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RESuUMEN

Objetivo: Estudiar los factores asociados a la presencia de anti-
cuerpos contra el virus del herpes simplex tipo 1 (HSV-1), asi como
identificar éste en muestras genitales.

Métodos: Los estudiantes universitarios contestaron un cuestiona-
rio y proporcionaron muestras biologicas (sangre y exudado geni-
tal). La deteccion de anticuerpos clase IgG e IgM contra HSV-1 se
realizo mediante ELISA. A partir de las muestras positivas a IgM
se busco su muestra genital, se extrajo ADN y se identificaron
betaglobina humana asi como HSV-1.

Resultados: Participaron 815 estudiantes, la seroprevalencia de
1gG-HST-1 fue de 56.7 %, la infeccion se asocio con el niimero de
parejas sexuales, intercambiar sexo por dinero, relaciones con
personas del mismo sexoy parejas ocasionales. La seroprevalencia
de IgM-HSV-1 fue de 18.2 %; a partir de estas muestras se busco
infeccion genital por HSV-1; 91 muestras fueron positivas a beta-
globina pero en ninguna se detecté HSV-1.

Conclusiones: Los datos epidemiologicos sugieren que el HST-1
puede ser una infeccion de transmision sexual en la poblacion
universitaria analizada, sin embargo, en ninguno de los individuos
se corroboro presencia genital del HS1-1. Es necesario estudiar
esta infeccion en otras poblaciones susceptibles o incrementar el
tamario de la muestra.
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Introduccidén

Los virus del herpes simplex tipo 1 y tipo 2 (HSV-1/
HSV-2) ocasionan infecciones que se encuentran dis-
tribuidas en todo el mundo. EI HSV-1 origina principalmente
herpes orolabial (lesiones ulcerativas, dolorosas y recurren-
tes) y lainfeccion se asocia con factores demograficos como
edad, nivel socioeconémico (condiciones de hacinamiento,
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SUMMARY

Objective: To study the factors associated with the presence of
antibodies against herpes simplex virus type 1 (HSV-1) and to
screen for HSV-1 in genital samples.

Materials and methods: Students answered a survey and provided
biological samples (blood and genital discharge). The detection of
1IgG and IgM antibodies against HSV-1 was performed by an ELISA

test. From IgM positive samples we sought and extracted genital
DNA and identified a beta-globulin gene and HSV-1.

Results: Eight hundred and fifieen students participated. IgG/HST -
1 seroprevalence was 56.7%, HSV-1 infection was associated with
number of sexual partners, exchanging sex for money, same sex
relationships and occasional partners. IgM/HSV -1 seroprevalence
was 18.2%, 91 samples were positive for human beta-globuline but
none for HS1-1 DNA.

Conclusions: Epidemiological evidence suggests that HS1-1 could
be transmitted by sexual contact among college students; however,

HSV-1 was not detected in any of the genital samples analyzed. To
Sfurther test our hypothesis we need to study HS1-1 among high risk
groups or increase our sample size.

Key words:
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sanidad y bajos ingresos) y determinadas zonas geograficas
(paises en desarrollo). En contraste, el HSV-2 es el principal
agente del herpes genital y facilita la adquisicion del virus de
inmunodeficiencia humana (HIV).? Sin embargo, el HSV-1
como causa de herpes genital en paises desarrollados esta
en aumento: el aislamiento genital del virus se incremento en
Estados Unidos, Reino Unido, Noruega, Escocia y Austra-
lia;*>” incluso es el principal agente de herpes genital entre
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universitarios de Estados Unidos, pacientes de una clinica
genitourinaria de Reino Unido y mujeres de una clinica de
infecciones de transmision sexual en Suecia.?*®

El aumento del HSV-1 como agente del herpes genital
tiene al menos tres causas probables: la disminucién de la
prevalencia de herpes oral, cambios en el comportamiento
sexual oral-genital y la existencia de cepas mas virulentas o
mejor adaptadas a la mucosa genital.® En paises desarrolla-
dos como Islandia, Japén y Reino Unido, la infeccién por
HSV-1 ha disminuido durante la nifiez a través del tiempo,?1°**
lo que origina poblaciones susceptibles de adquirir al virus
por via sexual; en cambio, en paises en desarrollo la sero-
prevalencia de HSV-1 en adolescentes varia entre 74.3 y
94.9 %,213 con poblaciones poco susceptibles a adquirir la
infeccién genital. Los estudios del HSV-1 como agente de
infecciones de transmision sexual se han llevado a cabo
principalmente en paises desarrollados, sin embargo, el
virus también puede originar herpes genital en paises en
desarrollo.

En México existe un informe de siete aislamientos clini-
cos de herpes genital que al ser tipificados en dos de ellos se
identifico al HSV-1 como agente causal.'* El objetivo del
presente analisis fue estudiar al HSV-1 como agente de
transmision sexual en una muestra de estudiantes universi-
tarios. Se determiné la seroprevalencia de HSV-1, asi como
los factores demograficos y de comportamiento sexual aso-
ciados con la infeccion, ademas de buscar HSV-1 en mues-
tras genitales.

Material y métodos
Trabajo de campo

En la Universidad Autbnoma del Estado de Morelos, entre
2002 y 2005 se desarroll6 el proyecto de investigacion. Los
estudiantes firmaron una carta de consentimiento informa-
do, contestaron un cuestionario autoaplicado sobre caracte-
risticas demogréficas y de comportamiento sexual y propor-
cionaron muestras bioldgicas, una de sangre y una genital
por autotoma.

La muestra sanguinea se centrifugd, se separo el suero,
se alicuoté y mantuvo a —20 °C hasta su procesamiento. La
muestra genital se agité de manera vigorosa durante un
minuto, posteriormente se retird el hisopo con el que se tomé
la muestra, se alicuoté y se mantuvo a —20 °C hasta su
procesamiento.

Analisis de laboratorio

A partir de la muestra de sangre se realizaron dos pruebas
de ELISA (EUROIMMUN-Alemania): la primera para la
deteccion de anticuerpos clase 1gG especificos contra el
HSV-1 (que indican infeccion por el virus, ya que éste queda
latente durante toda la vida) y la segunda para la deteccién
de anticuerpos clase IgM especificos contra el HSV-1, como
un marcador proximal de diseminacién viral, oral o genital.
A partir de las muestras serolégicas positivas a IgM se buscé
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su correspondiente muestra genital, a la que se le realiz6
extraccion de ADN por medio de un estuche comercial de
columnas de intercambio i6nico (QIAamp DNA mini Kit,
Qiagen-EUA). A partir de esta extraccion se realizaron dos
reacciones de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa); la
primera PCR identifico un fragmento del gen de betaglobina
humana?®® por medio de los iniciadores GH20 (GAA GAG CCA
AGG ACA GGT AC) y PC04 (CAA CTT CAT CCA CGT TCA
CC), con las siguientes concentraciones de reactivos: amor-
tiguador de reaccion 1X, MgCl, 2 mM, dNTP 0.2 mM, Amplitaq
0.06 U, iniciadores 0.015 uM (c/u) y 5 ul de la muestra en un
volumen final de 25 pl. Una temperatura de activacion de 95
°C por cinco minutos, posteriormente 35 ciclos de 95 °C por
30 segundos, 60 °C por 30 segundosy 72 °C por 30 segundos;
finalmente, una extension de 72 °C por siete minutos.

El fragmento amplificado tiene una longitud de 268 pb y
como control positivo se emplearon células Caski. La beta
globina humana se determin6 como un control de calidad de
una correcta toma de muestra, de una eficiente extraccion de
acidos nucleicos y de que el ADN estaba en condiciones de
amplificacion. La segunda PCR buscoé identificar HSV-1 o
HSV-2. Se utilizaron tres iniciadores, uno comin para ambos
tipos de HSV y dos especificos, para HSV-1 y HSV-2.1¢ HSV:
ATG GTG AAC ATC GAC ATG TAC GG (comUn), HSV-1: CCT
CGT GTT CGT CCT CGT CCT CC y HSV-2: CCT CCT TGT
CGA GGC CCC GAA AC, con las siguientes concentraciones
de reactivos: amortiguador de reaccion 1 X, MgCl, 1.5 M, dNTP
0.08 mM, Amplitag 0.04 U/ul, iniciadores 0.015 uM (c/u) y 5
ul de la muestra en un volumen final de 25 pl. Una tempera-
tura 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 extensién de 72 °C
por siete minutos. Para HSV-1 se amplificé un fragmento de
469 pb y para HSV-2 de 391 pb. Para esta amplificacion se
utilizaron como controles positivos la cepa Macintyre de
HSV-1vy la cepa G de HSV-2.%4

Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis de asociacién con anticuerpos clase IgG
contra HSV-1 como variable resultado, y como variables de
exposicion las diversas caracteristicas demogréficas y de
comportamiento sexual. El andlisis estadistico se realiz6 con
el programa SPSS versién 15.0, con intervalos de confianza
a 95 %. La comparacion entre las variables se hizo con 2. En
este trabajo se consideraron las variables con una p < 0.05
como estadisticamente significativas.

Resultados

Participaron 815 estudiantes, 529 mujeres y 286 hombres,
el promedio de edad de la poblacion fue de 21.7 afios
(IC 95 % = 21.4-21.9), 91 % eran solteros y 76.6 % habia
iniciado su vida sexual. Los hombres comenzaron su vida
sexual a los 16.9 afios (IC 95 % = 16.6-17.2) y las mujeres
alos 18.4 afios (IC 95 % = 18.2-18.6), los varones iniciaron
con parejas de 18.6 afios (IC 95 % = 18.2-19.1) y las mujeres
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debutaron con parejas de 21.2 afios (IC 95 % = 20.8-21.7). La
seroprevalencia de anticuerpos IgG contra HSV-1 fue de
56.7 % (IC 95 % = 53.3-60.1), la mayor seroprevalencia de
HSV-1 se asoci6é con mayor edad y menor indice de bienes. El
60 % de los estudiantes sexualmente activos presentd anti-
cuerpos IgG contra HSV-1, en contraste con 45.5 % de los
sexualmente inactivos que tenian anticuerpos. Haber tenido
tres 0 mas parejas, el intercambio de sexo por dinero, las
relaciones con personas del mismo sexo y tener parejas
ocasionales, representaron los factores asociados con mayor
seroprevalencia de HSV-1 (66.2, 90.9, 75.7 y 69.8 %, respec-
tivamente), como lo muestra el cuadro |, en el que se describen

Cuadro I. Anticuerpos IgG contra HSV-1 entre estudiantes
universitarios,y suasociacion con caracteristicas demogra-
ficasy decomportamiento sexual

HSV-1
n (%) p
Sexo
Mujer 529 58.0 0.291
Hombre 286 54.2
Edad
>26 59 72.9 0.001*
21-25 412 59.7
18-20 335 50.1
Bienes
Bajo 228 68.4 <0.001*
Medio 263 58.9
Alto 322 46.6
Actividad sexual
Si 624 60.1 <0.001*
No 191 455
Sexo oral
Si 414 60.6 0.002*
No 210 59.0
Inactivos 191 45,5
Condon
No 254 63.4 0.001*
Si 370 57.8
Inactivos 191 455
Parejas sexuales
3-mas 198 66.2 <0.001*
1-3 426 57.3
Inactivos 191 455
Sexo por dinero
Si 11 90.9 <0.001*
No 613 59.5
Inactivos 191 455
Personas del mismo sexo
Si 37 75.7 <0.001*
No 587 59.1
Inactivos 191 45.5
Parejas ocasionales
Si 129 69.8 <0.001*
No 495 57.6
Inactivos 191 455

*Estadisticamente significativos.
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las caracteristicas demograficas y de comportamiento sexual
asociadas con anticuerpos IgG de HSV-1.

Para orientar sobre la posible presencia de ADN de
HSV-1 en genitales, se identificaron anticuerpos clase IgM,
los cuales se encuentran en infecciones recientes o durante
las reactivaciones, por lo que la presencia de IgM podria ser
un marcador indirecto de diseminacion viral. Se procesaron
815 muestras de suero, encontrando 148 positivas a anti-
cuerpos clase IgM contra HSV-1, lo que muestra una sero-
prevalencia de 18.2 % (IC 95 % = 15.5-20.8). A partir de estas
148 muestras seropositivas a IgM se buscé su correspondien-
te muestra genital, se procesaron 113 muestras genitales; las
35 restantes fueron de estudiantes que no proporcionaron
este tipo de muestra. La figura 1 muestra un gel de agarosa
teflido con bromuro de etidio, en el que se muestra una PCR
de betaglobina; de las 113 muestras genitales, 91 fueron
positivas al gen de globina (80.5 %), lo que asegura la buena
calidad de esas muestras genitales. A partir de las muestras
positivas a betaglobina, se realizé PCR para identificar HSV-1,
tal como se muestra en la figura 2, en la que se observan los
controles positivos de HSV-1 y HSV-2; en ninguna de las
muestras procesadas se detect6 ADN de HSV-1.

Discusioén

En los estudiantes universitarios mexicanos analizados se
identificd 56.7 % con anticuerpos clase IgG contra HSV-1,
menor a lo sefialado en paises en desarrollo (Brasil, Estonia,
India, Marruecos, Sri Lanka, Republica Checa, Bulgaria y

PM Cil+ Cii- MualMra2 Mira3 Mrad Mira s
bt i i i

S0

Figura 1. Productos de PCR para deteccion de betaglobina.
PM = marcador de peso molecular; Ctrl+ control positivo, Crtl—
control negativo, Mtra 1, 2 y 4 = muestras positivas a
betaglobina, Mtra 3 y 5 = muestras negativas a betaglobina.
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Figura 2. Productos de PCR para deteccion de HSV-1 y
HSV-2. PM = marcador de peso molecular, HSV-1 = control
positivo para HSV-1, HSV-2 = control positivo para HSV-2,
Crtl- control negativo, Mtra 1, 2, 3 y 4 = muestras negativas
a HSV-1y HSV-2.

Eslovenia), en los que la seroprevalencia varia de 79.2 a
92.1 %,'** pero mayor a la encontrado en paises desarro-
llados (Finlandia, Reino Unido y Japon), donde fue de 22 a
47 %,'718 todos comparados con un estrato similar de edad,
20 a 30 afios.

Existen pocos informes serolégicos sobre HSV-1 en
universitarios y ninguno proviene de paises en desarrollo. En
Espafia se encontré 55.3 %, en Alemania 48.9 % y en
Estados Unidos entre 37.2 y 46.1 %.%92° Todos los registros
similares a nuestros resultados.

Ladisminucion de lainfeccién por HSV-1 durante la nifiez
favorece la transmisién sexual del virus, esto se debe a que
los adultos seronegativos cuando inician su vida sexual son
mas susceptibles de adquirir HSV-1 genital .®!* La seropreva-
lencia de herpes (sin distinguir tipos virales) en la ciudad de
México en 1970 fue de 81.5 % en poblacién de 11 a 15
afios,? mucho mayor a 56.7 % registrada en los universita-
rios del presente estudio. No es posible asegurar que la
seroprevalencia ha disminuido a través del tiempo, pero
numerosos estudiantes universitarios analizados fueron
seronegativos, por lo que pueden adquirir HSV-1 genital
primario (poblacién susceptible sin evidencia de anticuer-
pos).22 Un caso muy diferente fue el de una muestra de
mujeres trabajadoras sexuales de ciudad de México, que en
1992 presentaron una seroprevalencia de HSV-1de 92.72 %
en el intervalo de edad de 16 a 22 afos.® En ellas, el
hacinamiento estuvo asociado a la infeccion pero no el
comportamiento sexual, es decir, no eran susceptibles de
adquirir la infeccién primaria ya que muy posiblemente la
habian adquirido desde la nifiez, sin embargo, es factible que
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algunas mujeres pudieran desarrollar reinfeccion (infeccion
por otra cepa de HSV-1).22

En la poblacién universitaria analizada se encontraron
factores demograficos asociados con infecciéon por HSV-1
(edady posesién de bienes), similar alo sefialado en muchos
otros estudios en paises en desarrollo, en los cuales la
infeccién se adquiere durante la nifiez y el herpes genital por
HSV-1 es raro.22024 Por otra parte, también las variables de
comportamiento sexual estuvieron relacionadas con la in-
feccion, tal como lo muestran Stock y colaboradores, quie-
nes sugieren que la actividad sexual es importante para la
transmision de HSV-1 entre universitarios europeos (alema-
nes y espafioles).'® Estos autores registraron que los indivi-
duos que iniciaron su vida sexual tuvieron una mayor proba-
bilidad de ser seropositivos a HSV-1, como lo encontrado en
el presente trabajo. En nuestra poblacion, las variables de
comportamiento sexual se asociaron con infeccién por HSV-
1, de manera similar a lo identificado entre universitarios de
Estados Unidos, entre los cuales la seroprevalencia de HSV-
1 se asocié con comportamientos sexuales (mayor tiempo
de actividad sexual y menor edad de inicio de vida sexual).?®

Los datos epidemioldgicos sugieren que el HSV-1 puede
transmitirse por via sexual entre la poblacién de estudiantes
universitarios analizada, sin embargo, no se encontraron
casos positivos al intentar identificar HSV-1 a partir de
muestras genitales. La mayoria de los informes acerca de
HSV-1 genital provienen de poblaciones asistentes a clini-
cas de infecciones de transmision sexual o clinicas genitouri-
narias,*® en las cuales los pacientes presentan ulceraciones
y a partir de ellas se hace la deteccion y clasificacién del virus
herpes. En nuestro caso se partié de poblacion abierta, que
en general no referian ulceraciones genitales, por ese motivo
se empleé como un marcador subrogado de diseminacion
viral la presencia de anticuerpos clase IgM, sin embargo,
esta estrategia no logré la identificacion positiva en ninguna
muestra. A pesar de los resultados negativos, no se descarta
la posibilidad de que el HSV-1 pueda generar infecciones de
transmision sexual entre la poblacion analizada, en parte
debido alabaja proporcién de HSV-1 genital que puede estar
presente, para lo cual se necesitaria ampliar el tamafio de la
muestra o realizar investigaciones en poblaciones en las que
la proporcion de HSV-1 genital sea mayor, como los asisten-
tes a clinicas genitourinarias o clinicas de infecciones de
transmisién sexual, especialmente en pacientes con ulcera-
ciones genitales.
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