nunca 51 11.8
SOl Frecuente 236 3 LU
Muy frecuente 45 11.1
Si 217 4.6
USO DE DROGAS No 119 6.7 0.410

TABLA 12. VARIABLES SOCIODEMOGRAFICAS.
Donde VHS-2(%) se refiere a la proporcion de la variable VHS-2 anal y genital en cada
categoria.*Categorias de la variable alcohol hace referencia a tomar >5 copas en una sola ocasioén:
nunca= ninguna vez, frecuente= 1-2 veces al afo y 1-4 veces al mes, y muy frecuente= 1-5 por
semana, casi diario y diario. Los valores de p en rojo: datos estadisticamente significativos, y en
negritas: datos indicativos.

n (336) % VHS-2 p
No ITS 102 2.9
ITS Ulcerativas 128 7.8 0.249
Otras no ulcerativas 106 4.7
Perdidos 8 0
No 45 0
SEXO OCASIONAL 1-18 91 9.9 0.144
20-100 106 4.7
108-5400 86 4.7
Perdidos 5 0
*USO DE CONDON Nunca a menos de la mitad 66 3 0628
(frecuencia de uso) La mitad a mas de la mitad 230 5.7 ’
Siempre 35 8.6
NUMERO DE HOMBRES Perdidos 7 0
EN LOS ULTIMOS 6 Ninguno 55 3.6 0.386
MESES 1-10 211 4.7 ’
12-450 63 9.5
DIAGNOSTICO DE VIH Perdidos 8 12.5
(anos) < 1afio 75 10.7 0.037
> 1afo 253 3.6
cD4* Perdidos 13 15.4
(células/mL) <500 180 6.1 0.153
> 500 143 8.5
Perdidos 13 154
CARGA VIRAL (VIH) Detectable 211 5.7 0.189
Indetectable 112 3.6
ANTIRRE-I'-IE!F:)QITII'CAL f g?aﬁo ;S 151'; 0.020
{8B8SIN 70 y < 10an0s 173 2.3 :
> 10anos 16 12.5

TABLA 13. VARIABLES DE COMPORTAMIENTO SEXUAL Y CLINICAS.
Donde VHS-2(%) se refiere al porcentaje de la variable VHS-2 anal y genital en cada categoria.
*Variable uso de condon, hace referencia al uso del mismo durante el total de sus relaciones
sexuales: nunca a menos de la mitad de las veces, la mitad a mas de la mitad de las veces,
etcétera. Los valores de p en rojo: datos estadisticamente significativos, y en negritas: datos
indicativos.
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De acuerdo a las tablas de frecuencias de cada variable, cerca del 60% de la
poblacion de estudio tiene entre 26 y 40 afios, y el 42.3% de ellos tienen solo

educacion media (preparatoria y carrera técnica).

De igual manera se analizaron variables sociodemograficas relacionadas con
adicciones tales como tabaquismo donde se encontré que mas de la mitad de la
poblacion actualmente fuma (58.6%), en la variable alcohol donde alrededor de
70% de los participantes consume 1 a 2 veces al afio y 1 a 4 veces al mes mas de
5 copas de alcohol en una sola ocasion, y finalmente cerca de 2/3 de la poblacién
total reporté consumir drogas.

Con respecto del comportamiento sexual de los participantes, fueron analizadas
algunas variables como el diagnostico de ITS (distintas al VIH). En las etapas
iniciales de este estudio los 338 participantes resultaron positivos a VHS-2
mediante la técnica de ELISA, sin embargo tan solo el 13.7% de la poblacién
menciono este diagndstico; en conjunto el 38% de la poblacion tenia el diagnostico
de alguna infeccion de transmision sexual ulcerativa, las que incluyen sifilis,
chancro blando y por supuesto VHS-2. Ademas se cuestion acerca del uso de
condon y se encontréo que mas de 2/3 de la poblacion total dijo usar condén en la

mitad y mas de la mitad de las veces que tienen relaciones sexuales.

Asi mismo se cuestiond a los participantes acerca de el numero de parejas
ocasionales y el resultado mostr6 que la media de esta variable fue 222.41.
Finalmente se reportaron datos acerca del numero de hombres con los que cada
participante habia tenido relaciones sexuales en los 6 meses anteriores a la
aplicaciéon del cuestionario, y la media de esta variable resulté en 10.33, aunque

hubo datos de hasta 450 hombres en los ultimos 6 meses.
Los datos obtenidos de los expedientes clinicos de cada participante fueron

clasificados en 4 variables: el tiempo de diagnoéstico de VIH categorizado en afios

y del cual se obtuvo que la proporcién mayor corresponde a la categoria mas de 1
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afio de diagnostico (75.3%); cuenta de células T CD4" que fueron en al menos el
42.5% de los participantes mayor a 500 células/mL; la carga viral de VIH que fue
indetectable en solo un tercio de la poblacion total; y por ultimo se calculd el
tiempo que lleva cada participante con terapia antirretroviral a la fecha de
aplicacién del cuestionario y resulté que el dato mayor fue el de la categoria de
entre 1y 10 afos (51.5%).

De acuerdo a los datos obtenidos al realizar las tablas de contingencia (prueba
estadistica %?), se encontraron 4 asociaciones estadisticamente significativas (p
<0.05) dentro de las variables escolaridad, alcohol, diagndstico de VIH y terapia
antirretroviral; en los cuales el valor mas alto de proporcion de VHS-2 anal y
genital se encontr6 en escolaridad basica (11%), en los que nunca tomaron
alcohol (11.8%), en aquellos que tenian <1 afio de diagnostico de VIH (10.7%) y
en aquellos con mayor tiempo de terapia antirretroviral (12.5%), respectivamente.

Mediante la aplicacion de pruebas estadisticas x° se pudieron determinar
especificamente cuales categorias dentro de cada variable estadisticamente

significativa eran las relacionadas con la diseminacién anal y genital de VHS-2.

Como resultado de lo anterior, se obtuvo especificamente que la escolaridad
basica vs la superior (p= 0.0052), la variable alcohol en sus categorias nunca vs
frecuente (p= 0.015) y frecuente vs muy frecuente (p= 0.028), la variable
diagnostico de VIH en su categoria < 1afio vs >1afo (p= 0.0318) y la variable
tiempo de terapia antirretroviral categoria no vs >1afio - <10 afos (p= 0.006),
resultaron con una asociacion estadisticamente significativa con la diseminacion

anal y genital de VHS-2.

Adicionalmente, hubo algunas variables cuyos valores de p (<0.200) fueron
considerados indicativos debido a que se observé una asociacién pero los datos
eran escasos para ponerla de manifiesto: tabaquismo, sexo ocasional, cuenta de

células T CD4" y carga viral de VIH.
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Cabe destacar, que tres de las variables clinicas (diagnostico de VIH, cuenta de
células T CD4+ y carga viral de VIH), tuvieron los porcentajes mayores de VHS-2

anal y genital en la categoria “perdidos”.

Con la finalidad de establecer el tipo de asociacion entre las variables clinicas
cuantitativas de la poblacion de estudio y la presencia de VHS-2 en muestras de
citologia anal y de hisopado genital, se realizaron pruebas estadisticas t de
student para comparar medias entre grupos (los que diseminaban y los que no).
De esta prueba solamente resulté estadisticamente significativa la variable carga
viral de VIH (p= 0.002) en la cual se utilizaron los datos de logaritmo de la carga
viral de VIH.

Debido a que la carga viral de VIH resulté estadisticamente significativa cuando se
le realizd una prueba t de student (para comparar las medias del logaritmo de
carga viral de VIH del grupo que diseminaba VHS-2 vs el grupo que no lo hacia)
bajo el supuesto de que los datos cumplian con la distribucidn normal, se realizé
una prueba mas con los datos originales de carga viral de VIH (reportados en

copias/mL).

La prueba realizada fue la U de Mann-Whitney, ahora bajo el supuesto de que los
datos originales (reportados en el expediente clinico de cada participante) no
cumplian con la distribucion normal. En esta prueba, se compararon las medianas
del grupo que diseminaba VHS-2 anal y genital vs el que no lo hacia. Al igual que
en la prueba t de student, en la prueba U de Mann-Whitney la carga viral de VIH
resulto con un valor de p< 0.05 (p= 0.022), lo que nos corrobora que si existe una
asociacion estadisticamente significativa entre la carga viral de VIH y la

diseminacion anal y genital de VHS-2.
Al transformar los datos de logaritmo de carga viral de VIH a copias/mL, basado

en la prueba estadistica t de student, podemos decir que la media de carga viral
en aquellos sujetos con VHS-2 anal y genital fue de 4073.80 copias/mL y en
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aquellos que no se pudo detectar VHS-2 anal y genital result6 de 288.40
copias/mL. Lo anterior deja de manifiesto que hay una asociacion significativa
entre una carga viral de VIH alta y la presencia o diseminacion de VHS-2 en tejido
anal y genital sin lesiones (TABLA 14 Y FIGURA 29).

VHS-2 ANAL Y —
n X o® IC 95% p
GENITAL
Sl 17 3.51 4.11 1.4-5.6
Dx VIH (afios) 0.168
NO 310 5.17 4.88 4.6-5.7
Sl 16 406.69 235.59 281.1-532.2
CD4+ (cel./mL) 0.288
NO 307 472.93 228.22 447.3-498.6
Sl 16 3.61 1.71
* 2.7-4.5
CARGA VIRAL DE VIH 0.002
(copias/mL)
NO 307 2.46 1.39 2.3-2.6

TABLA 14. PRUEBA ESTADISTICA t DE STUDENT.

Donde n= tamafio de la muestra, ¥= media, o°= desviacidn estandar, IC 95%= intervalos de confianza
de la media al 95% vy el valor de p. Los valores de p en rojo: datos estadisticamente significativos. En
la variable (*) la media corresponde a la media del logaritmo de carga viral de VIH.

5
4.5
4
35
3

25 I

2

1.5

1

0.5

Media del logaritmo de carga viral de VIH

0
Si NO

Diseminacion anal y genital de VHS-2

FIGURA 29. COMPARACION DE MEDIAS CARGA VIRAL DE VIH ENTRE GRUPOS CON
Y SIN DISEMINACION ANAL Y GENITAL DE VHS-2.

La barra azul en el grafico muestra la media del logaritmo de carga viral de VIH para el grupo que si
disemina VHS-2 (n= 16, x= 3.61 y desviacion estandar 1.71) y la barra en rosa muestra la media de
carga viral de VIH para el grupo que no disemina VHS-2 (n= 307, x= 2.46 y desviacion estandar
1.39), respectivamente. Como se puede observar la dispersion de las medias de los dos grupos no
se tocan, lo que manifiesta de manera grafica que si existe una diferencia estadisticamente
significativa entre las medias de ambos grupos (p= 0.002).
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DISCUSION

PCR TIEMPO REAL.

En el presente proyecto se han utilizado técnicas de laboratorio que cada vez van
cobrando un mayor realce. En anos recientes, el PCR tiempo real ha emergido
como una metodologia robusta y ampliamente utilizada en la investigacion de
caracter biologico debido a que puede detectar y cuantificar cantidades muy
pequefas de acidos nucleicos, los cuales son monitoreados durante su
amplificacion usando tecnologia fluorescente. Ademas de esto, el PCR tiempo real
es llevado a cabo como una reaccion cerrada que no requiere manipulacion post-
PCR, por tanto minimiza la contaminacion cruzada en el laboratorio (Valasek and
Repa, 2005).

Para diagnostico clinico molecular, el PCR tiempo real se ha usado para medir
cargas virales o bacterianas e incluso para evaluar el estatus de un proceso
canceroso. Esto se ha hecho mas practico debido a la innovacion en la tecnologia
del PCR tiempo real, tanto que actualmente es posible detectar la presencia de
virus (como el VHS-2) desde muestras menos invasivas (con respecto a las
biopsias), tales como el suero, las muestras de hisopados genitales y anales,
estas dos ultimas las utilizadas en el presente proyecto (Speers, 2006). Al igual
que todas las técnicas de laboratorio, esta tecnologia también tiene sus
limitaciones y probablemente la mas grande de ellas no es inherente a la
tecnologia en si misma, sino que reside en el error humano; en situaciones tales
como el desarrollo impropio del ensayo, el analisis incorrecto de los datos o las

conclusiones infundadas (Valasek and Repa, 2005).

En el proyecto se realizé6 un procesamiento de las muestras por medio de PCR
punto final, la cual a pesar de ser la base del PCR tiempo real tiene algunas
diferencias significativas respecto al ultimo. EI PCR tiempo real detecta los
productos de amplificacion durante la fase exponencial, en donde la cantidad de
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DNA blanco amplificado es directamente proporcional a la cantidad inicial de DNA
blanco adicionado a la reaccion; mientras que el PCR punto final detecta los
productos de la amplificacion durante la fase plateau y en esta fase no siempre
existe una relacion directa entre el DNA inicial afiadido y el DNA amplificado (Pfaffl
Michael W., 2004). Debido a esto, como parte final y crucial de este proyecto las
muestras que resultaron positivas en PCR punto final fueron procesadas por

medio de PCR tiempo real.

El procesamiento de las muestras por PCR punto final se llevé a cabo mediante
pools, esto es realizando mezclas de 4 con las muestras a procesar. Lo anterior
contribuyé a disminuir el uso de reactivos, materiales y tiempo de procesamiento;
para esto se tom6é como base lo ya reportado por diversos autores sobre la
eficacia del procesamiento de muestras en pools de orina, suero, raspados e
hisopados cervicales y uretrales, hisopados externos genitales y anales, estos dos
ultimos tal como los que se utilizaron en este proyecto (Behets et al., 1990b; Lisby
et al., 1994; Kapala et al., 2000; Sanchez-Aleman et al., 2005).

Algunas investigaciones reportadas han profundizado en la busqueda de
diseminacion del VHS-2, en personas sintomaticas y asintomaticas, esta ultima
caracteristica de nuestra poblacion de estudio. De la misma manera que en este
proyecto, la determinacion del virus se ha hecho a partir de hisopados genitales
los cuales son recomendados para este tipo de procesamiento. Uno de los
estudios mas representativos es el que fue realizado por Tronstein y
colaboradores, donde se evaluaron 498 personas infectadas con VHS-2
sintomaticas y asintomaticas (215 hombres y 283 mujeres) en busqueda del virus
en sus muestras de hisopados genitales diarios (=30 dias). En el estudio
mencionado se encontré que el 10% (519/5070) de las muestras de personas
asintomaticas resultaron positivas para VHS-2, mediante el procesamiento por
PCR tiempo real. Estos resultados sobrepasan los obtenidos en el presente
estudio donde la prevalencia total de diseminacion de VHS-2 fue de 5.32% (ICos
2.93-7.71), del cual las muestras de citologia anal positivas a VHS-2 alcanzaron
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un 2.07% (ICgs9% 0.56-3.58) y las de hisopados genitales un 3.85% (ICgse, 1.8-5.9);
sin embargo estos resultados son referentes al numero de participantes y no al
numero de muestras, ademas de que en el estudio de Tronstein la poblacién
estaba mezclada entre hombres heterosexuales, HSH y mujeres. Sin embargo,
tomando como dato comparativo la prevalencia de diseminacion de VHS-2
encontrada en el estudio de Tronstein (10%), aunque la prevalencia total de
nuestro estudio fue de 5.32%, este dato esta subestimado debido a que nuestros
resultados fueron obtenidos de muestras tomadas en un solo punto en el tiempo
(de acuerdo con el disefio general de nuestro estudio: transversal) (Tronstein et
al., 2011).

Existen también estudios donde se han analizado muestras por medio de PCR
tiempo real con el uso de la tecnologia LightCycler PCR tiempo real de ROCHE; el
cual es un ensayo adaptado al sistema de PCR Workflow MagNA Pure LC y al
instrumento LightCycler. Este sistema se basa en la deteccién de un fragmento de
VHS-1 y VHS-2 con el uso de sondas de hibridizacion, y se distinguen cada uno
mediante la generacion de un pico en la curva de disociacion: VHS-1 T,=54°C y
VHS-2 T,=67°C (Koenig, Reynolds, Aldous and Hickman, 2001; Niesters, 2001).
Uno de estos estudios fue el realizado por Koenig en 2001, donde se analizaron
104 muestras de hisopados genitales de una poblacion de hombres y mujeres, con
la finalidad de comparar la especificidad y sensibilidad del PCR tiempo real
LightCycler, el inmunoensayo enzimatico y el cultivo celular. Como resultado del
estudio, se reportd que el LightCycler es tan especifico como el cultivo y es mas
sensible que el inmunoensayo y el cultivo (Koenig et al., 2001). Sin embargo, en el
presente estudio se utilizé un sistema de deteccion de PCR tiempo real diferente,
el agente intercalante SYBR Green, asi como un instrumento y software de PCR
tiempo real mas actualizado: StepOne™ Real-Time PCR System de Applied

Biosystems.
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Una de las ventajas de utilizar un agente intercalante para la deteccion de VHS-2,
es el hecho de que la deteccion del amplicdn de interés (un solo pico en la curva
de disociacion) no se ve afectado por la presencia de polimorfismos de un solo
nucleodtido incluso en aquellas secuencias con una tasa alta de mutaciones, y al
ser un PCR especifico para detectar VHS-2 este no se ve afectado por la
competencia de reaccion entre el VHS-1 y VHS-2, y asi no se disminuye la
sensibilidad del ensayo como se ha reportado por muchos autores (Stevenson,
Hymas and Hillyard, 2005; LeBlanc et al., 2008). Ademas el uso de agentes
intercalantes, es sencillo de establecer y tiene un bajo costo con respecto a las
sondas de hidrdlisis; pero, es de tomar en cuenta que una de las desventajas de
estos agentes es que son susceptibles a unirse a cualquier DNA de doble cadena
incluso a productos inespecificos o dimeros de oligonucledtidos. Sin embargo,
esto puede evadirse mediante un correcto analisis de las curvas de disociacion

(Watzinger, Ebner and Lion, 2006) y con los controles de calidad necesarios.

El ciclo de PCR punto final utilizado en este proyecto corresponde al ciclo ya
descrito por Corona-Oregon, para la deteccion de B-globina humana y VHS-2, asi
como los oligonucledtidos utilizados (Corona-Oregdn et al., 2010). EI PCR para
amplificar VHS-2 es un PCR duplex que también amplifica VHS-1, sin embargo
para este proyecto el PCR punto final se modifico al omitirse el oligonucle6tido

especifico para amplificar VHS-1.

En los primeros ensayos de PCR tiempo real que realizamos para este proyecto,
tomamos como base el ciclo y los oligonucledtidos del PCR punto final, sin
embargo la amplificacién obtenida resulto inespecifica, ademas de percatarnos de
la presencia de dimeros de oligonucledtidos. Al analizar las especificaciones para
el PCR tiempo real, nos vimos en la necesidad de disefiar nuevos oligonucledétidos
que amplificaran un fragmento mas pequefio que el reportado anteriormente
(tamafo de amplicon recomendado para PCR tiempo real <150pb) y que no
tuvieran o tuvieran el minimo de interacciones tanto homodiméricas como

heterodiméricas. Una vez que se contd con los nuevos oligonucledtidos también
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se modificd la mezcla de reaccidon de acuerdo con las indicaciones del fabricante
del SYBR Green utilizado (Thermo Scientific., 2011; Life technologies, 2012, 2014;
Vinueza-Burgos, 2009).

La mayoria de los ensayos diagnosticos de PCR tiempo real retoman los datos
usando un enfoque cualitativo, es decir un formato “si/no o también conocido como
presencia/ausencia”. El desarrollo del PCR tiempo real ha traido la oportunidad de
cuantificar un DNA blanco tanto a nivel de investigacion como diagndstico. La
determinacién de la cantidad de templado de DNA por PCR puede ser
desarrollado de dos maneras: la cuantificacion absoluta y la relativa. En el
presente proyecto, se optd por utilizar una cuantificaciéon de tipo relativo, la cual
describe los cambios en la cantidad de una secuencia de DNA blanco en
comparacion relativa a un gen endoégeno. Generalmente, la cuantificacion relativa
provee de suficiente informacion y es simple de desarrollar. Si bien una
comparacién de curvas estandar absolutas da pie a una cuantificacion absoluta
del DNA amplificado, las curvas estandar relativas y los valores de C; del ensayo
producen valores finales similares. La idea general es que un control interno en
combinacion con al menos 3 réplicas de cada muestra son esenciales para una
cuantificacion fiable por PCR tiempo real. Debido a esto, nosotros desarrollamos
curvas estandar relativas para nuestro gen de interés (VHS-2) y para el gen de
referencia (3-globina humana), y cada ensayo que se realizé incluyo 3 réplicas de
cada muestra (Mackay, Arden and Nitsche, 2002). Asi mismo, la eficiencia de un
ensayo de PCR tiempo real se debe establecer por medio de las curvas de
calibracion, debido a que estas proveen un indicador simple, rapido y reproducible
de la eficiencia de la reaccion, la sensibilidad analitica y la robustez del ensayo
(Bustin et al., 2009).

Una caracteristica mas del PCR tiempo real es que ofrece la posibilidad de una
cuantificacion viral mas certera debido a su enorme rango dinamico. Dependiendo
del DNA templado usado para generar las curvas de calibracién, el rango dinamico
debe contener al menos 3 6rdenes de magnitud e idealmente puede extenderse
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hasta concentraciones de 5 o 6 log1o, € incluso hasta 8 6rdenes de magnitud. A
pesar de ello, el rango dinamico y la eficiencia de la reaccién se pueden ver
afectadas por inhibidores del PCR o por condiciones pobres de optimizacion de la
reaccion. Los datos obtenidos en nuestras curvas estandar, reflejan un rango
dinamico relativamente corto que va desde 10™ hasta 10° pero cuyas eficiencias
de reaccién estan dentro de los parametros deseados (90-110%). Sin embargo los
datos de C; obtenidos al procesar nuestras muestras problema para amplificar [3-
globina humana, quedan fuera del rango dinamico de nuestra reaccion. Por otro
lado, la mayoria de los datos que obtuvimos al procesar las muestras para
amplificar VHS-2 quedaron dentro del rango dinamico de nuestra curva estandar.
Esto podria deberse a la naturaleza diferente de las muestras problema, ya que
provienen de muestras de hisopados genitales y de citologia anal ambas tomadas
de sitios sin evidencia de lesiones herpéticas; asi como del DNA templado que fue
utilizado para desarrollar las curvas estandar. Este ultimo fue obtenido en
procesos independientes a nuestro proyecto, y pudo estar expuesto ante
sustancias capaces de inhibir la reaccion de PCR. Esto podria representar la
causa de que no todas nuestras muestras problema hayan entrado en los rangos
dinamicos de nuestras curvas (Bustin et al., 2009; Mackay, Arden and Nitsche,
2002).

A pesar de esto, nosotros nos hemos permitido extrapolar nuestras muestras
problema a las curvas estandar; bajo la aseveracion de que estas no se
encuentran en el rango lineal de la reacciéon y por lo tanto su eficiencia de
amplificacion es menor a la reportada en las curvas, lo que se traduce en que
estas muestras no estan duplicando totalmente el DNA blanco en cada ciclo de
PCR tiempo real. Cabe destacar que en la estrategia de cuantificacion relativa que
fue la que utilizamos, no son necesarias las curvas estandar. Sin embargo
nosotros decidimos realizar las curvas para cada gen apoyando a la
estandarizacién del ensayo de PCR tiempo real especifico para VHS-2 y -globina
humana, ya que iniciamos este proceso sin una referencia base (Pfaffl Michael W.,
2004).
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El método de cuantificacién relativa que empleamos para analizar los datos
obtenidos, es un derivado del método de cuantificacibn normalizada mejor

conocido como 224", Con ayuda de este método derivado (274!

), se elimina de la
ecuacion el valor correspondiente a los genes calibradores, los cuales no fueron
utilizados en nuestro proyecto. Ademas, una ventaja de utilizar este modelo es que
obtenemos valores de presencia directamente proporcionales a la cantidad
absoluta de DNA, por lo que ademas de comparar cuantas veces mas se presenta
un gen de interés respecto a su gen endoégeno control, podemos conocer si un gen
de interés A (VHS-2) se presenta en mayor o menor medida que un gen

constitutivo B (3-globina humana) (Castanera A.R., 2011).

Los datos que obtuvimos de las veces que se presentdé VHS-2 con respecto a B-
globina humana en las muestras de hisopados genitales y de citologia, resultaron
en su mayoria con valores de VHS-2 mayores. Esto apoya lo reportado por otros
autores acerca de que la diseminacion de VHS-2 es posible en individuos
asintomaticos (Tronstein et al., 2011). Si bien es cierto que en estudios anteriores
se han tenido poblaciones de estudio femeninas y sus muestras son de mucosa
cervical, perineo y zona perianal; nuestros resultados a pesar de que son solo de
una poblacion de HSH se pueden comparar ya que provienen también de piel
(genitales: pene y perineo) y mucosa (canal anal). Los resultados de la
cuantificacion relativa muestran una tendencia hacia el incremento en la presencia
de VHS-2 (lo que habla de diseminacién) determinada en las muestras de citologia
anal provenientes de un tejido tipo mucosa, esto con respecto de la presencia de
VHS-2 en muestras de hisopados genitales provenientes de piel del pene y
perineo. La tendencia observada aunque esta basada en una cantidad de datos
limitada, es de facil entendimiento si tomamos en cuenta que la mucosa del canal
anal es de un tipo de epitelio escamoso estratificado no queratinizado muy labil
ante las practicas sexuales de nuestra poblacion de estudio y muy facil de
penetrar por un agente viral como el VHS-2, por ello la mayor presencia de VHS-2.
Es precisamente por su diferencia con la piel que es de un tipo de epitelio
queratinizado, que en los datos obtenidos de las muestras citologia anal (mucosa)
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la presencia de VHS-2 es mas alta respecto a los de las muestras de hisopados
genitales (cabe resaltar que la queratina es la que ejerce la funcion protectora de
los epitelios) (Wald et al., 1995). Aunado a esto, obtuvimos un par de muestras
coincidentes, es decir que tanto la muestra genital y la de citologia anal de estos
dos participantes resultaron positivas a VHS-2. Bajo la limitante del tamafo de
muestra, podriamos suponer que el rol sexual de estos participantes es tanto del

tipo insertivo como receptivo.

El presente trabajo se desarroll6 tomando en cuenta los puntos mas relevantes de
la estandarizacion del PCR tiempo real, y los datos aqui reportados son un gran
avance en la estandarizacion 6ptima de un PCR tiempo real para amplificar [3-
globina humana y VHS-2 usando el agente intercalante SYBR Green.

DISEMINACION ANAL Y GENITAL DEL VHS-2.

Los resultados de este trabajo pusieron de manifiesto la existencia de
diseminacion de VHS-2 en individuos asintomaticos, asi como la implicaciones
que esta conlleva. La incertidumbre respecto al abordaje y manejo 6ptimo de las
personas infectadas con VHS-2 asintomaticas, deriva en parte de la falta de
informacion sobre la historia natural de esta infeccion en este grupo de personas.
Con la finalidad de llenar ese vacio, es necesario el desarrollo de estudios de
cohortes prospectivas de personas VHS-2 positivas sintomaticas y asintomaticas
para determinar los patrones de diseminacioén viral en cada caso particular; y
también para detectar aquellas caracteristicas y asociaciones especificas de
sintomaticos y asintomaticos que pudieran servir como base en la prevencion y

manejo .

De manera general, las infecciones por VHS-2 se han clasificado en sintomaticas
y asintomaticas de acuerdo a su presentacion clinica; sin embargo, esta dicotomia
no es suficiente para el adecuado manejo y tratamiento de las personas

infectadas, y mas aun para la contencién de la infeccion en si misma. Igualmente,
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el acceso a las pruebas diagndsticas para VHS-2 ha estado condicionado por la
clasificacion de la persona infectada como sintomatico o asintomatico (que puede
considerarse errbneamente sano) de acuerdo al diagnostico clinico (Wald et al.,
2000; Fleming et al., 1997). Esto ha sido una de las causas de que menos del 25%
de las personas infectadas con VHS-2 realmente estén consientes de su condicion
(Tronstein et al., 2011; Cowan et al., 1994). Sin embargo, existe evidencia de que
incluso las personas asintomaticas tienen tasas y periodos considerables de
diseminacion viral aun sin lesiones herpéticas tipicas; hecho que impacta sobre el
aumento en la transmisién del VHS-2 en la poblacion general. Sumado a lo
anterior, una persona que se considera asintomatica o sana, puede realmente
serlo o no. Mucho depende de que un porcentaje de infecciones por VHS-2
realmente son asintomaticas (Patel et al., 2012; Van de Perre et al., 2008; Schiffer
et al., 2009), y de que las mismas personas infectadas no puedan distinguir una
lesion herpética debido a la ignorancia sobre el tema, por el tamafo de la misma
(microlesiones) o incluso al lugar anatomico donde se presente dicha lesion. Por
ejemplo, si las lesiones se encuentran en el canal anal son mas dificiles de

observar.

A pesar de lo ya mencionado, aun se carece de un enfoque preventivo y de
diagndstico con las personas asintomaticas determinadas por la clinica. De hecho
existen trabajos reportados que debido a sus hallazgos recomiendan la realizacion
de pruebas diagnosticas generales o de tamizaje para VHS-2 (por ejemplo ELISA)
a pesar de que clinicamente la persona entre en la clasificacién de asintomatica, o
en aquellos con factores de riesgo como los HSH, trabajadores del comercio
sexual, incluso en aquellas personas infectadas con otra ITS (Alvarez-Yafiez |. et
al., 2011; Patel et al., 2012; Schacker et al., 1998). El siguiente paso a ello, es la
implementacion de pruebas mas sensibles, mas especificas y mas certeras como

el PCR tiempo real; que puede generar resultados mucho mas informativos.
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Considerando también que nuestra poblacién de estudio corresponde a individuos
coinfectados con VIH/VHS-2, debe tomarse en cuenta que una creciente cantidad
de reportes han sugerido que las manifestaciones clinicas de VIH/VHS-2 son de
naturaleza bidireccional. Existen estudios que soportan la hipétesis de que el VHS-
2 incrementa la eficiencia de adquisicion del VIH, asi como su transmision. De
manera similar, el VIH incrementa la susceptibilidad hacia el VHS-2, a la
diseminacion del mismo y por supuesto el conteo bajo de CD*" debido a que el
VIH aumenta la severidad de las manifestaciones clinicas del VHS-2 .

En términos de adquisicion del VIH, el VHS-2 puede causar microlesiones o
ulceras mayores en lugares menos visibles y accesibles, lo que en estudios de
cohorte se ha asociado de manera positiva a 7-11 veces el riesgo de adquirir VIH.
Asi mismo, existen datos reportados que indican que los HSH infectados con
VHS-2 tienen hasta un doble de riesgo de adquirir VIH con respecto a aquellos

que no estan infectados con VHS-2.

Estudios realizados en poblaciones similares a nuestra poblacién de estudio, HSH
VIH positivos, han reportado que la sinergia de VHS-2 y VIH es tan notable que se
ha podido detectar RNA de VIH de muestras tomadas de lesiones herpéticas y
que las recurrencias clinicas del VHS-2 y la diseminacién asintomatica del mismo
estan asociadas con el incremento de la carga viral de VIH en plasma vy
secreciones genitales. Estos hallazgos sugieren que las reactivaciones del VHS-2
pueden incrementar la infectividad del VIH. Se ha sugerido también, que los
individuos coinfectados muestran un incremento de la diseminacion de VHS-2,
incluso siendo asintomaticos (Schacker et al., 2002).

Es por todo esto que se sugiere que el VHS-2 se diagnostique mediante técnicas
de laboratorio lo que podria incluir serologia o métodos moleculares, no solamente
con la presentacion clinica; esto con la finalidad de impactar en el diagndstico
oportuno, la prevencion, el manejo y el tratamiento de los individuos infectados
sean sintomaticos o asintomaticos, ya que de ambos depende la diseminacion del
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VHS-2, el aumento en la prevalencia del mismo, e incluso el aumento de la
prevalencia e incidencia de otras ITS tales como el VIH/Sida (Schacker et al.,
1998; Nagot et al., 2008).

FACTORES ASOCIADOS A LA DISEMINACION ANAL Y GENITAL DE VHS-2.

Con respecto de los resultados obtenidos en el analisis estadistico-epidemiologico,
podemos decir que son muchos los factores impactan en la diseminacion anal y
genital de VHS-2.

En primer lugar, una de las variables sociodemograficas que resultd
estadisticamente significativa fue la escolaridad (p= 0.007) y de manera especifica
se encontré estadisticamente significativa la categoria escolaridad “basica” con
respecto de la escolaridad superior (p= 0.0052). Para dilucidar como es que la
escolaridad “basica” esta tan relacionada con la diseminaciéon de VHS-2, se
realizaron tablas de contingencia (tipo 2x2) donde con la aplicacion de la prueba
estadistica %2 se cruzaron los datos de la escolaridad contra las otras variables
utilizadas en este trabajo. Como resultado de ello, obtuvimos que el uso de
condon en su categoria nunca a menos de la mitad de las veces, el tiempo de
diagnostico de VIH en su categoria < 1 afio y la cuenta de células T CD4"
categoria <500cel./mL tuvieron una relacion estadisticamente significativa con la

escolaridad “basica” (p<0.05).

La categoria de escolaridad “basica” tiene el porcentaje mas abundante de VHS-2
en aquellas personas que nunca a menos de la mitad de las veces usan conddn
(43.9%) vs la categoria siempre usan condon (22.9%) con una p= 0.047. Esto
podria deberse a la falta de informacion sobre prevencion de ITS, métodos
anticonceptivos y de medios para comprender esta informacion; lo que podria
aumentar la vulnerabilidad de los individuos con escolaridad basica o minima a
contraer una ITS como el VHS-2 (Kalichman et al., 2013; Kalichman,
Ramachandran and Catz, 1999).
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Por otro lado, en la categoria <1 afo de tiempo de diagnostico de VIH, es donde
se tiene el porcentaje mayor de sujetos con escolaridad “basica” (34.66%) vs
aquellos individuos que tienen > 1afio de tiempo de diagnostico (28.85%) con una
p= 0.049. y la variable cuenta de CD4" en su categoria <500 cel./mL también
concentro el mayor porcentaje de sujetos con escolaridad “basica” (34.4%) vs la
categoria > 500 cel./mL (23.8%) con una p= 0.007. Estas variables se encuentran
relacionadas entre si porque el nivel de CD4" se ve disminuido ante una infeccién
por VIH, se cuente o no con el diagndstico de la infeccion; a su vez, un nivel bajo
de escolaridad puede influir en el acceso a los sistemas de salud y por tanto en las
pruebas diagnosticas para VIH y la realizacion de un conteo de células CD4"
(Kalichman et al., 2013).

En otros estudios la variable escolaridad en sus categoria “basica o minima” se ha
encontrado con una relacidn estadisticamente significativa con la posibilidad de
infectarse con alguna ITS. Por ejemplo uno de ellos reporta que los individuos que
tienen el nivel de estudios de preparatoria 0 mas, presentan menos posibilidades
de estar infectados con VHS-2 en comparacién con aquellos que tienen
escolaridad menor a preparatoria (RM=0.7 1Cgs¢ 0.5-1.1) (Beydoun et al., 2010).
De igual manera, existen publicaciones que hacen hincapié en desarrollar e
instituir intervenciones en salud publica sobre prevencion de ITS que puedan
impactar en aquellos individuos con un nivel de escolaridad minimo o nulo,
mediante el uso primordial de material grafico. Dichas intervenciones tienen la
finalidad de ampliar en esas personas el conocimiento sobre estilos de vida y
tratamiento para personas coinfectadas con VIH y VHS-2, esto con el objetivo de
disminuir la transmision de ambos virus y mejorar su situacion clinica sin importar

el nivel escolar del individuo (Strick, Wald and Celum, 2006).

En cuanto a la frecuencia de consumo de alcohol, variable sociodemografica que
resultd estadisticamente significativa (p= 0.019) en sus categorias nunca vs
frecuente (p= 0.015) y frecuente vs muy frecuente (p= 0.028), existen otros
estudios como el de Beydoun y colaboradores que analizaron también la misma
variable. Ellos reportan que las personas que consumen alcohol tienen 1.8 veces
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mas posibilidades de presentar una infeccion por VHS-2 con respecto a aquellas
personas que no consumen alcohol (RM=1.8 ICgs¢, 1.0-3.2), sin embargo solo uno
de nuestros hallazgos (“muy frecuente”) coincide con esta aseveracion (Beydoun
et al., 2010). Esto puede deberse a lo mencionado en la revisidn sistematica
publicada por Cook y colaboradores en 2005, donde se hace notar que la
evidencia general de un efecto del consumo de alcohol en la adquisicion de
infecciones de transmision sexual sigue siendo incierta debido a las diferencias

metodologicas entre los estudios existentes (Cook and Clark, 2005).

Antes de hacer notar los hallazgos en cuanto a las variables clinicas cuantitativas,
cabe mencionar que en 3 de ellas (tiempo de diagnodstico de VIH, cuenta de
células CD4" y carga viral de VIH), se encontré el mayor porcentaje de VHS-2 en
la categoria “perdidos”. Esta categoria fue creada debido a que durante la revisidon
de los expedientes clinicos de los participantes no se encontraron los datos
requeridos. De acuerdo a esto, podemos sugerir que la falta de datos puede
deberse a un seguimiento inadecuado de los individuos, lo que podria impactar en
algunas de las variables analizadas, tales como la terapia antirretroviral. De hecho,
existen muchos estudios realizados con anterioridad que han resaltado la
importancia en la adherencia al tratamiento antirretroviral (Wasti et al., 2012;
Weiss et al., 2008; Mbopi-Kéou et al., 2000; Kalichman et al., 2013; Kalichman,
Ramachandran and Catz, 1999; Corey, Wald, Celum and Quinn, 2004).

Por ejemplo Jamison y colaboradores, sefialan que debido a la baja adherencia al
tratamiento antirretroviral, la cuenta de células CD4" se ve disminuida, y es
precisamente cuando los CD4" se encuentran por debajo de 500 cel./mL donde
las infecciones oportunistas se manifiestan; por supuesto el herpes genital entre
ellas (ANEXO 9).

Adicionalmente, el hecho de que el VIH y el VHS-2 sean virus sinérgicos aumenta
la replicacion de ambos y ya con el sistema inmune debilitado (CD4" bajos) las
manifestaciones de ambos son mayores, tanto que incluso hay reportes de que el
VHS-2 facilita la replicacion de VIH residual aun en sujetos que tienen terapia
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antirretroviral y este fendmeno se ve aumentado si hay una baja adherencia a la
terapia (Wright et al., 2003; Corey et al., 2004; Ouedraogo et al., 2006).

Nuestros hallazgos estadisticamente significativos en la variable de terapia
antirretroviral, donde los porcentajes mayores de diseminacién de VHS-2 se
focalizaron en la categoria “no” pueden traducirse en la necesidad de tratamiento y
en la categoria 10 afios o0 mas lo que podria deberse a que el esquema de terapia
ya no es suficiente para normalizar su cuenta de células CD4" y por tanto se
presenta diseminacion de VHS-2 (Corey et al., 2004; Wright et al., 2003).

Adicionalmente, algunos autores comentan que las manifestaciones del VHS-2
surgen cerca de los 10 afos posteriores al diagnostico de VIH. Sin embargo
nosotros encontramos lo contrario, una asociacion significativa cuando el
diagnostico de VIH es reciente; asi que el hecho de que el VHS-2 se esté
manifestando antes, puede deberse a que nuestra poblacion (HSH PVV) es de
alto riesgo y a la falta de seguimiento ante su condicion (Jamison et al., 2006;
Strick, Wald and Celum, 2006; Wasti et al., 2012).

A pesar de que la variable clinica carga viral de VIH, resulté con una p= 0.189 o no
estadisticamente significativa, puede considerarse un dato inductivo que
posiblemente se afecto por el tamafio muestral. Para corroborar este dato y debido
a que se trata de una variable cuantitativa, se realizaron pruebas estadisticas t de
student (con los datos transformados de cada participante: logaritmo de la carga
viral de VIH), con lo que se encontr6 estadisticamente significativo (p= 0.002), al
comparar las medias de carga viral entre el grupo con VHS-2 anal y genital (media
mayor de copias/mL) en contraste con el grupo que no lo presenta (media menor
de copias/mL). Aunado a esto, con los datos originales de carga viral (copias/mL)
se realizd6 una prueba no paramétrica que también resultdé estadisticamente
significativa (p= 0.022) al comparar las medianas de carga viral de VIH entre los
grupos VHS-2 anal y genital vs el grupo que no presenta diseminacion anal y
genital de VHS-2. Esto podria deberse a que la carga viral alta de VIH debilita de

manera importante el sistema inmune del individuo, resultando en un decremento
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de sus células T CD4", lo que puede condicionar que el individuo se encuentre
mas susceptible a otras infecciones como el VHS-2 e incluso a la diseminacién del
mismo si es que ya esta infectado (Wright et al., 2003; Schacker et al., 2002; Van
de Perre et al., 2008).

Finalmente, los resultados del analisis estadistico-epidemiolégico del presente
estudio, pusieron de manifiesto que existe una correlacién entre las variables con
significancia estadistica. El nivel de escolaridad bajo se ha relacionado
estrechamente con el acceso limitado a los sistemas de salud, con el diagndstico
tardio y con la pobre adherencia al tratamiento antirretroviral; siguiendo con ello la
carencia de tratamiento antirretroviral en aquellos casos donde es necesaria o
aquellos esquemas de tratamiento muy antiguos que han dejado de funcionar, son
circunstancias de alto impacto en la disminucion de las células T CD4" y en el
aumento de la carga viral de VIH, lo que puede desencadenar una diseminacion
anal y genital de VHS-2 (Cowan et al., 2006; Wright et al., 2003; Kalichman,
Ramachandran and Catz, 1999; Kalichman et al., 2013; Schacker et al., 2002;
Corey et al., 2004; Tronstein et al., 2011; Wasti et al., 2012; Weiss et al., 2008).
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CONCLUSIONES

Mediante el procesamiento de s6lo una muestra en un momento del tiempo, se
detectd VHS-2 en muestras de citologia anal y de hisopados genitales por medio
de PCR punto final, lo cual indica que un porcentaje de individuos asintomaticos

diseminan el VHS-2 en el area anal y genital.

Se logro estandarizar la técnica de PCR tiempo real para amplificar p-globina
humana y VHS-2, con lo que se constatd que en la mayoria de la poblacién
analizada la presencia del VHS-2 en area anal y genital sobrepasa la presencia de

un gen constitutivo de referencia (p-globina humana).

El tener una escolaridad basica o minima, el consumo bajo de alcohol, el tiempo
corto de diagndstico de VIH, no tener terapia antirretroviral, tener <1 afio o >10
con ella, pero sobretodo poseer una carga viral de VIH alta (en promedio 4073.80
copias/mL); estan relacionados con la diseminacion de VHS-2 en tejido anal y

genital.

Es por ello que se recomienda prestar especial atencion a aquellas poblaciones
que coincidan con los factores clinicos (tiempo corto de diagndstico de VIH y con
la carencia, tiempo corto o muy largo de terapia antirretroviral) vy
sociodemograficos (escolaridad basica y bajo consumo de alcohol) que resultaron
asociados con la diseminacion anal y genital de VHS-2.

Finalmente, basandonos en nuestros resultados podemos decir que la
diseminacion anal y genital de VHS-2 en HSH PVV asintomaticos es de relevancia
porque sobrepasa la presencia de un gen constitutivo (B-globina humana). Es
decir, que se encontré VHS-2 en tejido anal y genital sin lesiones, esto nos habla
de la gran disponibilidad de este virus en la superficie de la piel y mucosa, lo que
puede originar una mayor transmision del VHS-2.
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Por todo lo mencionado anteriormente, es necesario hacer hincapié en realizar
diagndsticos de laboratorio oportunos y certeros, y dar tratamiento especifico para

VHS-2 en individuos HSH que viven con VIH, incluso en los asintomaticos.
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LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Al igual que otros estudios el presente también cuenta con limitaciones, las cuales

se desarrollaran a continuacion:

Tiempo limitado para llevar a cabo el presente trabajo. Debido a esto, el
procesamiento de las muestras se realizd mediante pools, y ello nos permitid
ahorrar material y reactivos. Sin embargo, esto retrasé un poco la obtencion de
resultados debido a que se tuvieron que montar multiples experimentos para
determinar la cantidad minima de reactivos (por ejemplo, SYBR Green) con los
cuales fuera posible realizar adecuadamente el PCR en tiempo real.

De la misma manera, si bien es cierto que el procesar pools es mas rapido y
efectivo que procesar muestras individuales, se pudo haber dado un fenbmeno de
inhibicion entre las muestras de un mismo pool, y esto pudo resultar en la pérdida

de muestras que realmente eran positivas.

Por ultimo, el disefo propio de este estudio que corresponde a uno de tipo
transversal y es por ello que solo se incluy6 el procesamiento de las muestras de
una sola toma (toma basal o tiempo 0) y aunque ello nos lleva a una
subestimacion de la prevalencia total de VHS-2 encontrada en este estudio, fue

posible terminar en tiempo y forma el desarrollo del mismo.
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PERSPECTIVAS

En un futuro, los oligonucledtidos internos para [B-globina humana y VHS-2
generados en este proyecto podrian ser utilizados para llevar a cabo PCR punto
final y tiempo real de muestras de naturaleza distinta, asi como PCR de tipo

anidado utilizando a la par los oligonucleétidos externos.

De la misma manera, la estandarizaciéon del PCR tiempo real para B-globina
humana y VHS-2 obtenidas en este proyecto podrian servir de base para procesar
distintas muestras (incluso la totalidad del banco de muestras utilizado en el
presente proyecto) llevando a cabo una cuantificacién relativa e incluso una
absoluta de los resultados (al contar con un DNA base estandar de numero de
copias de DNA conocida), para con ello obtener un dato de prevalencia total a
partir del procesamiento de las muestras individuales. Emplear las muestras de
seguimiento de los VHS-2 seropositivos para determinar en distintos puntos del
tiempo la presencia de diseminacién, con lo que posiblemente aumentara el

porcentaje total de diseminacion.

Basado en los hallazgos derivados del analisis estadistico-epidemioldgico, al dejar
de manifiesto que entre HSH PVV la diseminacion de VHS-2 es tan importante en
individuos sintomaticos como en asintomaticos; podria disefiarse alguna estrategia
experimental que evalue el efecto de farmacos antiherpéticos como el aciclovir y
sus derivados en la disminucion de la diseminacion del VHS-2, en el contexto de
las PVV en México.

Asi mismo, la evidencia (ya existente y comprobada en el presente estudio) de
que los factores sociodemograficos como la escolaridad y clinicos como la terapia
antirretroviral y la adherencia a esta resultan significativos en la diseminacion del
VHS-2, podria servir como base en estudios epidemiolégicos sobre intervenciones
de salud publica que impactaran de manera positiva en los factores antes

mencionados.
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Por mencionar alguna, este trabajo podria cimentar las bases para decidir si en
aquellas PVV coinfectadas VIH/VHS-2 que ya cuentan con terapia antirretroviral
se debe realizar una determinacion de carga viral de VIH y con ello establecer un
punto de corte para establecer un tratamiento antiherpético con la finalidad de

disminuir la diseminacion del VHS-2.
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ANEXO 1.

Extraccion de DNA por cromatografia de intercambio idnico, estuche
comercial AmpliLute Liquid Media Extraction Kit de Roche.

Ajustar la temperatura de un bafio Maria a 56°C y otro a 70°C.

Preparar los tubos necesarios de acuerdo al numero de muestras.

Disolver los posibles precipitados del buffer ATL, en bafio Maria a 70°C
con agitacion.

Adicionar 80uL de ATL a cada tubo vacio para preparar la extraccion.
Anadir 250uL de la muestra (genital o de cultivo) y llevar al vértex por 10
segundos.

Adicionar 20uL de Proteinasa K y nuevamente mantener 10 segundos en el
vortex.

Incubar los tubos a 56°C durante 30 minutos.

Colocar los aditamentos a la bomba de vacio.

Reconstituir el carrier RNA adicionando 310uL de buffer de elucion AVE y
llevar al vortex 10 segundos.

Agregar 30mL de etanol absoluto al buffer AW2.

Preparar el buffer de trabajo AL. (Ejemplo: para 24 muestras mezclar 7mL
de buffer AL y 70uL de RNA carrier).

Una vez terminado el periodo de incubacién, adicionar 250uL de buffer de
trabajo AL y mantener 10 segundos en el vortex.

Incubar a 70°C durante 15 minutos.

Pipetear 300uL de etanol absoluto y llevar al vortex durante 15 segundos.
Incubar 5 minutos a temperatura ambiente. Dar un spin a maxima RCF.
Transferir lisado a la columna (que forma parte de los aditamentos de la
bomba de vacio) y dejar incubar 1 minuto.

Aplicar vacio hasta haber aspirado todo el liquido en las columnas.

Agregar 750uL de buffer AW2 a cada columna e incubar 1 minuto para
después aplicar vacio.

Agregar 750uL de etanol absoluto a cada columna, incubar un minuto y
aspirar el liquido por vacio.

Retirar la extension de la columna, cerrar las tapas y descartar los tubos.
Transferir columnas a los tubos de coleccion de volumen 2mL.

Centrifugar a 13000g por 3 minutos.

Rotular los tubos de elucion final de volumen 1.5mL.

Descartar los tubos de desecho y colocar la columna en los tubos de
elucion final.

Incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos (con la tapa abierta).
Adicionar 120uL de buffer AVE a la columna y cerrar las tapas.

Incubar las columnas a temperatura ambiente por 5 minutos.

Centrifugar a 13000g por un minuto. Retirar las columnas y desechar.
Almacenar los tubos de elucion final ya con DNA.
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PCR punto final para la amplificaciéon de un fragmento de 391pb del VHS-2.

Dayana Nicté Vergara Ortega (M.C.S./EA. 2012-2014)

* Asegurar la limpieza del material que se va a utilizar, usar puntas estériles.
* Tener calculadas las concentraciones y los volumenes que seran utilizados.
* Atemperar las muestras y reactivos.

* Realizar la mezcla de reaccion como se muestra en la tabla (ejemplo de
volumen de reaccion = 25pL).

» Utilizar un control positivo y uno negativo para cada corrida.

Programa de PCR

Reactivo Concentracion Volumen final
I
1.5mM 1.5
0.32mM 0.8
2
0.07pmol/pL 2
0.08pmol/pL 2

H20 — 8.2
DNA molde - 5

Mezcla de reacciéon: PCR punto final para VHS-2

45 ciclos
| |
94°Cc | 94°C 72°c | 72°C
T
2min | 45seg 60°C 45seg |  7min
[ | [ |
45seg
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ANEXO 3.

Electroforesis en gel de agarosa (porcentaje variable).

La concentracion de agarosa en el gel es de acuerdo al tamafo del poro
deseado y por lo tanto del fragmento esperado.

Pesar la agarosa y medir 30mL de buffer Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1x.

Mezclar ambos en un matraz Erlenmeyer y llevar al fuego hasta que la
solucion sea totalmente liquida y transparente.

Dejar atemperar, agregar un volumen de Bromuro de Etidio (la solucion
debe quedar a una concentracion final de 0.5ug/mL) y mezclar.

Armar la camara de electroforesis y verter la solucion de agarosa.
Colocar uno o dos peines de acuerdo al numero de pocillos requeridos.
Dejar polimerizar, aproximadamente 10 minutos.

Una vez polimerizado, retirar los peines y las placas laterales.

Llenar la camara con buffer TAE 1x hasta cubrir el gel.

Por otro lado, preparar sobre una superficie lisa 1uL de buffer de carga
(compuesto de azul de bromofenol y glicerina) por cada muestra.

Tomar 5L de la muestra y mezclar con el buffer de carga resuspendiendo.

Colocar la muestra con el buffer de carga una por pocillo, siendo el primero
el elegido para el marcador de peso molecular.

Después de colocar todas las muestras, cerrar la camara y colocar los
cables positivo y negativo, respectivamente.

Encender la fuente de poder y correr el gel a 75mV por 30 minutos.

Pasado este tiempo, apagar la fuente de poder retirar los cables y la tapa
para sacar el gel.

Una vez fuera, observar el gel con ayuda de un transiluminador o un
fotodocumentador.

Para generar evidencias del gel, se pueden tomar fotografias del mismo.
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ANEXO 4. PCR tiempo real para la amplificacion y cuantificacion de B-
globina humana y VHS-2.

* Asegurar la limpieza del material y el espacio que se va a utilizar, asi como
usar puntas estériles.

* Tener calculadas con anticipacion las concentraciones y los volumenes que
seran utilizados.

* Atemperar las muestras y reactivos. Después de atemperadas, llevar al
vortex las muestras y reactivos, y centrifugar brevemente.

* Programar la corrida en el equipo de acuerdo a la ubicacién de cada
muestra en la placa y a los oligonucleétidos utilizados.

* Realizar la mezcla de reaccién como se muestra en la tabla (volumen de
reaccion = 25pL).

*Cuidado especial: no exponer por mucho tiempo el SYBR Green a la luz.

Mezcla de reaccion: PCR tiempo real para p-globina humana y VHS-2 (con sus

oligonucleétidos correspondientes).
Reactivo Concentracion | Volumen final Volumen final
final (25uL) (12uL)
- 12.5 6

Maxima SYBR
Green/ROX qPCR Master
Mix (2X)

Oligonucleotido Forward 0.3uM 0.75 0.36
Oligonucleotido Reverse 0.3uM 0.75 0.36

Agua libre de nucleasas - 10 4.28

(esteril)

DNA molde = 500ng 1 1
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Programa de PCR tiempo real

40 ciclos Curva de disociacion
I I I |
gs°c | g95°C 720¢c | + I 95°C g5°c |
T /_!—
10min 15seg \ ::rf:':"':i!;:"‘g 30seg ) 1 8min 60°C 15seg
1

30seg 5min

» B-globina: control (+) DNA de células
SiHa, banda purificada.

B-globina humana - 60°C + VHS-2: control (+) DNA de VHS-2
VHS-2 = 63°C cultivado en células Vero, banda
purificada.

+ Control (-) agua
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ANEXO 5. Aprobacion de ética del estudio madre.

"{' ra 3
=" INSTITUTO NACIONAL OF COMISION DE ETICA
S Dra. Julieta lvone Castro Romero
Avenida Universidad 655. Presidenta

Colonia Santa Maria Ahuacatitlan
62100 Cuernavaca, Morelos, México

Telefono: +52 (777) 323 30 00 Ext.2465
Email: Jeastro@insp.mx
web: WWW_insp.mx

©

Cuernavaca, Mor., 21. de_abril, 2008.

- 782 )No. 691
d
=
il .

Eduardg.CesanLazcano’{once
' Inves,tigédor Responsable

Pgesen{e

7/

En relacion a su proyecto titulado "Prevalencia, incidencia y persistencia de VPH en
hombres que tienen sexo con hombres: un elevado riesgo de neoplasia intraepitelial
anal." me permito informarle que los miembros de {a Comisién de ética revisaron las
correcciones incorporadas adecuadamente por Usted y dado que responden a los requisitos
solicitados, le han otorgado el dictamen de:

Aprobado

Le informamos que esta aprobacion tiene vigencia hasta el 20 de abril del 2010. Si su
estudio se extiende por un periodo mayor, le pedimos solicitar la Renovacion anual con 45
dias de anticipacion a su fecha de vencimiento, presentando el formato correspondiente.

." Le recuerdo que cualquier cambio o actualizacion en los procedimientos de este estudio
debera ser enviado a esta Comision previo a su implementacion, utilizando el sistema. de
Modificaciones a Proyectos en Desarrollo que se encuentra dentro de! sistema SIID. Si usted
tiene dudas sobre el registro de modificaciones menores, favor de comunicarse con esta

Comision para su consideracion. (
NAC/
“V «\’\\{\0 g
Atentamente go SOMISION DE 0@

\ ~N
#7 2. ABR M

3 iv CSTIGACIGN
P4
e\ \O

D piieV

4

6‘4;[0

C.cpf Dr. Eduardo Lazcano Ponce.-  Presidente de la Comision de Investigacion.
Dr. Salvador Villalpando.-. Presidente de {a Comision de Bioseguridad

N

pietess
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ANEXO 6. Consentimiento informado del estudio madre.

—=z Secretaria
e Salud

FORMATO DE CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO PARA CARACTERIZAR
LA HISTORIA NATURAL DE LA INFECCION POR VIRUS DE PAPILOMA HUMANO EN
GENITALES MASCULINOS.

Titulo del estudio:
Prevalencia, incidencia y persistencia de VPH en hombres que tienen sexo con hombres: un elevado
riesgo de neoplasia intraepitelial anal.

Este estudio se realiza en colaboracion entre el Instituto Nacional de Salud Publica, CONASIDA,
Servicios de Salud del Distrito Federal (Clinica Condesa) y los Servicios de Salud del Estado de Morelos
(Capasits-Cuernavaca).

Objetivo General:

El objetivo del estudio es determinar los factores asociados a la presencia, adquisicion, persistencia,
eliminacion y re-infeccion por VPH en una cohorte de Hombres en las ciudades de México, D.F. y
Cuernavaca, Mor.

A usted se le ha invitado a participar voluntariamente en un estudio para la realizacion semestral por un
periodo de 2 anos de aplicacion de una encuesta, asi como la obtencion de una citologia anal, de células
de su region anogenital, una muestra de orina y una muestra de sangre.

A continuacion le brindaremos informacion especifica acerca del procedimiento, los beneficios y riesgos
potenciales involucrados en su participacion, de tal manera que pueda proporcionar un consentimiento
informado para participar.

Por favor, tome el tiempo necesario para decidirse y haga al médico o personal del estudio cualquier
pregunta que pudiera tener.

Procedimientos:
1. Numero de visitas, duracion del estudio.

Este estudio tendra una duracion de 2 afos a partir de la primera entrevista y obtencion de
muestras biologicas. Posteriormente, se le solicitara nuevamente su participacion, con los
mismos procedimientos, cada 6 meses durante cuatro ocasiones adicionales.

2. Se aplicard un cuestionario cada 6 meses, donde usted nos brindard informacion acerca de su
historia de vida sexual, asi como habitos de estilo de vida. Esto llevara aproximadamente 30
minutos y lo contestara en privado al médico que le atienda. Su nombre no aparecera en el
cuestionario ya que se le identificara por una clave y también podra dejar de contestar preguntas
que asi desee.

3. El cuestionario y obtencién de muestras biologicas se realizard en el sitio donde usted recibe
atencion regularmente.

4. Los procedimientos que se realizaran en el estudio son los siguientes:

En cada visita se aplicara un cuestionario donde se le preguntara algunas caracteristicas
sociodemograficas; historia sexual, y uso de métodos de prevencion de Infecciones de Transmision
Sexual; antecedentes de infecciones de transmision sexual; habitos de consumo de alcohol, tabaco y
drogas ilegales, el que se garantiza que serd estrictamente confidencial. En cada visita se obtendra una
muestra de células del canal anal. Para ello se insertara un hisopo (pequefio algodoén en la punta de un
palillo de madera o plastico como el usado para limpieza de los oidos) en su ano a aproximadamente 3
cm de profundidad. Esto no causa dolor, ni hay riesgo de sangrado, ni causa herida. Asimismo, se

95



&

Instituto Nacional de

Salud Pablica Dayana Nicté Vergara Ortega (M.C.S/E.1. 2012-2014)

—= Secretaria
FL?!L- Salud

recolectaran con ayuda de hisopos muestras de las siguientes regiones: pene, escroto, y la region
perineal, perianal e intraanal para realizacion de la prueba de deteccion del virus de papiloma humano.
Usted so6lo recibira los resultados de la prueba de células del canal anal cuando ésta tenga evidencia de
anormalidades y en caso de que tenga un resultado positivo usted sera referido, de manera independiente
a este estudio, a un servicio de anoscopia de alta resolucién para complementacion diagnostica y
orientacion que le brindara el médico especialista para el manejo y vigilancia de un eventual problema de
salud.

Si usted tiene un resultado de la presencia de infeccidon de transmision sexual a partir de las muestras de
sangre y/u orina, sera remitido a su clinica de adscripcidn para recibir tratamiento contra sifilis, clamidia
y/o gonorrea.

5. Los riesgos a los que usted se expone por proporcionarnos muestras biolégicas son minimos. En
el caso de las muestras para obtencioén de citologia del canal anal y de células exfoliadas de
genitales, experimentard una sensaciéon de frotamiento por el contacto con el hisopo. Para la
obtencion de muestra sanguinea, sentira un pequefio dolor, como sensacién de pellizco, en el
sitio de puncidén. En total obtendremos dos tubitos de su sangre, equivalentes a 14 mililitros (dos
cucharadas soperas). Con la muestra de orina usted dispondra de privacidad para depositarla en
un frasco que se le proporcionara.

6. Todos los gastos originados por los procedimientos que le han sido descritos y el costo de
tratamientos contra infecciones de transmisiéon sexual seran cubiertos por el investigador
responsable del proyecto o por la institucidon en la cual usted esté siendo reclutado.

7. Los beneficios que usted tendra estan relacionados con la vigilancia periddica del estado de
salud de su region anogenital y la posibilidad de recibir tratamiento en caso de presencia de una
infeccion de transmision sexual.

8. Toda la informacion que usted nos proporcione, asi como el resultado de las pruebas que se
realicen, sera utilizada con fines exclusivos de investigacion y se mantendra en forma
estrictamente confidencial. Su nombre no sera identificado en forma alguna porque emplearemos
c6digos de numeros para rotular cuestionarios y muestras biologicas.

9. Su participacion en este estudio es absolutamente voluntaria. Usted esta en plena libertad de
negarse a participar o retirar su participacion del mismo en cualquier momento. Su decision de
participar o de no participar no afectara de ninguna manera los servicios y la atencidon que recibe
en los servicios de salud.

10. Si tiene alguna duda durante el transcurso del estudio, usted podra dirigirse telefonicamente al
Dr. Carlos Jesus Conde-Gonzalez, al teléfono 01 7777 1 01 29 04, y/o al correo electrénico
cjconde@insp.mx

11. Adicionalmente si lo requiere, también puede telefonear a la Dra. Andrea Gonzalez de la Clinica
Condesa en el D.F. (tel: 52716439).

Si tiene usted preguntas generales acerca de sus derechos como participante en un estudio de
investigacion, puede comunicarse con la Presidente de la Comision de Etica, Dra. Ivone Castro Romero,
al teléfono (777) 329-3000, extension 7424, de lunes a viernes de 9.00 a 17.00 hrs. O si lo prefiere puede
usted escribirle a la siguiente direccion de correo electronico:

etica@correo.insp.mx

Al firmar abajo, yo acepto que:

“Entiendo que mi participacion en este estudio es voluntaria y que puedo retirarme en cualquier
momento si asi lo decido, sin que ello afecte mi atencion posterior en la unidad de atencion donde fui
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contactado ylo a la que fui referido. Estoy enterado que una copia de esta carta de consentimiento
informado me serd entregada a la firma de la misma”.

He tenido la oportunidad de hacer preguntas y me las han respondido.

Nombre y Firma del participante Fecha

Nombre y Firma del testigo 1 Fecha
DOMICILIO:

PARENTESCO:

Nombre y Firma del testigo 2 Fecha
DOMICILIO:

PARENTESCO:
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ANEXO 7. Carta de autorizacion para el uso de muestras biolégicas y base
de datos del estudio madre.

Instituto Nacional
de Salud Publica

Centro del Centro de Investigacion en Salud Poblacional

rollo de politicas de salud

Cuernavaca, Mor., a 28 de febrero del 2014

Dr. Carlos Conde Gonzalez
Secretario Técnico de la
Comision de Investigacion
Presente

Por este medio, autorizo a la alumna Dayana Nicté Vergara Ortega, de la Maestria en
Ciencias-Enfermedades Infecciosas generacién 2012-2014, el empleo de las muestras
biolégicas y la base de datos que se han generado del proyecto “Prevalencia, incidencia y
persistencia de VPH en hombres que tienen sexo con hombres: un elevado riesgo de
neoplasia intraepitelial anal (VPH en PVV)”, del que soy investigador responsable. Las
muestras y la informacion se utilizaran en la tesis de maestria “Determinacién de los
factores clinicos y sociodemograficos asociados a la diseminaciéon anal y genital del virus
del herpes simple tipo 2 en hombres que tienen sexo con hombres, y que viven con VIH”.

Sin otro particular por el momento, aprovecho la oportunidad para enviarle un cordial
saludo. .

Atentamevti

Dr. Eduardo C. Lazcano Ponce
Responsable del Proyecto
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ANEXO 8. Recodificacion de variables para el analisis estadistico-

epidemiolégico.

NOMBRE DE LA VARIABLE DEFINICION DEFINICION OPERACIONAL
CONCEPTUAL
~ . 1: 18-25
1.- EDAD (afios) Mies  enmElEss Gl g ae
participante. 3> 41
Nivel maximo de 1 bésic;o (ninguno, primaria Y sec’un(.:laria)
estudios. 2: medlq (prgpara.torla y carrera técnica)
2.- ESCOLARIDAD 3: superior (licenciatura y posgrado)
Si ha fumado >100 | O: datos perdidos
cigarrilos de tabaco | 1: actualmente fuma (si)
s ULl durante los ultimos seis | 2: actualmente no fuma (no)
meses. 3: nunca ha fumado (nunca)
0: datos perdidos
Frecuencia con la que | 1: nunca (no)
4.- ALCOHOL han tomado 5 copas o | 2: frecuente (1-2 veces al afio y 1-4 veces
mas en una ocasion. al mes)
3: muy frecuente (casi diario/diario)
Si ha wusado drogas 1 si
5.- USO DE DROGAS durante los Ultimos 6 2j o
meses.
Si al participante le han LW s
2: positivo a cualquier ulcerativa (VHS-2,

6.-ITS

diagnosticado alguna ITS
que no sea el VIH.

sifilis y chancro)
3: positivo a ofra ITS no ulcerativa

7.- SEXO OCASIONAL

Si ha tenido relaciones
sexuales ocasionales con
hombres y cuantos.
*Relacion ocasional:
aquella que es la primera
vez que conoce al
hombre.

A WN-0O

: datos perdidos

: no ha tenido sexo ocasional
:1a 18 hombres

: 20 a 100 hombres

: 108 a 5400 hombres

8.- USO DE CONDON

Frecuencia de uso de
condoén en sus relaciones
sexuales con hombres.

: perdidos

: nunca a menos de la mitad de las veces
: mitad a mas de la mitad de las veces

: siempre

9.- Nl'JME’RO DE HOMBRES
EN LOS ULTIMOS 6 MESES

Numero de hombres con
los que el participante ha
tenido relaciones
sexuales en los ultimos 6
meses.

: datos perdidos

: con ninguno

:1a 10 hombres

: 12 a 450 hombres

10.- DIAGNOSTICO DE VIH

Tiempo desde el
diagnostico de VIH.

: datos perdidos
: <1 afio
:>1 afo

11.- CD4" (células/mL)

Numero de células T
CcD4".

: datos perdidos
: <500

>500

12.- CARGA VIRAL

Carga viral de VIH.

: datos perdidos
: detectable
. indetectable

13.- TERAPIA
ANTIRRETROVIRAL (TARV)

Tiempo desde el inicio de
la terapia antirretroviral.

: no han iniciado TARV
: <1 afo

:>1y <10 afos

: >10 afos
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ANEXO 9. Cascada de infecciones y procesos cancerosos que se desarrollan

ante una depresion del Sistema Inmune.

Immune depletion: Early Intermediate Advanced
(CD4 > 500) (500 > CD4 > 200) (CD4 <200)
CD4 cellcount per pL
1,000
E;;’:lr ia Guillain-Barré syndrome
Arth gl : Chronic demyslinating
raigia nauropathy Tinea
:,"ﬁ:.‘:';“hy Idiopathic thrambocytopenia™\_Sebohosic dermatitis
| o
Reitar's syndrome
500 | Rash =
Meaningo-
encephalitis /
Cryptosporidiosis
200 - PCP
Toxoplasmosis
Lymphoma (NHL) '\ Cryptococcal meningitis
Cervical intraepithelial neoplasia \ Mycobactarium avium complex
0 , Primary CNS Non-Hodgkin’s Lymphoma '\ Cytomegalovirus
0 10 weeks 5years 10 years

Source: Authors.

Tomado de Disease Control Priorities in Developing Countries. 2nd edition. Capitulo18, HIV/AIDS
Prevention and Treatment. Jamison DT, Breman JG, Measham AR, et al., editores. Washington
(DC): World Bank; 2006 (Jamison et al., 2006).
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