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INTRODUCCION

El Virus del Herpes Simplex tipo 2 (HSV-2, del inglés herpes simplex virus type 2) es
un virus pertenece a la familia Herpesviridae, esta familia se caracteriza por ser una
de las familias virales mas importantes, ya que posee un gran niumero de patégenos y

un amplio intervalo de hospederos (Sharma, Mobeen, & Prakash, 2016).

El HSV-2 es causante de la infeccion de transmisién sexual (ITS) conocida como
herpes genital, esta ocasiona vesiculas en zona genital que posteriormente
evolucionan a Ulceras humedas, generalmente durante estas manifestaciones clinicas
ocurre la diseminacion, es decir la propagacion del virus de HSV-2, sin embargo, aun
en ausencia de Ulceras, el virus puede diseminarse cuando el hospedero tiene un

sistema inmunologico deprimido (Jaishankar & Shukla, 2016).

Al igual que la mayoria de las ITS, la infeccion por HSV-2 es asintomatica hasta en un
80% de los casos, (Herrera et al.,, 2013). Uno de los factores de riesgo para la
adquisicion de HSV-2 es el sexo femenino (Baquero et al., 2018), ademas, las mujeres

jovenes tienen un mayor riesgo debido a la inmadurez genital (Shafii & Burstein, 2009).

El HSV-2 también puede ser transmitido de manera vertical, de la madre al recién
nacido durante el parto, causando herpes neonatal, el cual puede producir
discapacidad neuroldgica persistente e incluso la muerte. El riesgo de herpes neonatal
es mayor cuando la madre ha contraido la primera infeccion al final del embarazo. Las
mujeres con herpes genital antes del embarazo tienen un riesgo mucho menor de
transmitir el virus a sus hijos (Baquero et al., 2018). En México, la prevalencia de HSV-
2 en poblacién general se ha estimado entre 18.2% al 29.8% (Gayet, 2015); sin
embargo, en el estado de Morelos no existen reportes epidemioldgicos de la poblacién

adolescente infectada con HSV-2.



1. MARCO TEORICO

El Virus Herpes Simplex tipo 2 (HSV-2) pertenece a la subfamilia alfaherpesvirinae y
es considerado uno de los patégenos de humanos mas comunes entre los herpesvirus.
Generalmente causa infecciones genitales y puede transmitirse de madres infectadas
a recién nacidos (R. J. Whitley & Roizman, 2001). Sin embargo, esta infeccion es

asintoméatica en aproximadamente el 80% de los casos (Herrera et al., 2013).

1.1 Familia Herpesviridae.

La familia Herpesviridae tiene como Unico género a Herpesvirus y tienen en comun

gue poseen las siguientes caracteristicas:

e Morfologia tipica: una capside icosaédrica de 162 capsOmeros recubiertos de
una envoltura viral.

e Genoma que comprende una unica molécula de DNA, de 120 a 250 Kb.

e Lafase productiva de la infeccion, el virus comienza un ciclo litico, se multiplica
y se liberan multiples particulas virales, durante este proceso la célula se rompe,
lo que permite al virus infectar otras células y continuar con una fase de latencia
en la cual el genoma viral permanece dentro de las células del hospedero
durante toda su vida. De forma ocasional los Herpesvirus en estado latente
pueden sufrir procesos de reactivacion y dar lugar nuevamente a una fase

productiva (Bascones & Pousa, 2011).

La familia viral tiene una estimacion de origen de 180 a 220 millones de afios atras, y
por lo menos 8 especies de esta infectan a humanos. Sus miembros se han clasificado

en tres subfamilias (alfaherpesvirinae, betaherpesvirinae y gammaherpesvirinae), con



base en caracteristicas biologicas y atributos gendmicos ver tabla 1 (Sharma et al.,
2016).

Familia Herpesviridae

o . Enfermedad Tropismo
Stbiamilia Sepene relacionada celular

Virus del Herpes

Simplextipo 1l o Encefalitis
HSV-1
Virus del Herpes melr_:ﬁgi(:i: g:gg?l:’a y
Alfaherpesvirinae Simplex tipo 2 o ; . Neurotrépicos
HSV-2 radiculopatias
recurrentes
Virus de la
Varicella zoster Varicela (Varicella)
oVzVv
Infeccidén congénita,
microcefalia,
convulsiones, hipotonia,
: : espasticidad, sindrome
Cltorgeg'z\i/ll\c;wrus de Guil’lain-Barre_,
Betaherpesvirinae SelpEll) [EmEUE!
aguda
Virus del Herpes Roséqla, convulsi_o_nes
tipo 6 (HHV6) febriles y hepatitis
fulminante Linfotropicos

Virus del Herpes

tipo 7 (HHV7) Encefalitis

Meningitis aséptica,

Virus de . o
. encefalomieloneuritis y
Epstein-Barr o Ae e
Gammaherpesvirinae EBV
Virus del
Sarcoma de Sarcoma de Kaposi

Kaposi (HHV8)

Tabla 1 Familia viral (Bascones & Pousa, 2011; Sharma et al., 2016). Subfamilias de
los herpes virus y representantes mas importantes de cada una de ellas, asi como las
enfermedades que producen en los humanos.



1.2 Estructura viral de HSV-2.

El genoma del HSV-2 esta compuesto por una cadena larga de DNA bicatenario de
152 Kb, el cual contiene al menos 74 genes (Ver figura 1, rectAdngulos negros) (Unemo
et al., 2013). El genoma se compone de dos segmentos unidos covalentemente: la
secuencia Unica larga (UL) y la secuencia Unica corta (US) (Figura 1). Cada segmento
esta flanqueado por secuencias repetidas invertidas, las que delimitan a UL son TRL
e IRL ylas de US son IRSy TRS (Burrel et al., 2017).

UL uUs d
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Figura 1 Genoma de HSV-2 (Burrel et al., 2017). El genoma del virus esta constituido por
152 kb, y en la figura se representan los sitios genémicos importantes (ver texto).

El genoma del virus esta contenido en una capside icosaédrica, un tegumento formado
por una capa amorfa de proteinas que rodean la capside y una envoltura lipidica. En
la envoltura lipidica, una de sus principales glicoproteinas es la gG2 por ser un
distintivo entre el HSV-2 y el HSV-1 (Figura 2).
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Figura 2 Estructura caracteristica de los Herpesvirus (Bascones & Pousa, 2011).
Virus de DNA bicatenario, protegido por una capside, posee un tegumento, envoltura de
lipidica y picos de glicoproteina.

1.3 Ciclo de replicacion viral.

La adquisicion del HSV-2 suele ser consecuencia de la transmision por contacto
genital. El virus se replica en el area genital, perigenital o anal; ademas puede migrar
a las neuronas del ganglio sacro y establecer latencia. El virus debe entrar en contacto
con superficies mucosas o con piel erosionada para que se inicie la infeccion
(Bascones & Pousa, 2011).

El ciclo de replicacidon se puede dividir en fases:

i) Fase de entrada: la infeccién inicia con la union del virus a la superficie
celular y la fusién con la membrana plasmatica. La union a la superficie
celular tiene lugar a través de receptores celulares especificos, el HSV-2
reconoce y se adhiere al proteoglicano heparan sulfato a través de
glicoproteinas en la envoltura viral tales como gB y gC, en la superficie de la
célula (Bascones & Pousa, 2011; Jaishankar & Shukla, 2016).



ii)

La penetracidon de la capside viral puede ocurrir por fusion de la envoltura
con la membrana plasméatica o por endocitosis de viriones envueltos con la
fusion final de la envoltura con una membrana vesicular. Se requiere de la
glicoproteina gD en la envoltura del virus a través de su interaccién con uno
de los receptores: mediador de entrada de herpesvirus (HVEM) o nectina-1
y 2. En el citoplasma, la capside viaja al nucleo donde se libera el DNA viral
(Bascones & Pousa, 2011; Jaishankar & Shukla, 2016).

Fase de expresion de genes: existen otros componentes del virus implicado
en el desarrollo de la infeccion, por ejemplo, los codificados por UL41,
algunos de los cuales conllevan a la inhibicion de la sintesis de proteinas del
hospedero, destruyendo la mayoria de los RNA mensajeros. Lo anterior
permite que el HSV-2 controle la maquinaria de sintesis de proteinas y
aumente la eficiencia en la produccion de virus (Bascones & Pousa, 2011).

La sintesis de proteinas virales aparece en tres fases sucesivas: primero las
tempranas inmediatas (alfa), luego las tempranas (beta) y finalmente las
tardias (gamma). En la primera fase, la funcion de las proteinas es unirse al
DNA para regular la transcripcion del resto del genoma. En la segunda fase,
las proteinas virales estan involucradas en la sintesis del DNA. Entre ellas
esta la polimerasa viral y algunos factores de trascripcion. Finalmente, en la
tercera fase se sintetizan proteinas que son principalmente estructurales y
gue posteriormente serviran para el ensamblaje de nuevos viriones
(Bascones & Pousa, 2011; R. Whitley, Kimberlin, & Prober, 2007).

Combinacién, encapsulacion y salida: el ensamblaje se produce en el
nacleo. EI DNA viral se empaqueta en una capside preformada que contiene
a la proteasa viral. Para el ensamblaje se necesita la colaboracién de un
gran numero de proteinas no capsidicas. Al empaquetar el DNA, éste sufre

un proceso por el cual vuelve a ser lineal. La cdpside con el DNA se une a



la membrana interna nuclear y antes de pasar al espacio perinuclear, el
virion adquiere la envoltura para luego perderla en la membrana externa
nuclear.

A partir de entonces, el virus pasa al reticulo endoplasmatico, adquiriendo
de nuevo la membrana. Algunos autores apuntan a que el virion va al
citoplasma atravesando la membrana plasméatica, otros proponen que el
virus maduro pasa al aparato de Golgi y de ahi sale como si se tratara de
una proteina que se secreta, una vez ensamblado el virus, por medio de la
heparanasa que es una enzima que ayuda a la salida viral, actia
encendiendo el receptor de membrana heparan sulfato la cual despeja el
camino para que los virus salgan de la célula (ver figura 3). (Bascones &
Pousa, 2011).

JSurfing

HSV Virion

Glycoprotein
Capsid
Tegument

.Hepa'amse

Figuras 3 Ciclo de replicacion viral del HSV-2 (Jaishankar & Shukla, 2016). En la
imagen se muestra el ciclo de replicacién viral correspondiente al virus del herpes simplex tipo
2 (ver texto).



Una vez terminada la ronda de replicacion los virus recién ensamblados pueden
replicarse nuevamente en el sitio de entrada o establecer unainfeccion latente, durante
este proceso un viridn intacto o la capside se transporta de manera retrograda a las
neuronas de los ganglios de la raiz dorsal. En este sitio, después de otra ronda de

replicacion viral, se establece la latencia (Figura 4).

Después de que se establece la latencia, en una fraccion de individuos el virus se
reactiva y se traslada mediante transporte anterégrado a un sitio en o cerca del sitio
de entrada. Las reactivaciones ocurren después de una variedad de estimulos locales
0 sistémicos como el estrés, condiciones ambientales y otros factores desconocidos.
Se producen infecciones recurrentes cuando el virus se reactiva de manera repetida
en el individuo, de manera que el virus se vuelve evidente en los sitios mucocutaneos
como vesiculas de la piel o uUlceras de la mucosa (Jaishankar & Shukla, 2016; R.
Whitley et al., 2007) (Figura 4).
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Primary Infection Symptomatic : Release @.
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Figura 4 Infeccién primaria y reactivacion de HSV-2, y su relacién con las
manifestaciones clinicas (Jaishankar & Shukla, 2016). Cuando una persona se expone
al HSV-2, el virus infecta las células epiteliales. Dependiendo del sistema inmune del huésped,
la infeccion litica conduce a la eliminacion del virus que puede causar sintomas como Ulceras
0 permanecer asintomaticos, en la reactivacion los virus del ganglio sacro viajan al sitio de la



infeccion primaria o a las terminaciones nerviosas altas a través de una forma anterégrada en
la que la eliminacion del virus puede causar sintomas o0 permanecer asintomaticos
dependiendo del sistema inmunolégico del huésped.

1.4 Transmision.

El herpes genital causado por HSV-2 es considerado una infeccién de transmision
sexual. De acuerdo con la clasificacion de la transmisibilidad de las enfermedades
infecciosas, el HSV-2 pertenece a las infecciones virales de transmision directa. Esta
se da cuando el individuo infectado excreta particulas virales a través de sus
secreciones, piel o mucosas (Brown et al., 1995; Shafii & Burstein, 2009; Tronstein et
al., 2011b).

La diseminacién ocurre cuando el virus se encuentra en estado replicativo (en infeccion
primaria o reactivacion) se puede encontrar en mucosas, piel y fluidos del individuo
infectado, principalmente en el area genital, durante esta fase de la infeccion es mas
probable trasmitir el virus. Este proceso puede presentarse durante periodos
asintomaticos o generar lesiones microscopicas. Las lesiones microscopicas actian
como una entrada/salida directa del cuerpo lo que puede desencadenar su transmision
(Tronstein et al., 2011a).

Entonces, para adquirir el HSV-2 se requiere de un contacto con mucosa, piel o con
fluidos del individuo infectado en presencia o ausencia de lesiones. Cabe mencionar,
gue estas lesiones son consideradas factores de riesgo para la adquisicion del HSV-2

y de otros patégenos como el HIV (Suazo, Tognarelli, Kalergis, & Gonzalez, 2015).

Las mujeres adolescentes y jovenes son mas susceptibles a infecciones de
transmision sexual debido a la inmadurez, y en algunos casos, a lo incompletamente
estrogenizado del cérvix, lo cual se caracteriza por la presencia de epitelio columnar

gue se extiende al ecto-cérvix. Este epitelio es mas susceptible a patdgenos, al



contrario del epitelio escamoso que recubre la vagina y el cérvix en mujeres adultas
(Shafii & Burstein, 2009).

Aunado a lo anterior, los niveles bajos de estrogenos presentes en la adolescencia
temprana tienen como consecuencia un tejido genital mas delgado. Ademas, hay una
excitacion sexual insuficiente por lo que hay una mala lubricacion vaginal antes de una
penetracion, lo que podria ocasionar en mujeres adolescentes y jévenes un mayor
riesgo de sufrir un trauma o irritacién del tejido genital femenino que posteriormente

podria permitir la entrada a patdégenos (Shafii & Burstein, 2009).

Una mujer embarazada infectada por HSV-2 es capaz de transmitir este virus al
neonato a través de la excrecion viral genital, con o sin sintomas, alrededor del
momento del parto; esto se conoce como transmision vertical y causa la infeccion
conocida como herpes neonatal (Baquero et al., 2018; Garland & Steben, 2014; Grose,
2012).

El HSV-2 puede transmitirse de forma transplacentaria (5-8% de los casos) y
posnatalmente (8-10%), aunque la ruta principal es a través del paso por el canal de
parto en un 85%. Cuando esto sucede, el HSV-2 se puede inocular en o0jos,
nasofaringe o abrasiones en la piel o la mucosa del producto. EI mayor riesgo de
transmision al feto o al neonato es una infeccion primaria en una madre cercana al
trabajo de parto o en el ultimo trimestre. La infeccion antes del embarazo o antes de la
gestacion permite la conversion y transmision de anticuerpos neutralizantes al lactante,
sin estos anticuerpos neutralizantes el riesgo de transmision es del 50%. Si el HSV-2
no es neutralizado en los neonatos, estos presentan principalmente dafio a nivel del

sistema nervioso (Baquero et al., 2018; Garland & Steben, 2014; Grose, 2012).
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1.5 Manifestaciones clinicas.

El HSV-2 causa la entidad clinica llamada herpes genital. Adicionalmente, este puede
infectar sitios como la boca y las superficies mucosas, de acuerdo con el sitio de
infeccidn, son diversas las enfermedades o patologias asociadas (Suazo et al., 2015)
(Figura 5). Sin embargo, la infeccion no necesariamente causa enfermedad,
actualmente se considera que hasta el 80% de los casos son asintomaticos (Unemo
et al., 2013).

Encephalitis /5 3
HSV-1 N AT
Keratitis LS =0,

HSV-1 —

Bell’s palsy -
HSV-1

Meningitis usv-1> Hsv-2
Mollaret’s syndrome

DR HSV-2
Retinitis nsv-2

Conjuntivitis
Oral herpes (labialis)
HSV-1 > HSV-2

Gingivostomatitis
HSV-1

Eczema herpeticum
HSV-1

Herpes gladiatorum
HSV-1

Lungs
Kidneys | Hsv-1
Liver

Herpetic whitlow

HSV-1 /
s

@ Infection sites l

Genital herpes
Primary: HSV-1 > HSV-2
Recurrent: HSV-2 > HSV-1

Figura 5 Sitios de infeccidon de los Herpesvirus y las enfermedades relacionadas
(Suazo et al.,, 2015). Se muestran las enfermedades asociadas al HSV-2 con su
correspondiente sitio de infeccion.

Cuando el hospedero esta expuesto por primera vez al virus se le denomina infeccion
primaria. Durante esta fase, el virus infecta las células epiteliales. Usualmente las
infecciones primarias son clinicamente mas severas y probablemente con mayor
sintomatologia, dependiendo del sistema inmune del hospedero. Entre los sintomas
generalizados que se pueden presentar estan la fiebre, picazén, dolores musculares

en la parte inferior del cuerpo, cefalea, malestar, mialgias, formacion de una amplia
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distribucion de vesiculas que evolucionan a lesiones planas que pueden aparecer en

los genitales, pasado el tiempo las ampollas empiezan a sanar (Unemo et al., 2013).

Desde que se adquiere el virus hay un periodo de incubacion, posteriormente se
presentan los sintomas generalizados, unos dias mas tarde aparecen vesiculas que
conforme pasa el tiempo pasan a lesiones denominadas Ulceras. Estas lesiones
herpéticas contienen altas cantidades de viriones y leucocitos infiltrantes que
combaten la infeccién, por lo que se considera esta etapa la de mayor probabilidad de
contagio; una vez pasado alrededor de 2-21 dias se da el establecimiento de costras
que se resuelven sin escarificacion (Suazo et al., 2015; Unemo et al., 2013) (Figura 6).

Duracién de la excrecion del virus

Vesicula Ulcera himeda Cicatrizacion
pastula tlcera y costra
' > N
Sintomas ’ X Sintomas
2 gerferalizados, / “ Jocales
S 4 \
K= \
w / \
/ \
/ \
/ \

6 -4 2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 Dias
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Figura 6 Duracion de la excrecion viral y evolucion de las lesiones herpéticas
(Unemo et al., 2013). En la infeccién por HSV-2 se presentan sintomas generalizados y
sintomas locales, los cuales pueden durar aproximadamente 12-14 dias al igual que la
excrecioén del virus en zona genital, sin embargo no todas las infecciones presentan sintomas
ya que la mayoria son asintomaticas.

En las mujeres, los sitios mas comunes de aparicién de estas lesiones son el cuello
del Gtero, vagina, labios mayores y menores, y la regién perianal. En los hombres, las
lesiones se presentan principalmente en el eje o en el glande del pene; las lesiones
anales se reportaron mayoritariamente en hombres que tienen sexo con hombres. El

herpes genital también causa sintomas atipicos, es decir, las lesiones aparecen en
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lugares como muslos y gluteos (Garland & Steben, 2014; Sauerbrei, 2016; Unemo et
al., 2013).

1.6 Diagnaostico.

El diagndstico de herpes genital basado Unicamente en manifestaciones clinicas
puede llegar a ser poco preciso y engafioso debido a que los signos y sintomas pueden
ser confundidos con otras infecciones; por ejemplo, con Treponema pallidum. Ademas,
un estado de coinfeccion hace mas complejo el cuadro clinico y, por lo tanto dificulta
el diagnostico de herpes genital (Sauerbrei, 2016; Unemo et al., 2013; R. Whitley et
al., 2007).

Existen varios métodos de laboratorio para el diagndstico de la infeccién por HSV-2, la
diferencia en cada uno de estos métodos es la sensibilidad y especificidad de cada
uno de ellos (Sauerbrei, 2016; Unemo et al., 2013).

La sensibilidad se define como la probabilidad de que un individuo enfermo tenga un
resultado positivo en la prueba, detecta a los verdaderamente enfermos. La
especificidad define la probabilidad de que un individuo sano tenga un resultado
negativo en la prueba, excluye a los verdaderamente sanos (LeGoff, Péré, & Bélec,
2014; Unemo et al., 2013).

Los siguientes son algunos métodos diagnosticos de laboratorio para determinar la
presencia de HSV-2.

e Examen citoldgico: La observacién directa de la muestra y examenes citolégicos

han observado baja sensibilidad y especificidad. Entre estos se encuentran los

frotis de Tzanck o las tinciones de Papanicolaou y Romanovsky. Sin embargo,

el diagnostico de cervicitis herpética puede ser un hallazgo incidental durante el
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examen de frotis de Papanicolaou que se realiza con la citologia del cuello
uterino, por lo que no se utiliza como prueba diagnostica directa (Unemo et al.,
2013).

Deteccion de anticuerpos: ELISA (del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay) la més utilizada es la ELISA de tipo indirecto. Por medio de esta técnica
se puede detectar la presencia de un anticuerpo especifico contra un antigeno
deseado. Una muestra de suero problema se afiade a un pocillo de una placa
recubierta con antigeno, lo que permite, si es que existe el anticuerpo en
cuestion en la muestra problema, que al fondo de la placa se genere el complejo

(antigeno-anticuerpo).

Deteccion de los antigenos virales: En el material biologico de las lesiones
mucocutdneas es posible detectar el antigeno viral ~mediante
inmunofluorescencia directa, la tincion de la inmunoperoxidasa o el ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas (EUROIMMUN, 2016; Unemo et al., 2013).

La inmunofluorescencia directa se puede calificar como una prueba de
diagnostico rapido. Los antigenos del HSV-2 se detectan mediante anticuerpos
monoclonales especificos marcados con fluoresceina. Una de las limitaciones
de esta técnica son el tiempo prolongado de realizacion, el costo relativamente
alto debido a los reactivos y equipamiento, una baja sensibilidad. En
comparacion con el cultivo celular, ofrece una sensibilidad del 70% al 90% en
los casos de enfermedad sintomatica y mucho mas baja en los casos
asintomaticos. Lo anterior excluye su uso en ausencia de lesiones (Unemo et
al., 2013).

La tincioén indirecta con inmunoperoxidasa utiliza un microscopio de luz normal.
Las muestras se preparan de igual manera que las destinadas a la

inmunofluorescencia directa y se incuban con anticuerpos monoclonales o
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policlonales especificos del HSV-2. La fijacion evidencia un anticuerpo marcado
con peroxidasa, dirigido contra inmunoglobulinas (ratén o conejo), mediante los
métodos de la inmunoperoxidasa. Tanto la inmunofluorescencia directa y la de

la peroxidasa ofrecen una sensibilidad similar (Unemo et al., 2013).

Mediante la prueba clasica de ELISA indirecta se pueden detectar también
proteinas herpéticas en muestras clinicas, esta emplea un anticuerpo policlonal
o monoclonal especifico del HSV-2. En comparacion con el cultivo viral esta
prueba ofrece una sensibilidad (en pruebas comerciales) similar o superior a
95% y una especificidad de 62-100% en pacientes sintomaticos; sin embargo,
la sensibilidad (prueba de ELISA comercial) es inferior en los frotis de cuello

uterino y de uretra (Unemo et al., 2013).

Cultivo viral: Las células que se utilizan con mayor frecuencia en el aislamiento del
HSV-2 a partir de muestras clinicas son los fibroblastos diploides primarios humanos
y las lineas celulares como las células MRC-5 (fibroblastos humanos), las células Vero
(rindn de monos), las células Hep-2 (carcinoma escamocelular laringeo), entre otras
(Unemo et al., 2013).La presencia del HSV-2 en los cultivos celulares provoca un
efecto citopatico que puede observarse entre las 24 y 72 horas después de la
inoculacion. Este efecto se caracteriza por la transformacion de las células alargadas
y dispersas en agrandadas, refringentes, redondeadas, “en baldén”, cuyo numero
aumenta y adquieren una apariencia granular. Se puede observar necrosis focal de las
célulasy sincicios, y células gigantes multinucleadas en el borde de los conglomerados
de células infectadas por el virus (Unemo et al., 2013) (Figura 7). Una vez observado
el efecto citopatico, se puede hacer confirmacion a través del reconocimiento con
anticuerpos especificos o la deteccion del DNA viral por métodos de amplificacion

molecular.
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Figura 7 Efecto citopatico caracteristico del HSV-2 en células MRC-5 (Unemo et
al.,, 2013). En la imagen 1, se observa una monocapa confluente de fibroblastos diploides
humanos MRC-5 sin infeccion; En la imagen 2, el efecto citopatico ocasionado por HSV-2.

El diagnéstico de la infeccion por HSV-2 en el cultivo tisular ofrece una baja
sensibilidad, pues el virus se aisla de las lesiones en aproximadamente 80% de las
infecciones primarias, y solo en 25-50% de las lesiones recurrentes. El aislamiento es
de menor proporcion en las personas cuyas lesiones estan en via de curacion. La
imposibilidad de detectar el HSV-2 en cultivo no significa que no exista una infeccion
herpética. El aislamiento del virus en cultivo celular ha constituido la piedra angular del
diagnéstico de la infeccién, pero solo es factible en los laboratorios especializados
(Unemo et al., 2013).

Las ventajas del cultivo consisten en su alta especificidad y la recuperacion de cepas
virales que se pueden tipificar y someter a la prueba fenotipica de sensibilidad a los
medicamentos antivirales. El cultivo es costoso, exige una gran intensidad de mano de
obra, es lento y su sensibilidad diagndstica es menor que la sensibilidad de las técnicas
de diagnéstico molecular. El retraso en la preparacion y la falta de cadena de frio
después de la toma de la muestra disminuyen de manera considerable el rendimiento

diagndstico (Unemo et al., 2013).

Técnicas de diagndstico molecular: Reaccidén en cadena de la Polimerasa (del inglés
Polymerase Chain Reaction -PCR-): El PCR permite la deteccién del DNA del HSV-2
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en las muestras clinicas. Esta técnica hace posible la reaccion de amplificacion en un

solo tubo y facilita las condiciones de realizacién (Unemo et al., 2013).

Los primers de las secuencias de DNA del Virus del Herpes Simplex que son comunes
al HSV-1y el HSV-2 (gen de la polimerasa del DNA [gen pol F], de la cinasa de timidina
o del dominio B de la glicoproteina del Virus del Herpes) pueden detectar el DNA de
ambos virus. Los primers y las sondas de secuencias de DNA especificas del HSV-1
o el HSV-2, como los genes gG, gD, o gl, permiten la amplificacién solamente de uno
de los 2 tipos del virus herpético (Unemo et al., 2013).

Las técnicas de diagnostico molecular representan actualmente el método mas
sensible de deteccion del HSV-2 a partir de muestras genitales. Se ha demostrado que
las pruebas por PCR ofrecen tasas de deteccion de 11-71% superiores al cultivo viral.
Ademas, estas técnicas permiten detectar la excrecion asintomatica de HSV-2. Sin
embargo, un resultado negativo del PCR no indica la ausencia de infeccion pues la
excrecion del virus es intermitente. La utilizacion de técnicas moleculares en el
diagnostico del HSV-2 permite condiciones de transporte de las muestras menos
estrictas que las necesarias en el diagnéstico por cultivo (Jaishankar & Shukla, 2016;
Unemo et al., 2013).

1.7 Tratamiento.

La infeccion por HSV-2 no tiene cura, pero sus manifestaciones son tratables. Existen
tres clases de medicamentos aprobados para las infecciones por HSV-2, las cuales se
dirigen a la replicacion viral: analogos de guanosina, analogos de nucledétidos aciclicos
y piroanalogos de fosfato; los cuales son analogos de nucleésidos y se utilizan para

inhibir la DNA polimerasa viral. Entre estos se encuentran: el Valaciclovir (VLV) que es
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analogo de Acyclovir, Cidofovir, Forcanet y Famciclovir (Jiang, Feng, Lin, & Guo, 2016;
Tuset, Lopez, Cervera, Moreno, & Miré, 2010).

Para infecciones primarias donde los sintomas pueden ser graves, la terapia antiviral
generalmente se inicia antes de que se presenten los sintomas con ayuda del
diagnéstico de laboratorio, la duracion de esta terapia puede ir de 7-10 dias o hasta
gue las lesiones sanan (R. Whitley et al., 2007).

Cuando existe dolor se puede incluir el uso de analgésicos o bafios de asiento. Cabe
mencionar que estos tratamientos, si bien inhiben la replicacién viral y disminuyen los
sintomas de la infeccidn primaria o brotes por reactivacion, el virus permanecera de

por vida en el individuo infectado (Sauerbrei, 2016).

1.8 Epidemiologia.

Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), para 2012 se estim6 que en el
mundo habia 417 millones de personas de 15- 49 afios (11%) infectadas por HSV-2.
Asi mismo, se encontré que hay mas mujeres que hombres infectados, 267 y 150
millones respectivamente (Organizacion Mundial de la Salud, 2017).

En México, la cifra de infectados por HSV-2 es de 2,915 hombres y 2,893 mujeres para
la semana epidemiolégica 44 del afio 2019. Respecto al estado de Morelos, se
reportaron 22 hombres y 27 mujeres infectados por HSV-2 para la misma semana y
afo, segun datos de Direccion General de Epidemiologia (DGE) (Secretaria de Salud,
2019). Herrera et al., 2013 report6é que la prevalencia de HSV-2 en una muestra total
de 2300 mujeres embarazadas y puérperas de Morelos (México) fue de 14.5%. Para
el grupo de mujeres menores de 20 afos, esta prevalencia resulté del 8.6%, y en
mujeres 21 a 30 afios fue de 14.3% (Herrera et al., 2013).
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Adicionalmente la OMS reporta que a nivel mundial de cada 100,000 recién nacidos
10 (el 0.01%) presentan herpes neonatal, la cual es una infeccién producida por algun
tipo de Herpesvirus y que se adquiere principalmente a través del paso por el canal de
parto (Organizacion-Mundial-de-la-Salud, 2017).

La tasa de incidencia de herpes genital en mujeres adolescentes en México ha ido en
aumento, segun lo reportado por la direccién general de epidemiologia. En el grupo de
edad de 10-14 afios a nivel nacional, la incidencia aument6 2.91 veces el numero de
casos por cada 100,000 habitantes entre el periodo 2003-2018. Asi mismo, se
presentd un aumento en la incidencia en el grupo de edad de 15-19 afios de 2.39 veces
el nimero de casos por cada 100,000 habitantes, para el mismo periodo antes
mencionado. Para el grupo de edad de 20—24 afios se presenté un aumento 1.98 veces
el numero de casos por cada 100,000 habitantes a nivel nacional y entre los afos
2003-2018 como se puede apreciar en la figura 8 (Secretaria de Salud, 2019).
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Figura 8 Graficas de laincidencia de herpes genital en mujeres por cada 100, 000
habitantes en México (Secretaria de Salud, 2018). del herpes genital en Morelos y en
México en mujeres desde el afio 2003-2018, en varios casos se observa que Morelos
sobrepasa la incidencia reportada a nivel nacional.
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2. JUSTIFICACION

La infeccion con el HSV-2 afecta las mucosas genitales, principalmente en mujeres.
Asi mismo, las mujeres jovenes se encuentran en mayor riesgo debido a la inmadurez
de estas mucosas. Aunado a lo anterior, el HSV-2 es un virus capaz de atravesar la
barrera placentaria y de infectar al recién nacido a través de su paso por el canal de
parto. De acuerdo con estudios previos, en nuestro pais se haincrementado el nimero
de embarazos en adolescentes, ademas pocas de ellas son tamizadas en busqueda
de patdgenos como el HSV-2 y la mayoria de las infectadas son asintomaticas. Pese

a lo anterior, los datos de prevalencia e incidencia de esta infeccidén son limitados.

Por lo que es recomendable generar informacion sobre el estatus epidemiologico de
la infeccion por HSV-2 en mujeres jovenes embarazadas en el estado de Morelos;
como un apoyo a la estimaciéon de la prevalencia en dicha poblacion y como dato de

alerta para la posible transmision vertical y presentacion de casos de herpes neonatal.
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3. HIPOTESIS

Si la prevalencia de HSV-2 en Morelos se calculd del 8.6% para mujeres jovenes
embarazadas y puérperas entre el 2006 y 2009, entonces se espera encontrar una
prevalencia similar o mayor en el grupo de estudio de acuerdo con el aumento en la

incidencia de herpes genital.

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar la prevalencia y diseminacion de HSV-2 en mujeres embarazadas de 10-
24 afos que asistieron a tres centros de salud en Morelos, durante los meses de
octubre de 2018 a octubre de 2019.

4..1 Objetivos especificos.

e Detectar anticuerpos contra el HSV-2 en muestras de suero de mujeres

embarazadas de 10-24 afos.

e |dentificar la diseminacion de HSV-2 en muestras de exudados genitales de las

mujeres embarazadas de 10-24 afios.
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5. METODOLOGIA

Se parte de una poblacion de mujeres embarazadas de 10 a 24 afos a las cuales se
les solicité firmar un consentimiento o asentamiento informado segun correspondiera,
adicional a esto también se les solicitd dos muestras biolégicas, una de ellas es la
sangre de la cual se utiliza el suero que fue procesado por la técnica de Elisa en busca
de anticuerpos IgG contra HSV-2, las muestras con resultado positivo e
indeterminadas se confirmaron mediante la técnica de Western blot, con los resultados
se calculé la seroprevalencia. La otra muestra bioldgica que se solicité fue un exudado
vaginal, a partir de esas muestras se llevo a cabo la extraccion de DNA, con las
muestras de DNA provenientes de exudado vaginal se realizé un PCR en tiempo real
para la amplificaciéon de un fragmento de 3-globina, ademas de un PCR en tiempo real
para la amplificacion de HSV-2, los resultados se analizaron y con ello se calculo la
prevalencia de diseminacion. La estrategia experimental general del proyecto esta

representada en la figura 9.

Mujeres Exudado
embarazadas vaginal
Sangre 10-24 anos
Extraccion de
DNA
Suero Consentimiento
informado y
cuestionario PCR en tiempo
ELISA y Western real HSV-2
Blot (IgG) Muestras
bioldgicas + —

- &

Seroprevalencia
HSV-2

Prevalencia de
diseminacion genital de
HSV-2

Figura 9 Estrategia experimental general desarrollada en el proyecto. La imagen
muestra la estrategia experimental desarrollada en el proyecto.
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5.1 Poblacion de estudio.

La poblacion de estudio de este trabajo forma parte del proyecto “Participacion de la
microbiota vaginal para el riesgo de las infecciones de trasmision sexual durante el
embarazo de mujeres de 10-24 afos”. El cual se realiza en el Centro de
Investigaciones Sobre Enfermedades Infecciosas (CISEl) del INSP, con la
colaboracion de los Servicios de Salud en Morelos (SSM). El objetivo del estudio
primario es evaluar la diversidad de la microbiota vaginal y su asociacion con la
presencia de infecciones de transmision sexual durante el embarazo (comun. pers.
Herrera et al., 2018).

Se incluyeron mujeres de 10-24 afos (adolescentes y jovenes) que acuden a los
Servicios de Salud de Morelos para su atencion y acepten participar en el estudio.
Ademas de requiri6 de un consentimiento y/o asentimiento informado segun
corresponda), un cuestionario sociodemogréafico y de comportamiento sexual, una
muestra de sangre venosa (6 ml) y una de exudado vaginal en cada una de las visitas
de revision ginecoldgica (una por trimestre). Las muestras colectadas se denominaron
de acuerdo con el numero de visita (Herrera et al., 2018). Las mujeres fueron captadas
en tres Centros de Salud de Morelos (Cuernavaca, Tlaltenango y Yautepec); para el
desarrollo de este protocolo se procesaron muestras colectadas desde el mes de
octubre de 2018 hasta el mes de octubre de 2019 (Herrera et al., 2018).

5.2 Ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA).

La deteccion de anticuerpos anti-HSV-2 en la poblacién de estudio se realizé con el
estuche comercial EUROIMMUN Anti-HSV-2 (gG2) ELISA (IgG) que es un ELISA
indirecto de la compafia Euroimmun. El procedimiento, la validacion y la evaluacion

de los resultados se realiz6 de acuerdo a las instrucciones del fabricante y a la
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experiencia del personal del laboratorio de Serologia e Infecciones de Transmision
Sexual del Instituto Nacional de Salud Publica (Anexo 1y 2) (EUROIMMUN, 2016).

Brevemente, el suero se diluye 1:101 y se colocan 100 ul de este en la placa
antigenada, incubando durante 30 min a temperatura ambiente (18-25°C). Al cabo de
este tiempo se retira el suero y la placa se lava 3 veces con el buffer de lavado 1X (en
equipo lavador de placas COMBIWASH HUMAN18460), para posteriormente
incubarse con el anticuerpo conjugado a peroxidasa durante 30 min. El revelado se
realiza posterior a 3 lavados, e incubandose con el sustrato durante 15 min,
posteriormente se agrega 100 ul buffer de parada. La absorbancia se midié en un
espectrofotometro de microplacas o lector de microplacas de ELISA. La validacion de
la placa se llevo a cabo con forme lo recomendado por el fabricante, los resultados se
calcularon mediante el calculo de la razon, como numerador se coloca el valor de
extincion del control o de la muestra y como denominador el valor de extincion del
calibrador 2, (el valor de la extincion es valor de la O.D a 620nm — el valor de O.D a
450nm). Anexo 1, hoja de trabajo ELISA.

Una vez calculado las ratios o las razones de las muestras se catalogaron como
negativos a IgG contra HSV-2 las muestras con valor <0.70, indeterminado a 1gG
contra HSV-2 en el intervalo <0.70 a <1.10 y positivos a IgG contra HSV-2 aquellas

muestras con un valor 21.10.

5.3 Western blot antiHSV-1 / HSV-2.

La técnica Western se utilizo para identificar proteinas especificas de HSV-1 y HSV-2
en la poblacién de estudio, con la finalidad confirmar las muestras positivas o
determinar el estatus de las muestras que resultaron indeterminadas por el método de
ELISA. Se utilizé el estuche comercial EUROIMMUN Anti-HSV-1 / HSV-2 ¢gG-2
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EUROLINE-WB (IgG), el cual contiene tiras con extractos de antigenos de HSV-1(gC-
1y gG-1) y con la glicoproteina G-2 de HSV-2.

El procedimiento inicié con el bloqueo, se agregd 1.5 ml de buffer universal 1X a las
tiras que contienen los antigenos por 15 min en agitacion, se deseché el buffer y se
incubd con 1.5 ml de suero diluido 1:51 durante 30 min en agitacién, le lavaron las tiras
con buffer universal 1X, 3 veces cada una durante 5 min en agitacion, se agreg6 1.5ml
de conjugado enzimatico (1:10) por 30 min en agitacion se volvié a lavar como
anteriormente se menciond, y se agrego 1.5 ml de sustrato (NBT/BCIP) por 10 min en
agitacion se extrajo el liquido y para detener lareaccion se enjuago6 con agua destilada,
los resultados se leyeron con una tira control proporcionada por el fabricante, como se

presenta en la figura 10 (Anexo 3).

{ Anlegebalken
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Figura 10 Tira control de Western blot. En la figura A, se puede observar la tira
control proporcionada por el fabricante en donde se muestra la banda correspondiente
al control de muestra, la banda correspondiente a la glicoproteina G-2 correspondiente
a HSV-2 y las glicoproteinas G-1 y C-1 correspondientes a HSV-1.
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5.4 Calculo de la seroprevalencia del HSV-2.

De acuerdo con el objetivo del estudio, la seroprevalencia de HSV-2 se definié como
la porcion de la poblacion positiva a IgG contra HSV-2 en el momento que se esta
llevando a cabo este estudio, entre el total de las participantes. Para obtener la

seroprevalencia se utilizé la siguiente formula:

N° de muestras positivas
X 100 = Seroprevalencia

N° de muestras totales procesadas

El numerador incluyo los resultados positivos obtenidos del ensayo de ELISA ademas
de los positivos del Western blot; mientras que el denominador correspondio al total
de muestras procesadas. Es importante mencionar que, para efectos de este trabajo,
la prevalencia solo incluyo alas muestras de primera vez (primera toma) de las mujeres

embarazadas de 10-24 afos.

5.5 Extracciéon y purificacion de DNA.

La extraccion del DNA se realiz6 mediante el método de adsorcion en columnas de
silice con el estuche comercial ZYMO RESEARCH Quick-DNA™ Miniprep Plus Kit. El
método incluye tres etapas consecutivas: digestion de la célula (lisis celular),
inactivacion de las nucleasas intracelulares y separacion de los acidos nucleicos de
los demas componentes celulares (Hoja de trabajo: Extraccion de DNA, anexo 4). En
resumen, a 200 ul de exudado vaginal se agregan 200 ul de buffer de biofluido ademas
de 20 ul de Proteinasa k y se incuba durante 10 min para permitir la lisis celular,
posteriormente se agregan 420 ul de buffer de union genémica, se homogeneizo la
mezcla y se coloca en una columna y un tubo colector que contiene una membrana de
silice en la que se recolecta el DNA, se centrifuga a 12,000 x g por 1 min, se deshecha

el liquido y el tubo colector y se cambia por una nuevo, se agregan 400 pl de buffer de
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pre-lavado se centrifuga a 12,000 x g y se retira el liquido del tubo colector, se agregan
700 pl de buffer de lavado, se centrifuga a 12,000 x g por 1min, se retira el liquido del
tubo colector, se agregan nuevamente 200 ul de buffer de lavado, se centrifugo a 12,
000 x g por 1 min, se retira el liquido del tubo colector, se deshecha, se coloca la
columna en un tubo de centrifuga limpio y se agregan 40 ul de buffer de elusién
previamente calentado a 70°C y se incuba a temperatura ambiente durante 7 min, se
centrifuga a maximo nivel y se desecha la columna, el DNA obtenido se cuantifica en

el NanoDrop (ver anexo 4).

5.6 PCR punto final parala amplificacion de HSV-2.

La presencia de HSV-2 en las muestras de exudado vaginal se determiné mediante la
amplificacion por PCR de un fragmento genomico de 151 pb (extension de 63300 a
67071 pb) (Figura 11). Se utilizaron los primers F1qVHS2 y R2qVHS2 (Ver tabla 2).

TcalCacegacaagoteaaaete ccagctacaagctgaacgeecgtcgecgaggecgtcttgaaggacaa
gaagaaggatctgagctaccgcgacatccccgectactacgectccgggeccgegcagegeggg

g

Figura 11 Amplicén de HSV-2 de 151 pb (resaltado en negritas) (D. N. Vergara-
Ortega, 2014). Pertenece al gen UL30, primers resaltados en color morado.
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Caracteristicas de los primers para amplificar HSV-2
F1qVvHS2 R2qVHS2

Secuencia (5'-
3) tcaccgacaaggtcaaactc acacaatactcgccgatcac

Tamafio (Pb) 20 20

50 50
3 (-1.2,-0.43,-0.42 Kcal. Mol %) 3(2-2.58 Kcal. Mol -1)

7(-4.41 a -1.34 Kcal. Mol -1) 7 (-5.19 a -0.96 Kcal. Mol -1)
10 (-5.19 a -1.34 Kcal. Mol )

BLAST SOLO HSV-2

Tabla 2 Caracteristicas de los primers F1qVHS2 y R2qVHS2 (tomado de (D.

Vergara-Ortega et al., 2018)). La tabla 2 describe los resultados obtenidos del andlisis de
los primers con el software Oligo Analyzer 3.0.

La mezcla de reaccion de PCR para la amplificacion de cada muestra se llevé acabo
a un volumen de 25 pl y contenia lo siguiente: se utilizd 1 yl de DNA, en un tuvo para
PCR se agreg6 buffer de KCI a una concentracién final de 1X, 2.5 mM de MgCly,
0.32mM de dNTP’s, 0.1 u/ul de Taq polimerasa, 1uM de cada uno de los primers
(F1gVHS2 y R2qVHS2), posteriormente se homogenizé la mezcla, y se coloco en el
termociclador. Las condiciones del programa de PCR se describen a detalle en el
anexo 5.

El PCR punto final se estandarizé utilizando DNA proveniente del cultivo de HSV-2
cepa G en células Vero. El amplicén se visualizé por medio de una electroforesis en
gel de agarosa al 2% (ver anexo 6). El producto obtenido (HSV-2 151pb), se purifico a
partir de su banda en el gel de agarosa con el estuche comercial DNA extraction kit
Pure Extreme #K0513 de Fermentas. Este producto fue utilizado como control positivo

para los experimentos de PCR en tiempo real para amplificar HSV-2.
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5.7 PCR en tiempo real para la amplificacion de HSV-2 (151pb).

El protocolo para la amplificacién de este fragmento se llevé a cabo conforme a lo
reportado por Vergara Ortega (2014; 2018) la mezcla de reaccién para una muestra
de este PCR en tiempo real se llevé a cabo a un volumen total de 12 pl, que contenia
1X de Maxima SYBR Green, 0.3uM de cada uno de los primers, y 1 yl de DNA,
posteriormente la mezcla se homogeneizo y se coloco en el termociclador previamente
programado con las condiciones propias del experimento (ver anexo 8). Las muestras
gue amplificaron el producto esperado antes del ciclo 35 fueron consideradas positivas

a HSV-2 y se denominaron como muestras con diseminacion viral.

5.8 Calculo de la prevalencia de diseminacién de HSV-2.

La prevalencia de diseminacion fue calculada con la formula utilizada anteriormente
para la seroprevalencia, en cuyo caso el numerador representa las muestras positivas
a diseminacion viral; y como denominador al total de muestras procesadas por PCR.

(seropositivas a VHS-2).

6. RESULTADOS

6.1 Descripcion de la poblacion.

Se incluyeron en el estudio 480 mujeres embarazadas que asistieron a los centros de
salud Yautepec, Cuernavacay Tlaltenango. El periodo comprendi6 de octubre de 2018
a octubre de 2019 (Tabla 4). La mayoria de las mujeres tenian entre 20-24 afios (259,
53.96%), mientras que solo el 2.5 % (12) estaban en el intervalo de edad de 10 a 14
afos, el resto (209, 43.5%) tuvieron entre 15 y 19 afios. La mayoria pertenecen al
centro de salud ubicado en Yautepec (62.29%), mientras que del centro de salud de

Tlaltenango solo se captaron siete mujeres (1.46 %). Por trimestre de embarazo, se
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observé que la mayoria fueron incluidas en el estudio cuando cursaban su segundo
trimestre de embarazo (39.58%), dos de las mujeres incluidas desconocian su

trimestre de embarazo al momento de su inclusién en el estudio, Tabla 3.

Variables Categorias N Porcentaje %
10-14 12 25
15-19 209 43.54
20-24 259 53.96

Tlaltenango 7 1.46
Leyva 174 36.25
Yautepec 299 62.29

Se desconoce 2 0.42
Primero 125 26.04
Segundo 190 39.58
Tercero 163 33.96

Tabla 3 Descripcion de la poblacion de primera visita. En la tabla se observan las
variables edad, centro de salud y trimestre de embarazo y el porcentaje correspondiente a
cada una.

6.2 Deteccion de anticuerpos anti HSV-2 en mujeres adolescentes y
jovenes embarazadas.

En total se procesaron 617 muestras de suero pertenecientes a 480 mujeres
embarazadas (480 muestras de primera visita,123 muestras de segunda visita y 14
muestras de tercera visita). De las 480 muestras de suero procesadas de primera
visita, se detectaron 34 mujeres positivas a anticuerpos contra HSV-2 (tabla 4), 429
negativas y 17 mujeres con resultado indeterminado. Estas Ultimas se procesaron
nuevamente por medio de Western blot para determinar su estatus serologico. Las

muestras positivas fueron procesadas en una ocasién por el mismo ELISA.
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Cédigo de ELISA1 ELISA2 ESTATUS
participante
M534-1 3.773 4.031 Positivo

M157-1 3.308 2.913 Positivo
M434-1 2.817 3.355 Positivo
M477-1 2.755 2.636 Positivo
M317-1 2.580 2.497 Positivo
M144-1 2.508 2.828 Positivo
M174-1 2.492 3.087 Positivo
M375-1 2.420 2.959 Positivo
M399-1 2.358 2.872 Positivo
MO064-1 2.151 2.151 Positivo
M145-1 2.106 1.403 Positivo
M158-1 1.948 2.380 Positivo
M447-1 1.860 2.073 Positivo
M193-1 1.822 2.803 Positivo
MO067-1 1.773 2.682 Positivo
M143-1 1.766 2.751 Positivo
M457-1 1.747 2.043 Positivo
M392-1 1.746 2.197 Positivo
M308-1 1.671 1.638 Positivo
MO087-1 1.670 1.975 Positivo
M151-1 1.649 1.373 Positivo
M147-1 1.647 2.435 Positivo
M013-1 1.615 1.931 Positivo
M264-1 1.575 1.442 Positivo
M401-1 1.575 1.927 Positivo
M479-1 1.561 1.433 Positivo
M426-1 1.451 1.847 Positivo
M391-1 1.438 1.748 Positivo
M412-1 1.425 1.943 Positivo
M237-1 1.383 1.872 Positivo
M084-1 1.328 1.439 Positivo
MO74-1 1.288 1.16 Positivo
M302-1 1.248 1.345 Positivo
M452-1 1.117 1.611 Positivo

Tabla 4 Resultados positivos de las muestras de primera visita procesadas por
el estuche comercial EUROIMMUN Anti-HSV-2 (gG2) ELISA (IgG). El valor de la
razén de ELISA de las muestras procesadas en dos ocasiones para confirmar su estatus
(ELISA 1y ELISA 2), si eran concordantes se consideraron positivas de acuerdo al punto de
corte establecido (>1.10).
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6.3 Distribucidn de frecuencias de la razon de absorbancia (ELISA).

El estuche comercial EUROIMMUN Anti-HSV-2 (gG2) ELISA (IgG), recomienda que el
intervalo de las muestras consideradas indeterminadas sea de 20.80 a <1.10. Al
analizar la distribucion de la razén de absorbancia de las muestras procesadas, nos
percatamos que el punto de corte de las muestras indeterminadas puede ser ampliado
a 20.70 - <1.10 debido a que la distribucién de la razén en el intervalo 0.81-1 es muy
similar a la del intervalo 0.61-0.8 (figura 12). Por lo que ampliar el intervalo permite
detectar un mayor nimero de muestras probablemente positivas a HSV-2, lo cual fue
confirmado mediante Western blot, como se describe a continuacion.

Zona indeterminada
>0.8 - <1.1 estuche

comercial
>0.7 - <1.1 laboratorio

Numero de muestras

0-0.20
0.81-1.0 |
161-1.80 |J

02104

04106

06108
1.01-1.20

12114
1.41-1.60
1.81-2.00
201220
2.21-2.40
2.41-260
2.61-2.80
2.81-3.00
3.01-3.20
3.21-3.40

Intervalos de la razén de absorbancia (ELISA)

Figura 12 grafica de la razon de absorbancia (ELISA). En la gréfica se muestran los
intervalos de la razéon de absorbancia en la técnica de ELISA, en los intervalos 0.0-0.4 se
muestran las absorbancias catalogadas como negativas, los intervalos de 0.41-1.10 las
absorbancias consideradas indeterminadas, y las de 1.11 en adelante las absorbancias
consideradas como positivas.
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6.4 Confirmacion de las muestras indeterminadas mediante Western
blot.

Las 17 muestras indeterminadas mediante la prueba de ELISA, se procesaron por un
Western blot con el estuche comercial EUROIMMUN Anti-HSV-1 / HSV-2 gG-2
EUROLINE-WB (1gG), el cual tiene una mayor sensibilidad y puede detectar la
presencia de anticuerpos anti-HSV-2 que no son detectados por ELISA. De esta
manera, nueve muestras resultaron positivas para HSV-2, mientras que ocho fueron

negativas (ver figura 13 y tabla 5).

Caodigo del R. R. Estatus de Resultado

participante ELISA1 ELISA 2 ELISA DE W.B
| M478-1 [EEEL] 1.000 Indeterminado  Positivo
DGR 0.996 0.908  Indeterminado  Positivo
| M185-1  [ENeK] 0.843  Indeterminado  Positivo
[ M440-1  [EVREY 0.778  Indeterminado  Positivo
| M102-1  [EOX:l 0.902  Indeterminado  Positivo
| M080-1  [VE:Taf 0.818  Indeterminado  Positivo
| M207-1  [ORED] 0.800 Indeterminado  Positivo
| M217-1 R 1.028  Indeterminado  Positivo
B2l 0.743 0.897  Indeterminado  Positivo
YOS  0.899 0.848  Indeterminado  Negativo
| M326-1 LY 0.767  Indeterminado  Negativo
BESEE o775 0.542  Indeterminado  Negativo
RS o.768 0.778  Indeterminado  Negativo
| M112-1 [V 0.724  Indeterminado  Negativo
BRSNS 119 0.766  Indeterminado  Negativo
S o0.781 0.716  Indeterminado  Negativo
| M548-1  [BNGNT Indeterminado ~ Negativo

Tabla 5 Confirmacion de estatus de las muestras indeterminadas. En la tabla se
muestra la columna 1 el codigo de la participante, en la columna 2 y 3 las absorbancias
gue resultaron tras los procesamientos por la técnica de ELISA (dos repeticiones), en
la columna 4 el estatus determinado por la técnica de ELISA y en la columna 5
resultado del procesamiento de la técnica de Western blot.
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Figura 13 Tiras de Western blot procesadas con suero de mujeres embarazadas.
En la figura se observa la tira control proporcionada por el fabricante y 8 tiras
procesadas con suero de mujeres embarazadas, en 5 tiras se observa la presencia de
anticuerpos 1gG-2 (sefalados con un recuadro anaranjado) que corresponden a un
resultado positivo a HSV-2.

6.5 Seroprevalencia de HSV-2 en mujeres adolescentes y jévenes
embarazadas.

La seroprevalencia de HSV-2 en mujeres jévenes embarazadas se calcul6 a partir de
las muestras de primera visita procesadas por ambos ensayos serologicos, 34 mujeres
positivas por la técnica de ELISA y 9 mujeres positivas por Western blot; por lo que la
seroprevalencia se calculd de 8.95% (1C95% 6.70-11.87).

43 Positivas
X100 = 8.95%

480 Procesadas
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Al analizar los resultados serolégicos de HSV-2 y las variables edad, centro de salud
de procedencia y trimestre de embarazo, resulté que la mayoria de las mujeres con
seropositivas pertenecen al grupo de edad de 20-24 afios, son provenientes del centro

de salud de Yautepec, y cursaban el primer trimestre de embarazo (tabla 6).

N
poblacién
Total

N positivas a
diseminaciéon

Variables Categorias Porcentaje

10-14 2 12 16.6
- 15-19 9 209 4.3
. 2024 32 259 12.3
Tlaltenango 0 7 0
Leyva 14 174 8
Yautepec 29 299 9.6
Primero 13 125 10.4
Segundo 14 190 7.3
Tercero 16 163 9.8
desconoce . 2 v

Tabla 6 Caracteristicas de las muestras positivas a HSV-2 por serologia. En la
tabla se muestran las variables edad, centro de salud de procedencia y trimestre de
embarazo, y al final de la tabla se muestra el porcentaje de positivas a HSV-2 en el
total de la poblacion (480 mujeres embarazadas).

Adicionalmente, se procesaron 123 muestras de suero de segunda visita de las cuales
8 de ellas se volvieron a confirmar positivas para HSV-2 (de acuerdo con el resultado
obtenido en la muestra de primera visita), y 115 de ellas fueron negativas. Cabe
mencionar que no se encontraron resultados indeterminados. Solo 14 de las muestras
procesadas son pertenecientes a tercera visita y estas continuaron con resultados

negativos para HSV-2.
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6.6 Estandarizacién de PCR tiempo real de HSV-2.

Para la estandarizacion del PCR tiempo real, primeramente, se corrobor6 la
funcionalidad de los primers por PCR punto final. Para lo cual se utiliz6 DNA obtenido
en la extraccion de los cultivos celulares de HSV-2, de acuerdo con las condiciones
descritas previamente en metodologia. Los resultados se muestran en la figura 14,
donde se puede observar el producto amplificado de 151 pb. Presumiblemente, la
banda de abajo observada en los tres carriles corresponde a dimeros de primers. El
producto de 151 pb se purific6 para ser utilizado como control positivo (DNA HSV-2)

en los posteriores ensayos de PCR en tiempo real.

400 pb
300 pb
200 pb

75 pb

Figura 14 Gel de agarosa al 2% con productos de HSV-2 DE 151 pb. EI PCR punto
final se realizd de acuerdo a lo mencionado en metodologia y se separ6 por electroforesis en
un gel de agarosa al 2%. Los productos fueron visualizados por tincién con bromuro de etidio.
1: Marcador de PM 1 kb; 2 y 3 DNA de HSV-2 extraido del cultivo celular en células VERO 4.
Control negativo (agua).

6.7 Determinacion del limite de deteccidon para PCR en tiempo real de HSV-2.

Una vez confirmado el resultado de PCR punto final, se procedi6 a estandarizar el PCR
tiempo real, bajo las condiciones descritas previamente. Se generaron diluciones

seriadas con un factor de dilucién base 2 de DNA blanco a una concentracion de 4.4
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ng/ul, partiendo de una dilucion 1:2 con 6 ordenes de magnitud. Cada una de las
diluciones fue procesada por duplicado, la finalidad de dicho ensayo fue la de
determinar el limite de deteccion (Ct 26.6, [0.13ng/ul]. En la figura 15 se muestra la

curva estandar generada.

Standard Curve
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Figura 15 Curva estandar para HSV-2. En la grafica se muestran los valores del Ciclo
umbral (Cy) (recuadros rojos) para cada una de las diluciones y sus réplicas.

6.7 Determinacion de diseminaciobn de VHS-2 en mujeres
adolescentes y j6venes embarazadas.

Para determinar diseminacion genital del HSV-2, las muestras vaginales de las
participantes positivas por serologia a HSV-2 se procesaron por PCR en tiempo real,
cada muestra fue procesada por duplicado en reacciones de 12 pl, como se describe
en metodologia. Cabe mencionar que para el célculo de la prevalencia de
diseminacion, se tomaron en cuenta 41 muestras de mujeres positivas a HSV-2 y dos
se descartaron debido a la ausencia de muestra vaginal. En la figura 16 “A” se puede
observar la curva de amplificacion de las muestras procesadas donde el Ct de las que
las muestras positivas fue de 23-27 y en la figura 16 B se muestran las curvas de
disociacion de una placa representativa, donde es importante resaltar la presencia de
dos picos, los picos cercanos a 74°C son la presencia de dimeros en la reaccion
(principalmente se presentan en muestras con poco contenido de DNA de HSV-2), y

el pico en el intervalo de 84.75-85,75°C corresponden a la temperatura de disociacion
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del producto amplificado de 151pb de HSV-2. El resultado de la amplificacion fue 15
muestras positivas a HSV-2, 26 negativas.

Amplification Plot
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Figura 16 Amplificaciobn de HSV-2 por PCR en tiempo real de muestras
provenientes de mujeres adolescentes y jovenes embarazadas. A) La figura
muestra la curva de amplificaciéon de muestras provenientes de mujeres adolescentes
y jovenes embarazadas positivas a HSV-2 por serologia.

B) La figura muestra la curva de disociacion de las muestras provenientes de mujeres
adolescentes y jovenes embarazadas positivas a HSV-2 por serologia.
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6.8 Prevalencia de diseminacidn genital entre las mujeres positivas a
HSV-2 por serologia.

Por lo que la prevalencia de diseminacion entre las positivas a HSV-2 por serologia
fue de 36.59 % (1C95%23.55-51.92).

N° de muestras positivas

X 100 = Prevalencia de
N° de muestras totales procesadas diseminacion

15
—— X 100§= 36.59 %
41

6.9 Prevalencia de diseminacién genital en el total de la poblacién.

La prevalencia de diseminacion en el total de la poblacién se calculé considerando las
480 mujeres incluidas de primera visita en, y las muestras positivas a diseminacion
genital de HSV-2 por PCR en tiempo real (15). Por lo cual se obtuvo un porcentaje de
3.12% (IC95% 1.86-5.13).

15
X 1000 =3.12%
480

Al analizar los resultados de diseminacién de HSV-2 y las variables edad, centro de
salud de procedencia y trimestre de embarazo, resulté que la mayoria de las mujeres
con diseminacidn genital pertenecen al grupo de edad de 20-24 afios, son
provenientes del centro de salud de Yautepec, y cursaban el tercer trimestre de

embarazo (tabla 7).



N positivas a

Variables Categorias . . v
9 diseminaciéon

10-14 0 12

| 20 13 259
Tlaltenango 0 7

Leyva 4 174

. Yautepec 11 299
Primero 3 125

Segundo 5 190

Tercero 7 163

[\
poblacién
Total

Porcentaje

%
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Tabla 7 Caracteristicas de las muestras positivas a diseminacién genital por
HSV-2. En la tabla se muestran las variables edad, centro de salud de procedencia y trimestre
de embarazo, y al final de la tabla se muestra el porcentaje de positivas a HSV-2 en el total de

la poblacién (480 mujeres embarazadas).

7. DISCUSION.

Seroprevalencia de HSV-2.

En el presente trabajo se obtuvo la seroprevalencia de HSV-2 en mujeres

embarazadas de 14 a 24 afios del estado de Morelos en el periodo octubre 2018 a

octubre de 2019. Por el método de ELISA se obtuvieron 34 muestras positivas, 429

negativas y 17 muestras indeterminadas. Estas ultimas fueron procesadas por

Western blot, un método con mayor sensibilidad que permitié detectar 9 muestras

resultaron positivas a HSV-2. Es importante mencionar que 4 de las 9 muestras

confirmadas por Western blot tenian un indice de anticuerpos de 0.7, que de acuerdo

al punto de corte marcado en las instrucciones del estuche comercial (0.8), habrian

sido clasificadas como negativas, pero al ampliar este punto de corte de acuerdo a la

experiencia del laboratorio fue posible incluirlas para su procesamiento por Western
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blot y ser clasificadas como positivas. La técnica de Western blot es una prueba més
sensible que la técnica ELISA (Vargas-Duarte, LOpez-Paez, Escovar-Castro, &
Ferndndez-Manrique, 2009) por lo que, con esta técnica permitié clasificar a las 17
muestras que por ELISA estaban en la zona gris o indeterminada, siendo 9 positivas
para HSV-2 y 8 negativas.Con los resultados de ambas pruebas serolégicas se calculd
una seroprevalencia de HSV-2 en la poblacion de estudio de 8.95% (43 de 480).

Al analizar por intervalos de edad, se encontré una seroprevalencia en adolescentes
embarazadas (14-19 afnos) de 4.97%, el cual es menor a lo reportado previamente por
Herrera y colaboradores, quienes realizaron un estudio con mujeres embarazadas y
puérperas entre los afios 2006 — 2009 en 4 hospitales del estado de Morelos,
encontrando que una prevalencia de 8.6% entre las mujeres menores de 20 afios. La
seroprevalencia en nuestro estudio de las mujeres jévenes (20-24 afos) fue de 12.4%
comparable a lo encontrado en el estudio previo en mujeres de 21-30 afios de 14.3%
(Herrera et al., 2013).

A nivel nacional, los datos de seroprevalencia que existen en México provienen de las
encuestas nacionales de salud y nutricion (ENSANUT). En el afio 2006, se estimd una
prevalencia de HSV-2 del 9.9 % para poblacién general (hombres y mujeres de 20 o
mas afos), mientras que en la ENSANUT 2012 se estimé la prevalencia en 12.2%
también para poblacion general (15 a 49 afos). La prevalencia estimada en este
trabajo se encontrd por debajo de la mencionada; sin embargo, se debe considerar
gue el resultado de las ENSANUTSs incluye a hombres y mujeres y grupos de edades
de 49-60 afos, por lo que la mayor prevalencia se debe al acumulado de positivos,
debido a que los anticuerpos contra HSV-2 permanecen el resto de la vida de la
persona infectada (Conde-Glez et al., 2013) (ENSANUT, 2006).

De manera relevante, en este estudio en adolescentes embarazadas encontramos una
seroprevalencia de HSV-2 del 3.8%, que resulta ser mas alta a la prevalencia reportada

en ENSANUT 2012, para mujeres de 15-19 afios (embarazadas y no embarazadas)
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de 2.8%, (Sanchez-Aleman et al., 2018). Sugiriendo que las mujeres embarazadas
tienen un mayor riesgo de infeccién a HSV-2.

La seroprevalencia de HSV-2 encontrada en nuestro estudio (8.95%) fue menor a lo
encontrado en Estados Unidos de América la cual fue de 21.1% entre los afios de
1999-2014 en mujeres embarazadas y mujeres no embarazadas sexualmente activas
de 10-19 afios. Podemos atribuir estas diferencias a la diversidad de razas/etnias que
existe en ese pais (Blanco no hispano, Negro no hispano, Mexicano americano, son
las etnias y razas evaluadas en este estudio), a la inclusibon de mujeres no
embarazadas y al periodo de tiempo evaluado (Patton, Bernstein, Liu, Zaidi, &
Markowitz, 2018). Asi mismo, en 2018 fue publicado un articulo realizado en Rio de
Janeiro, Brasil donde se calculé una seroprevalencia en mujeres embarazadas
coinfectadas con VIH, del 59.7% (por IgG) y una seroprevalencia de 6% (por IgM). La
seroprevalencia que calculamos para el estado de Morelos (8.95%) es baja comparada
con la encontrada en el articulo mencionado; en este sentido cabe resaltar que las
personas coinfectadas con VIH son mas vulnerables a infecciones entre las cuales
destaca el HSV-2 (Lima et al., 2018).

Otro dato relevante es la seroprevalencia de 31.4% de HSV-2 encontrada en Haiti, la
cual tuvo por muestra a mujeres embarazadas que participaron en una actividad
nacional de vigilancia del VIH. Esta seroprevalencia, al igual que en el estudio de Rio
de Janeiro incluyd a mujeres embarazadas coinfectadas con VIH, la cual es
considerada una poblacion de mayor riesgo para la adquisicion de otras ITS
(Domercant et al., 2017).

Finalmente, podemos resaltar que la OMS reporta que el mayor nimero de infecciones
por HSV-2 se da en adolescentes y multiples articulos sefialan que las mujeres son
mas propensas de contraerlas, las cuales son caracteristicas de la poblacion analizada
en este estudio (Organizacion Mundial de la Salud, 2017; Shafii & Burstein, 2009).
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Diseminacion vaginal de HSV-2.

La diseminacion viral es la excrecion o presencia de virus en el &rea genital (Jaishankar
& Shukla, 2016), parte del interés del proyecto se centré en detectar a las mujeres con
diseminacion genital de HSV-2; lo cual puede ser benéfico para la mujer y su recién
nacido (Baquero et al., 2018; Garland & Steben, 2014; Grose, 2012), se evalud la
presencia de HSV-2 en el area genital por medio de PCR en tiempo real.

La prevalencia de diseminacion genital de HSV-2 encontrada en este proyecto fue de
36.59% entre mujeres con anticuerpos contra HSV-2, es decir 1 de cada 3 mujeres
estaban excretando el virus en el area genital al momento de la toma de muestra. Este
es el primer estudio en México que evalla la diseminaciéon de HSV-2 en mujeres
embarazadas 10-24 afos. Cabe resaltar que de las 15 mujeres con diseminacion, 12
se encontraban en el 3er trimestre de embarazo y este dato es muy importante, debido
a que cuando la diseminacion ocurre en este periodo o al momento del parto, existe
un mayor riesgo de transmision vertical, dando lugar al desarrollo de herpes neonatal
(Baquero et al., 2018).

En este estudio se encontré una prevalencia de diseminacion genital en el total de la
poblacién de 3.12%, que es similar al 3.7% de diseminacion reportada en Rio de
Janeiro entre mujeres embarazadas infectadas con VIH positivas a HSV-2 por
serologia con anticuerpos IgG (Lima et al., 2018). Lo que propone a considerar a las

mujeres embarazadas como una poblacion en riesgo.
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8. LIMITACIONES.

En el presente estudio la seroprevalencia se calculd utilizando dos pruebas de
deteccion de IgG contra HSV-2, ELISA y Western blot. Al detectar IgG se tiene la
limitante de no detectar infecciones recientes (que aun no han desarrollado una
respuesta inmune con IgG) por lo que el célculo de seroprevalencia podria estar
subestimado, ya que articulos mencionan que la serologia tiene poca sensibilidad para
identificar infecciones recientes (Baquero et al., 2018). Para subsanar esta situacion,
podria investigarse presencia de IgM cuyos anticuerpos se forman durante una

infeccion reciente o primo-infeccion.

No se consideré como control de extraccion y amplificacion, la deteccidén de -globina
mediante PCR, debido a que no se conto6 con todos los resultados. Lo que podria estar
subestimando la diseminacion del VHS-2.

De la misma manera, el calculo de prevalencia de diseminacion podria estar
subestimado, debido a que para la deteccién de PCR en tiempo real solo se consideré
a las muestras previamente determinadas como seropositivas a HSV-2, por lo que las
infecciones recientes o primo-infecciones no detectadas por serologia no fueron
incluidas para investigar diseminacion genital de HSV-2. La posible solucién seria
procesar todas las muestras de exudado vaginal independientemente de su resultado
de serologia, puesto que la sensibilidad del PCR en tiempo real es mucho mas alta
gue la de ELISA y Western blot.

9. CONCLUSIONES

e La seroprevalencia de HSV-2 en mujeres embarazadas de 14 a 24 afios del
estado de Morelos fue del 8.95%, la cual es menor a las seroprevalencias

reportadas en otros estudios para poblaciones similares.
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e Laprevalencia de diseminacion de HSV-2 del 36.58% en el area genital, a pesar

de que las participantes no tenian lesiones aparentes.

e La prevalencia de diseminacién fue mayor en el grupo de embarazadas de 20-
24 afos, en las mujeres provenientes del centro de salud de Yautepec y en
aquellas que cursaban el tercer trimestre de embarazo, lo que resalta el riesgo

de transmision vertical al momento del parto.

e Los hallazgos de este estudio resaltan la importancia de que las mujeres
adolescentes y jovenes embarazadas tengan una mayor vigilancia en el control
de infecciones por este virus (HSV-2), no solo a nivel clinico; ya que al conjuntar
los datos encontrados y con base en que aproximadamente un 80% de las
infecciones por HSV-2 son asintomaticas (Herrera et al., 2013), se hace
evidente la importancia de evaluar diseminacion genital de HSV-2 por métodos
moleculares como el PCR en tiempo real (Tronstein et al., 2011a) para prevenir

los casos de herpes neonatal (Baquero et al., 2018).

10. RECOMENDACIONES

Evaluacion de infeccion primarias de HSV-2 por serologia para la deteccion de IgM y
PCR en tiempo real a todas las muestras de exudado vaginal independiente de su
condicion serologica.

A los servicios de salud se les recomienda investigar diseminacién a las mujeres
seropositivas a HSV-2 sobre todo durante el altimo trimestre del embarazo y previo al

parto para disminuir o prevenir la transmision vertical.
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Anexo 1. Protocolo de trabajo para larealizacion de ELISA anti HSV-2 (gG2) (IgG)
EUROIMMUN.

Manual de operaciones del PROCESO: ELISA 1gG anti- Codigo: MPO-L1PA-P1-16/48 13ELISA-
INSPfCISEl Unidad de Diagndstico H5V-2 de EURO EURD/HSV-2
Poblzcional o Direccion de Innovacion en Métodos de Vigilancia y Jv A Responsable: Dr. Mizuel A. S3nchez
Cuernavaca. Mor., México Control de las Enfermedades infecciosas q‘ Aleman 24/01/19 (Mod.21031956C no.)
Hoja: 1 de 2
ELISA Anti HSV-2 (gG2) (IgG) EUROCIMMUN
Hoja de Trabajo para documentar el Ensayo de ELISA H5V-2 IgG de EUROIMMUN No. Placa
Lote: Fecha caducidad: Procesd: Fecha Proceso:

Antes de iniciar atemperar todog vy cada uno de los reactives a utilizar por lo que se necesitan sacar del refrigerador 30
minutos antes de iniciar.
Para muestras de DBES:
a) Elusion de muestras DBS: De acuerdo al procedimiento descrito en el formato: MOP-CISEI-L1PA-
LEZ406ENDBS Fecha del proceso:

b) En este caso es necesario retirar el spot una vez gm con la ayuda de una punta SI____ No
¢) Procedimiento de la prueba de ELISA
* Tipo de prueba a realizar: Semicuantitativo. o *Cuantitativo - Revise cuantos y cuales calibradores utilizard

dependiendo del estilo de prueba a realizar en la siguiente hoja.
* Preparacion de Tampodn de lavado 1X:

a. Agregar 100) ml. de Tampdn de Lavado 10X a (900) ml. de agua deshionizada v mezclar.
b. Agregar al recipiente (previamente identificado) del lavador para utilizar en todos los lavados posteriores. 5
sho « Porque no lo hizo? explique:
+ Dilucion de muestras se suero o plasma con EDTA, Heparina o Citrato:
1. Dilucion de muestras 1:101 de c/u de ellas es decir agregar: (10} ul de suero o plasma, a (1.0) ml.
(Controles y calibradores Listos para usar) de Tampén de muestras (listo para usar), mezclar en Vortex, reservar hasta
agregar a la Placa (Esta preparacion se realizo en tubos de ensayo previomente identificados*). Usando una micropipeta (5-
50ul) Finnpipette Labsystems, DH35850/ (100-1000ul) ND8416 4027 Si __ **No_____* *Especifique el equipo que
=  Muestras gluidas de DB5:
2. A partir de los 400ul de muestra gluida se toman (100ul} ¥ 5e agregan directamente a la placa anfigenada.
3. Agregar o adicionar a la placa antigenada __ {(100) u). de cada Muestras de suerc (1:101), controles y

calibraderes {listos para usar, mezclar bien en vgrigx) en el pozo gue le corresponde segln el mapa (esfe mapa debers
astar preparado con anticipacion®).

4. Anotar la hora/tem, de inicio: Memp.: de agregado/cargado de las muesiras y la horaftem, de
finalizacion: MTemp..__ de llenado de Placa {en no mas de 15 minutos deberd realizarse el
llenado de preferenmaj {20-200ul) Finnpipette Labsystems, H7581 4027 Si Mo . Nota: Sé recomienda en &l

proceso de mas de 48 pozos, para muestras DBS, realizar o agregar 250ul, de la muestra diluida en una placa
previamente identificada y con su mapa cormespondiente de cada muesitras elyida, para posteriormente fransferir los

100 yf de la misma con la ayuda de una pipeta multicarnal de 8 o 12 canales. Si Mo realizado.
5 Cubrir la placa con la coberura adhesiva: Si shlo .« Porque no lo hizo? explique:
& Incubar la placa 30 min. a temperatura ambiente (+18°C a 25°C): anotar la hora/tem de inicio de la
incubacidn: Temp.: de la placa una vez cargada, y horattgm de finalizacion de incubacion:
7. Concluida la incubacion: retirar la cubierta adhesiva v lavar la placa 3 veces con 200 Manual} si no
o 450ul. (Automatico) si no de Tampon de lavado 1X previamente preparado y cargado al lavador
automatico Lavador placas COMBIWASH HUMAN 18460, lo utilizd: Si MNo. de programa: 0 **No

*En caso de no ser asi Especifique:
2 En caso de quedar excedentes = 10ul. de Tampon de Lavado es necesario realizar: wuna absorcion con 1 o dos
golpes suaves, pero contundentes a la placa, para eliminar dichos restos. Si___ Mo fue necesario
= Conjugado:
9 Una ver lavada la placa agregar: {(100) pl. de Conjugado enzimatico (listo para usar) a cada pozo. {10-
100ul) Wulti-canal: Eppendort Research plus, G20680B Si Mo___
10. Cubrir con & adhesivo la placa: Si o =MNo = Porque no lo hizo? explique:

11. Incubar la glal:.a 30 min. a temperatura ambiente (+18°C a 25°C): anotar la horaftem de inicio de la |n-::uha-::|un
la horaitem de finalizacion de incubacion:

12. _Concluida la |ncuhac:|un retirar la cubierta adhesiva y lavar la placa 3 veces con 300 L-:ll {(Manual) Si____ No
Elaborg/WMedifice/Adapto Revisa Autorizo
Adoptd: Gabriela J. de la Cruz. Santa 5.C L. Miguel Sdnchez Alemdn

24,0119 24,0119




o1

Manuzl de operaciones del PROCESO: ELISA IgG anti- | Codigo: MPO-L1PA-P1-16/48/18ELISA-
INSP/CISE] Unidad de Diagnéstico H5V-2 de EURO W & EURO/HSV-2
Poblacional o Direccidn de Innovacion en Métodos de Vigilanda y JI & Responsable: Dr. Miguel A. Sdnchez
Cuernavaca. Mor., Méico Control de las Enfermedades infecciosas ﬁ Alemian 240119 [Mod.Z1031356C no.)
Hoja: 2 de 2
o 450ul. (Automatico) Si Mo de Tampdn de lavado 1X previamente preparado vy cargado al lavador
automatico. Lavador placas COMBIWASH HUMAN 18460 lo utilizd: Si No. de programa: 0

‘Ra'NO
13. **En caso de no ser asi especifique;
14. En caso de guedar excedentes * 10ul. de Tampon de Lavado es necesario realizar, una absorcion con 1 o dos
golpes suaves, pero contundentes a la placa, para eliminar dichos restos. S Mo fue necesario
+«  Sustrato:
15. Una vez lavada la placa agregar {100) yl de sustrato (listo para usar) a cada pozo e
16. Incubar 15 min a temperatura ambiente (+18°C - 25°C), protegida de la luz solar: anotar hora/tem de inicio de
incubacion: Memp.: y la horaftem de finalizacion de incubacion: Temp.:
de la placa con: Sustrato. Micropipeta: (10-100ul) Multi-canal: Eppendorf Research plus, G20680B 3i Wao__
« Stop/Finalizacion/Parada:

17. Concluida la incubacion con el sustrato, retirarla de la proteccion de la luz v

18. Agregar: (100) y). de sol. STOP/ParadalFinalizacion (lista para usar).
19. Anotar la horaitem de la finalizacion de adicion de STOP: anotar la hora/tem de finalizacion de agregado deStop:
Memp.: - Micropipeta: (10-100ul) Multi-canal: Eppendorf Research plus, G20680B §j
Mo

«  Medicion fotométrica en los primeros 30 min. una vez parada la reaccion:
20. Agitar ligeramente la placa, antes de leerla para homogenizar la distribucion del stop.

21. Realizar medicion a una longitud de onda de: (450 nm) ¥ a una longitud de onda de referencia 620nm
¥ G50nm.

22 Anotar la hora de inicio de lectura: . Con la ayuda de equipo: Lector placas, marca: Labsysiems
Multiskan. Modelo: 352, serie: RS-232C, fecha de calibracién: 27/05/2015.5i 0 Mo ~ *Especifique el
equipo ha utilizado:

23. Utilizd el software Ascent Si MNo__

24, Una vez leido copie v pegue los resulfados a al archivo de Excel v anote el nombre del

archiva

CALCULO DEL RATIO E INTERPRETACION DE RESULTADOS:
Revise que los valores de los controles y calibradores de la prueba cumplan con los valores (dentro de rango) establecidos
por el fabricante: Valida Si o *No Valida.
**En caso de ser —No Vilida |a placa debera repetirse, ya que no cumplio con los criterios de validez.
«  Semicuantitativo: se obtiene mediante el cdlculo de una porcion (Ratio) entre los valores de extincion de los
controles o las muestras de pacientes y el valor de extincion del calibrador 2. Para calcular el ratio se aplica
la siguiente formula:

Extincion del control o las muestra de paciente

n - = Rati
Extincion del calibrador 2 atte

EUROIMMUMN recomienda interpretar los resultados a partir del valor del Ratio de la siguiente manera:

Ratio Resultado
<0.80 Negativo -
Dudoso/Zona
#0.70 a <1.10 Gris/indeterminado
=1.10 Positivo +

Foto de condiciones del programa de lavado para esta placa de ELISA de EUROIMMUM

En hoja siguiente:

Elabora/Medifico/Adapto Revisd Autorizo
Adaptd: Gabriela J. de la Cruz. Santa 5.C. br. Miguel Sdnchez Alemdn
24401419 24/01/19
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Manual de operaciones del PROCESO: ELISA IgG anti- Codigo: MPO-L1PA-P1-16/43 /18ELISA-
INSP/CISEl Unidad de Diagnostico HSV-2 de EURO EURO/HSV-2
Poblacional L Direccion de Innovacion en Métodos de Vigilancia y Responsable: Dr. Miguel A. Sanchez
Cuernavaca. Mor., México Control de las Enfermedades infecciosas Aleman 24/01/19 (Mod.2103195GC no.)
Hoja: 3 de 2

Cheque condiciones de lavado, sin importar tanto el programa, VERIFIQUE que cumpla con las especificaciones del
lavado, si 0 no

Valores para la validacion de la placa (ensayo semicuantitativo)

_ Valores de referencia Intervalo valido
0288 D.0 0,140 D.O

3.2 razon o ratio 1,8 — 4,6 razdén o ratio
0.1 razon o ratio 0— 0,7 razdn o ratio

Elabord/Modifica/Adapto Revisd Autorizo
Adaptd: Gabrielo J. de la Cruz. Santa G.C. Dr. Miguel Sdnchez Alemdn
£4/01/19 £4/01/19
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Anexo 2. Esquema de pipeteo.

ELISA Worksheet PrushaTest _ EUROIMMUN HSV-2 ELISA 1gG2 _
! ician: GGG Lz No./Lat Humher,
INSP/CTSEL Punto CortedCyt-off Placa Mo Elate Mumker
lgh 1P.A.
Dr. Miguel A. Sdnchez
A.
1 i 3 4 5 6 7 8 10 11 12
Calibra 2
Control+
Control -
1 i 3 4 5 6 7 & 10 1 12
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Anexo 3. Protocolo de trabajo para larealizaciéon de la técnica de
Western blot EUROIMMMUN Anti-HSV-1/HSV-2 Gg-2 EUROLINE-WB

(IgG).

Protocolo de la técnica de Western blot de EUROIMMUN Anti-HSV-1 / HSV-2 gG-2
EUROLINE-WB (IgG)
Para iniciar con el ensayo:

e Se lleva a cabo la dilucién 1X de la solucion universal de la cual se utilizan 15
ml por tira.

e Posteriormente se procede a un bloqueo de los sitios de unién inespecificos es
decir las partes sobrantes de la tira, agregando 1.5ml de solucién universal 1X
a cada tira en la charola donde se llevara a cabo el ensayo.

e Se procede a una incubacién en agitacion durante 15min.

e Terminada la incubacion se retira la solucion universal de las tiras, después se
afiade 1.5ml de suero previamente diluido (1:51 con el tampon universal),
seguida de una incubacion de 30 min con agitacion a temperatura 18-25°C.

e Terminada la incubacion se retira el suero y se lavan las tiras agregando 1.5 ml
de solucion universal 1X en agitacion por 5 min, por tres veces (retirar la
solucion universal 1X entre cada una).

e Concluido el lavado se agrega 1.5 ml de conjugado enzimatico a cada tira (anti-
IgG humano marcado con fosfatasa alcalina) 1X, se incuba durante 30 min en
agitacion a temperatura de 18-25°C.

e Terminado el periodo de incubacion se lavan las tiras como anteriormente se
describio. Se agrega 1.5ml de solucion de sustrato a cada tira se incuba en
agitacion por 10 min a temperatura 18-25°.

e Por ultimo, se extrae el sustrato y se lava cada tira agregando 1.5ml de agua
destilada en agitacion por 1 min terminado el tiempo se extrae el agua, esto se

repite hasta completar tres veces con el fin de parar la reaccion.
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e Una vez terminado el proceso se dejan secar las tiras y se procede al analisis

de resultados el cual se lleva con una tira control y un cuadro de interpretacion
de resultados que se proporciona el estuche comercial.

G
Anlegebalken
Alignment Bar

T -

wacrazie | |

[oT

ntrolle / Control

Tira control para interpretacion de resultados. En un resultado positivo para HSV-
2 se observa una banda en las zonas de la gG-2 ademas de la banda “control”. Para
el caso de un resultado positivo a HSV-1 se deben presentar las bandas de gG-1y
gCl1.
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Anexo 4. Protocolo de trabajo para la realizacion de extraccion vy
purificaciéon de DNA mediante el estuche ZYMO RESEARCH Quick-DNA™

Manual de operaciones del Codigo:

PTOCES0, LAUSCCION 7 DUTmCacion
de DNA ZYMO RESEARCH Quick-

INSP/CISEl  Unidad de Diagnostico --
i L D™ -
Poblacional, Cusrnavaca, Mor., México — (- -
Direccion de

Innovacion  en - Responsable:

Metodos de Vigilancia y Control de hoja: 2/2
las Enfermedades Infecciosas

Hoja de trabajo para documentar el proceso de extraccion y purificacion de DNA
ZYMO RESEARCH Quick-DNA™

Lote: Fecha de caducidad: Usuario:
Fecha de procesamiento:

Antes de empezar temperar y homogeneizar las muestras a procesar.
Muestras a procesar:

7.

8.

9.

10.

11.

12.

@ U oA W N

La digestion se hara en tubos de 1.5 ml etiquetados de acuerdo al namero de la lista
anterior que le corresponde a la muestra gque se procesaran en ese tubo.

1. Transferir 200 pl de muestra (especifique tipo de
muestra, exudado vaginal, cultivo etc.) al tubo de 1.5 ml. El resto de la
muestra regresarlo inmediatamente a su ubicacion original.

2 Adicionar 200 pl buffer de biofluido y 20 pl de proteinasa
K, una vez agregados se homogenizan, vortex (10-15 segundos)
Centrifugar (spin)

]

3. Incubar a 55°C por 10 minutos: Hora de inicio Hora de
finalizacion

4 Adicionar un volumen de buffer de unién genémica (420 pl) al
tubo con la digestion, homogeneizar la mezcla, Vortex (10-15 s) ,
centrifuga (Spin) _ Transferir el contenido a una columna de ZYMO

(etiqguetada adecuadamente) en un tubo colector (etiquetado
adecuadamente). Centrifugar a 12 000 Xg  por 1 min
,desechar el liquido y el tubo colector, este Ultimo
se cambia por uno nuevo (etiquetado adecuadamente).




INSPICISE] Unidad de Diagnostico
Poblacional, Cuernavaca, Mor., México

Manual de operaciones del
Procese: Extraccion y purificacion
de DMA ZYMO RESEARCH Quick-

DA™

Direccion de  Innovacion  en
Métodos de Vigilancia y Control de

las Enfermedades Infecciosas

Cadigo:

Responsable:

hoja: 2/2

5. Afiadir 400 pl
Centrifugar a 12 000 xg por 1 min

de buffer de pre-lavado de DNA a la columna.

, vaciar el

liquido del tubo colector.

6. Se agrega 700 pl
posteriormente centrifugar a 12 000 xg por 1 min

vaciar el liquido del tubo colector.

7. Se agrega 200 pl

vaciar el liquido del tubo colector.

de buffer de lavado de DNA a la columna

de buffer de lavado de DNA a la columna
posteriormente centrifugar a 12 000 xg por 1 min

8. Transferir la columna al tubo de centrifuga, previamente etiquetado con la
correspondiente muestra, una vez hecho esto, afiadir 40 pl de

buffer de Elusién (Previamente calentado a 70°C

9. Incubar por 7 min a temperatura ambiente (T=
Hora de inicio

Hora de finalizacién

10. Centrifugar a maximo nivel

- )

S

por 1 minuto

11. Cuantificar en nanodrop cada una de las muestras y registrar la
concentracion en ng/ul.

Muestra

Concentracidn

Muestra

Concentracién

1.

7.

8.

9.

10.

1.

2
3
4
5
6

12.

57
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Anexo 5. Protocolo del PCR punto final para la amplificacion de HSV-2.

e Esterilizar el area de trabajo, asi como las pipetas, usar puntas y tubos estériles.
e Calcular los volumenes y concentraciones a utilizar.

e Temperar las muestras procesar y los reactivos que se utilizaran.

e Se realiza una mezcla de reaccion a un volumen de 25ul con los volumenes y

concentraciones que se muestran en la siguiente tabla.

Mezcla de reaccion para 1 muestra

Reactivo Volumen (ul) Concentracion final

Buffer KCI (10X) 25 1X

MgCl; (25 mM) 25 2.5 mM

dNTP’s (10mM ) 0.8 0.32 mM
Taq polimerasa 5u/pl 0.5 0.1 u/pl

F1qVHS2 (10 pM) 2.5 1 uM
R2qVHS2 (10 pM) 2.5 1 uM

Agua 87 e
DNA molde 5 <500ng

Volumen total 25

e Las condiciones del termociclador son las siguientes:

45 Ciclos

94°C 72°C

94°C 72°C

63°C
45 45

seg seg

2min 7min

45 seg
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Anexo 6. Protocolo para Electroforesis de gel de agarosa al 2%.

e Se pesan 0.6 gramos de agarosay se miden 30 ml de buffer Tris-acetato-EDTA

al 1 X.

e Mezclar ambos en un matraz Erlenmeyer, llevar al fuego hasta que la solucion

este totalmente transparente.

e Dejar atemperar un poco la solucién y posteriormente agregar 1 ul de Bromuro

de etidio y mezclar.

e Se arma la camara de electroforesis y se vacia el contenido del matraz

anteriormente preparado.
e Se coloca el peine en la camara segun se requiera el numero de pocillos,
e Dejar polimerizar el gel, aproximadamente 10 min.
e Una vez polimerizado retirar los peines y las placas laterales.

e Llenar la cdmara con buffer TAE 1X hasta cubrir el gel.

e Una vez hecho esto se cargan 5 pl de la muestra con 1pl buffer de carga

(compuesto de bromofenol y glicerina) anteriormente mezclados.

e La primera muestra a colocar en el correspondiente pocillo del gel sera el

marcador de peso molecular y posteriormente en los pocillos siguientes se

colocaran las muestras de DNA a visualizar.

e Una vez colocado las muestras en el gel, se cierra la camara de electroforesis

y se colocan los cables positivo y negativo.

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

e Terminado el tiempo programado, apagar la fuente de poder, retirar los cables

y la tapa para sacar el gel.

e con ayuda de un transiluminador o fotodocumentador se procede a visualizar el

gel.
e Se documentan evidencias con fotografias.
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Anexo 7.Protocolo del PCR en tiempo real para la amplificacion de
B-globina 161pb.

e Esterilizar el area de trabajo, asi como las pipetas, usar puntas y tubos estériles.
e Calcular los volumenes y concentraciones a utilizar.

e Temperar las muestras procesar y los reactivos que se utilizaran.

e Se realiza una mezcla de reaccion a un volumen de 12l con los volumenes y

concentraciones que se muestran en la siguiente tabla.

Reactivo Concentracion final Volumen

final (12 ul)
Maxima SYBR 1X 6
Green/ROX gPCR
Master Mix (2X)
GH20 (Forward) 0.075uM 0.36
[2.5mM]
Agua libre de CBP 4.28

nucleasas (estéril)

DNA molde < 500ng 1

e Las condiciones del termociclador son las siguientes:

40 Ciclos 40 Ciclos
N - I
95°C I 95°C 72°CJ| 95°C : 95°C 72°C:
10 15
1 > 60°C 30 1 10 15 60°C 30 I
min . seg seg " min = seg seg -
30 seg
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Anexo 8. Protocolo del gPCR en tiempo real para la amplificacion de
HSV-2 (151pb).

e Esterilizar el area de trabajo, asi como las pipetas, usar puntas y tubos estériles.
e Calcular los volumenes y concentraciones a utilizar.

e Temperar las muestras procesar y los reactivos que se utilizaran.

e Se realiza una mezcla de reaccion a un volumen de 12l con los volumenes y

concentraciones que se muestran en la siguiente tabla.

Reactivo Concentracion Volumen(ul)
final
Maxima SYBR Green/ROX 1X 12.5
gPCR Master Mix (2X)
Oligonucledétido Forward 0.3uM 0.75
Oligonucleétido Reverse 0.3uM 0.75
Agua libre de nucleasas - 10
(estéril)
DNA molde <500ng 1
VOLUMEN TOTAL - 25

e Las condiciones del termociclador son las siguientes:

Etapa de disociacién

40 Ciclos (producto a Tm 85.25°C)
oc | 95 : : oo |
95°C | 95°C ey s osc |
10 1 63°C o | , 8min 60°C 15 seg |
min - seg seg I

30 seg 5 min
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UNIVERSIDAD AUTGNOMA DEL Programa Educativo de Calidad Acreditado por el CACEB 2018-2023

ESTADO DE MORELOS

FACULTAD
DE CIENCIAS
BIOLOGICAS

Cuernavaca, Mor., 19 de agosto 2020

DRA. DULCE MARIA ARIAS ATAIDE
DIRECTORA GENERAL DE SERVICIOS ESCOLARES DE LA UAEM
PRESENTE.

Por este conducto comunico a Usted, que he revisado el documento que presenta la Pasante
de Biblogo: GABRIELA JUAREZ DE LA CRUZ, con el titulo del trabajo: PREVALENCIA Y
DISEMINACION GENITAL DEL VIRUS HERPES SIMPLEX TIPO 2 EN MUJERES
EMBARAZADAS DE 10-24 ANOS QUE ASISTEN A TRES CENTROS DE SALUD DE MORELOS.
Quien opté por la Modalidad de Titulacién: Trabajo de Desarrollo Profesional por Etapas,
como lo marca el Reglamento de Titulacion Profesional vigente de la Universidad Auténoma
del Estado de Morelos.

En calidad de miembro de la comisidn revisora, expreso la siguiente decision:

VOTO A FAVOR: SI(__ ) NO(___ )

ATENTAMENTE

DR. MIGUEL ANGEL SANCHEZ ALEMAN

Av. Universidad 1001, Col. Chamilpa, C.P. 62209, Tel-fax: (777) 329 7047
Www.uaem. mx/organizacion-institucional/unidades-academicas/facultades/ciencias-biologicas
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.
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MIGUEL ANGEL SANCHEZ ALEMAN | Fecha:2020-08-19 14:38:29 | Firmante
BBJZezbz9h2bGSEGXXO0fmRLTC7BdrFw+BKVAYj/mGXcenHmX0QCM-+lam84mrxNIH+mAkSBNe10hVf7aUEjGKUHKI9TCOzvcHeALWXwdR7D1Dk37sZudY LuU7jWr9340g+iz+
ODCc8KWO01uGm4tmoCuqLQx52jITvOtkLPenoDfuKxdY9dVTiyyllwfRVhZf3zQGwIxS+AfZGV/J0sIp/lofROJZKLTOb/u6fKxkVUYKR7V3bcolmu60MzQDrR8PBabOp/EXZY4+VIiE+
D9qfLj2ajdlviePc+3mbWa7cs9xxBZzdUsrLoyAGXk40IXnYtmKI+HKfRrea/OvkZkwVcRyA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:
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