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Antecedentes: Los padecimientos vaginales son la razén mds comun para que las mujeres busquen atencion médica, con
una prevalencia global que oscila entre el 23 y el 29% en mujeres en edad reproductiva. La vaginosis bacteriana es una de
las principales causas de estos padecimientos, y el agente etioldgico mds frecuentemente identificado es Gardnerella va-
ginalis, sin embargo su diagndstico es dificil, ya que requiere de medios artificiales selectivos enriquecidos y diferenciales.
Objetivo: Determinar la frecuencia de G. vaginalis mediante la amplificacion de dcidos nucleicos empleando la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) en muestras cervicovaginales de pacientes que asisten a un instituto de tercer nivel.
Método: Se analizaron 121 muestras cervicovaginales para la deteccion molecular del ARN ribosomal 16S de G. vaginalis.
Resultados: G. vaginalis. se detectd en 34 muestras, de estas, 23 fueron de mujeres embarazadas y 11 de no embarazadas.
Conclusién: La PCR de punto final detectd tres veces mas la presencia de G. vaginalis que el medio de cultivo artificial.

Gardnerella vaginalis. Frecuencia. PCR. Cervicovaginal.

Background: Vaginal conditions are the most common reason for women to seek medical care, with an overall prevalence
ranging from 23 to 29% in women of reproductive age. Bacterial vaginosis is one of the main causes of these conditions,
and the most frequently identified etiological agent is Gardnerella vaginalis, however, its diagnosis is difficult since it requires
enriched and artificial selective culture media. Objective: To determine the frequency of G. vaginalis by nucleic acid ampli-
fication using polymerase chain reaction (PCR) in cervicovaginal samples from patients attending a third level institute.
Method: One hundred twenty-one cervicovaginal samples were analyzed for molecular detection of 16S ribosomal RNA from
G. vaginalis. Results: G. vaginalis was detected in 34 samples, of these, 23 were from pregnant women and 11 from non-preg-
nant women. Conclusion: Endpoint PCR detected three times more the presence of G. vaginalis than artificial culture medium.

G. vaginalis. Frequency. PCR. Cervicovaginal.
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La diversidad del microbioma vaginal es esencial
para establecer el bienestar reproductivo y desarro-
llar un periodo gestacional saludable. Las modifica-
ciones en el microbioma genitourinario pueden con-
ducir a la disbiosis y a procesos inflamatorios locales
y sistémicos, lo que representa un riesgo para la
salud de las mujeres durante su etapa sexual y re-
productiva'. La vaginosis bacteriana (VB) es una
condicién de disbiosis vaginal, caracterizada por un
decremento en la proporcién de bacterias producto-
ras de dcido lactico y el incremento en la proporcién
de algunas o varias de estas bacterias: Gardnerella
vaginalis, Megasphaera spp., Atopobium vaginae,
Dialister spp., Mobiluncus spp., Sneathia amnii,
Sneathia sanguinegens, Porphyromonas spp. y Pre-
votella spp.

La VB es la infeccidn vaginal mas prevalente en el
mundo, y las tasas de prevalencia estimadas mediante
métodos microbioldgicos (criterios de Amsel y puntua-
cion de Nugent) van entre el 7'y 48% de mujeres sanas
no embarazadas y el 61% en mujeres con VIH o con
infecciones de transmisién sexual (ITS)%. En EE.UU.,
el 29% de las mujeres en edad reproductiva cursa con
este padecimiento. En México se informa entre el 2 y
8.5% de las pacientes que asisten a alguna inspeccion
ginecoldgica®*.

El agente etiolégico mas frecuentemente identifica-
do es G. vaginalis, una bacteria con aspecto de bacilo
pleomdrfico y de gramnegativo a gramvariable®. Es
una bacteria de crecimiento fastidioso en medios ar-
tificiales, por lo que se utilizan los criterios de Amsel
para el diagnéstico de VB, incluso la puntuacién de
Nugent es considerada un método de referencia por
la Organizacion Mundial de la Salud, pero esto tiene
algunos engafos. La flora intermedia es hasta ahora
una categoria no caracterizada y un desafio en el
diagnostico de la VB. Ademas, la identificacion de
morfotipos es subjetiva y dependiente del evaluador;
por lo tanto, el diagndstico puede estar influenciado
por las habilidades y la experiencia de cada técnico®”.
Por lo que el propdsito de esta investigacién fue iden-
tificar la frecuencia de infeccién por G. vaginalis me-
diante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
en muestran vaginales de pacientes con vaginitis y
compararlo con los resultados microbiolégicos que
generalmente se utilizan en esta institucion (cultivo
microbioldgico, criterios de Amsel y puntuacion de
Nugent).

Se realiz un estudio transversal, descriptivo y ob-
servacional de noviembre de 2022 a enero de 2023.
Todas las participantes firmaron su consentimiento
informado.

La poblacion estuvo conformada por mujeres de
edades entre 15 y 56 afios que mostraran datos clini-
cos de cervicitis, flujo vaginal o prurito y que asistieron
a una institucion de tercer nivel por embarazo, inferti-
lidad u otra condicion médica. Los criterios de inclusion
fueron: pacientes que no hubieran tomado antibiético
20 dias antes de la toma de la muestra y abstinencia
sexual de al menos 72 h al momento de la toma de la
muestra. Se excluyeron a aquellas pacientes con ex-
pediente clinico incompleto.

Las muestras cervicovaginales fueron obtenidas me-
diante hisopado vaginal y endocervical. Los hisopos
fueron depositados en el medio de transporte (Medio
UTM-RT, COPAN, Brescia, ltalia) para posterior extrac-
cién de ADN en el laboratorio de bioinmunologia mo-
lecular y celular.

Para el cultivo cervicovaginal se tomaron tres hiso-
pos: el primero para cultivo en medios artificiales, el
segundo para un frotis para tincion de Gram, y el ter-
cero para un examen en fresco. Para el examen en
fresco, la muestra se homogenizd en un tubo con so-
lucidn salina, y después se colocd una gota de esta
suspension entre un portaobjetos y cubreobjetos. La
observacion se realizd en un microscopio Karl-Zeiss
con objetivo de 40X, haciendo la busqueda de células
clave, levaduras, pseudohifas y Trichomonas vaginalis.
El frotis tefido con la tinciéon de Gram y observacion
con el objetivo de 100X se empled para la evaluacion
de los criterios de Nugent.

Los medios de cultivo artificiales empleados fueron:
agar gelosa chocolate (agar columbia CNA suplemen-
tado con sangre de caballo o sangre humana al 5%).
La muestra fue sembrada por la técnica de estria cru-
zada e incubada a 37 °C al 5% CO, por 48 h.
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La presencia de colonias de 1 mm de diametro, beta-
hemoliticas y de color grisaceo fue considerada como
de posibles G. vaginalis; para confirmar su identifica-
cién se realizaron las pruebas bioquimicas correspon-
dientes en el sistema automatizado Vitek Compat 2,
usando la tarjeta NH.

Los criterios de Amsel analizados fueron: pH mayor
a 4.5, presencia de flujo vaginal gris, homogéneo y
adherente, liberacion de olor a pescado al adicionar
hidréxido de potasio al 10% a la secrecion y presencia
de células clave. La presencia de tres de los parame-
tros anteriores se considera como VB.

Para los criterios de Nugent se realiza la cuenta de
los diferentes morfotipos y dependiendo de la cantidad
que se observe se da un valor y finalmente se suma
el puntaje, si la suma es de 7-10 el diagnostico es VB
(Tabla 1).

A cada tubo le adicionaron 200 pl de regulador de
lisis de células blancas, (Tris-HCI 50 nM, pH 8, EDTA
50 mM, NaCl 50 nM, SDS al 2%) con proteinasa K (15
mg) y se incubaron por 1 h a 56 °C; pasado el tiempo
de incubacion se adicionaron 200 pl de fenol (equili-
brado con Tris-HCI 10 mM, pH 8, Sigma®) y 200 pl de
cloroformo (Chloroform-isoamyl alcohol mixture, Fluka
Analytical), se homogenizaron en el agitador por 15 s
y enseguida se centrifugaron a temperatura ambiente
por 10 min a 450 x g (High Speed Centrifuge Mini-15,
ALLSHENG, Hangzhou, China). Una vez terminado el
tiempo de centrifugacion, se recuperd el sobrenadante
(fase acuosa) en un nuevo tubo Eppendorf, se le adi-
cionaron 200 pl de cloroformo y se agitaron en vdrtex
(Mixal Multimixer, Lab-Line Instruments, Kerala, India)
por 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente se
centrifugaron a 450 x g por 10 min a temperatura am-
biente. Pasado el tiempo de centrifugacion, se tomd la
fase acuosa (sobrenadante) y se pasé a un tubo nuevo,
se le adicion6 1 ml de etanol absoluto (KARAL) frio a
4 °Cy 35 pl de NaCl 1 M. Se dejo reposar por 10 mi-
nutos a temperatura ambiente y se procedié a centri-
fugar a 11.000 x g por 15 min, a 4 °C (Microfuge® 22R
Centrifuge Beckman Coulter, California, EE.UU.). Pos-
teriormente se elimind el etanol por inversion y se
procedid a evaporar el resto del etanol en un concen-
trador (Vacufuge plus, Eppendorf, Hamburgo,

Morfotipos de acuerdo con los criterios de
Nugent para el diagndstico de vaginosis bacteriana

0 > 30 0 0
1 1-30 <1 1-4
2 1-4 1-4 >5
3 <1 5-30
4 0 > 30

BCGV: bacilo corto gramvariable; BGP: bacilo grampositivo.

Alemania) durante 8 min. Finalmente, el ADN se res-
uspendio en 40 ul de agua Mili-Q o agua grado biologia
molecular. Las muestras se mantuvieron en congela-
cion (—20 °C) hasta el momento de su uso.

La integridad del ADN se evidencié mediante elec-
troforesis (EC Apparatus Corporation, California,
EE.UU.) en un gel de agarosa (UltraPure™ Agarose,
Invitrogen™ by Life technologies™) al 1% en regulador
TAE 1X (TRIS, Acetona, EDTA), a 100 V por 30 min
(EC Apparatus Corporation, California, EE.UU.). Una
vez terminado el corrimiento electroforético se pasé el
gel a una solucion de bromuro de etidio al 1% (para la
tincion del ADN) durante 8 min; después se coloco el
gel al chorro del agua para eliminar el excedente del
bromuro de etidio. Enseguida se coloco el gel en un
analizador de imagenes (Transiluminador Light Cabinet
Hood Alpha Innotech, California, EE.UU.) para ver la
integridad del material genético.

Se amplificd el gen ARN ribosomal 16S (ARNr 16S)
especifico de G. vaginalis. usando los iniciadores:
forward  5-TTCGATTCTGGCTCAGG y reverse
5'-CCATCCCAAAAGGGTTAGGC. Los iniciadores fue-
ron sintetizados con base en sus secuencias publica-
das y descritas por Pillay et al®. La PCR se realizé en
un volumen final de 25 pl bajo las siguientes condicio-
nes: 0.2 uM de cada iniciador, 1 ul de ADN gendmico,
12.5 ul de master mix 2X (PCR Master Mix. Thermo
Scientific™) y el resto de agua grado biologia molecu-
lar. La mezcla de reaccién se sometié a 28 ciclos de
desnaturalizaciéon a 94 °C durante 30 segundos,
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hibridacién a 52 °C durante 45 segundos, extension a
72 °C durante 1 minuto y 25 segundos (Mastercycler
gradient Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Las condi-
ciones de PCR se llevaron de acuerdo con lo publicado
por Pillay et al°. El control negativo fue agua grado
biologia molecular, y el control positivo fue la cepa de
G. vaginalis (14018 ATCC, lote 70045056).

Los productos de la PCR fueron separados en gel
de agarosa (UltraPure™ Agarose, Invitrogen™ by Life
technologies™) al 2% en TAE 1X, a 100 V por 30 min
(EC Apparatus Corporation, California, EE.UU.). En uno
de los carriles se adicionaron 1.5 ul de marcador de
tamafno molecular de 50 pb (Accuris Instruments, Nue-
va Jersey, EE.UU.) para identificar el tamafio de la
banda. Una vez terminado el corrimiento electroforético
se paso el gel a una solucion de bromuro de etidio al
1% (para la tincién del ADN) durante 8 min; después
se coloco el gel al chorro del agua para eliminar el
excedente del bromuro de etidio. Enseguida se colocé
el gel en un analizador de imagenes (Transiluminador
Light Cabinet Hood. Alpha Innotech, California, EE.UU.)
para ver la separacioén de los productos de la PCR.

Este estudio se llevo a cabo con la aprobacion del
Comité de Etica de la institucion de tercer nivel donde
se realizé el estudio, y segun las recomendaciones de
la Declaracién de Helsinki.

Se analizaron 121 muestras cervicovaginales me-
diante la técnica de PCR para la deteccion de
G. vaginalis. Sin embargo, de acuerdo con los resulta-
dos obtenidos por los criterios de Nugent solamente se
analizaron para cultivo microbiolégico 89 muestras
para la busqueda de esta bacteria. Los resultados ob-
tenidos por cultivo fueron 27/89 (30.3%) muestras po-
sitivas y mediante la técnica de PCR se identificaron
34/121 (28%) muestras analizadas. La sensibilidad y
especificidad del cultivo microbiolégico se evidenci6
del 48.1 y 95.2% respectivamente, cuando se compara
con la prueba de PCR (Tabla 2). El andlisis estadistico
también mostré que la PCR para la deteccién de G.
vaginalis fue 10 veces mas sensible que el cultivo mi-
crobioldgico para identificar dicha bacteria (1IC95%:
3.09-32) (p < 0.001).

La edad promedio de las pacientes estudiadas fue
de 31.59 + 6.59 afos. El rango de edad de las partici-
pantes fue de 15 a 56 afos, y el rango de edad de la

Sensibilidad y especificidad del cultivo
microbioldgico para la deteccion de Gardnerella
vaginalis con respecto a la técnica de PCR

Técnica de PCR

Positivo
Recuento 13 14 27
% 48.1% 51.9% 100.0%
Negativo
Recuento 3 59 62
% 4.8% 95.2% 100.0%
Total
Recuento 16 73 89
% 18.0% 82.0% 100.0%

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

poblacion que mayormente participé fue entre los 31y
35 afos. En la Figura 1 se muestra la frecuencia de
edades de las pacientes examinadas, con y sin detec-
cion de G. vaginalis mediante la técnica de PCR.

Los resultados mostraron que la edad promedio de
las mujeres infectadas por G. vaginalis fue 30.9 + 6.6
y dentro de un rango de edad de 20 a 49 afios, las
adolescentes menores a 20 afnos y las adultas mayores
de 50 afios no mostraron infeccién por esta bacteria.

De las 121 pacientes analizadas, 79 (65.3%) se
encontraban embarazadas en el momento del estu-
dio y 42 (34.7%) no lo estaban. En la Figura 2 se
muestra el total de pacientes analizadas con y sin
infeccion por G. vaginalis. Las mujeres embarazadas
mostraron un mayor porcentaje de infeccion (19.8%)
por este germen en comparacion con las no emba-
razadas (8.3%).

Como las pacientes analizadas mostraban datos de
cervicitis, se realizd la busqueda de otros patégenos
causantes de esta patologia. Los microorganismos
identificados durante este estudio mediante el analisis
microbiolégico se muestran en la tabla 3. Ureaplasma
urealyticum (48.7%) fue la bacteria que se identificd
mas frecuentemente y que se asocié con diferentes
microrganismos. En cuanto a G. vaginalis, identificada
por PCR, mostrd coinfeccion con diferentes especies
de Candida, con Leptothrix, Mycoplasma, Ureaplasma
y VPH (Fig. 3).

La VB es un problema de salud publica que afecta
a mas del 50% de mujeres en edad fértil, la principal
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Gardnerella vaginalis
POSITIVO NEGATIVO
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Figura 1. Edad de las pacientes que mostraron la infeccion por Gardnerella vaginalis.
Gardnerella
vaginalis
Embarazadas No embarazadas ErosITIVO
ENEGATIVO

Figura 2. Namero de mujeres embarazadas y no embarazadas que mostraron colonizacion por Gardnerella vaginalis.
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Tabla 3. Géneros y especies de bacterias y protozoos identificados mediante anélisis microbioldgico y reporte
citologico del virus de papiloma humano en mujeres que mostraron datos de cervicitis*

Género y especie Candida Candida Gardnerella | Leptothrix | Mycoplasma | Ureaplasma Microbioma
albicans glabrata vaginalis hominis urealyticum Normal
5 3 3 0

Candida albicans

Candida dubliniensis 1 0
Candida glabrata 2 1 1 1 0
Gardnerella vaginalis 3 6 5 0
Leptothrix 2 0
Mycoplasma hominis 5 0
Trichomonas vaginalis 0
Ureaplasma 2 0
urealyticum

Virus del papiloma 2 0
humano

Microbioma normal 0 0 0 39

*Los nameros representan el nimero de casos en donde se asocié o no con otro microorganismo y los nimeros en rojo con mas de dos microorganismos involucrados.
Microorganismos que no mostraron asociacion con otro germen.
7277 Microorganismos que mostraron asociacion con otro patégeno.

Gardnerelia
vaginalis

40 EroSITIVO
BENEGATIVO

30-

Numero de casos

107

0=

Candida

Mycoplasma Ureaplasma Sin aislamiento
Leptothrix Trichomonas VPH

Coinfecciones

Figura 3. Nimero de casos de mujeres con infeccion por Gardnerella vaginalis en coinfeccion con bacterias,
protozoos y virus. La deteccion de G. vaginalis se realiz6 mediante la técnica de PCR, la identificacion de las
bacterias y protozoos se realiz6 mediante anélisis microbiolégico y el virus mediante estudio citoldgico.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.
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causa se debe a un desajuste en el ecosistema vagi-
nal, donde la poblacién de lactobacilos predominante
pasa hacia una colonizacién de bacterias anaerdbicas
principalmente, G. vaginalis, Mycoplasma hominis,
Mobiluncus, Prevotella sp. y A. vaginae, entre otros
microorganismos gramnegativos (todos ellos pueden
ser transmitidos sexualmente). Esta condicion presenta
un espectro clinico que usualmente suele pasar inad-
vertido para la paciente, las Unicas molestias suelen
ser prurito y una secrecion blanquecina mal oliente.
Ese espectro clinico leve, unido al hecho de que la
notificaciéon de la VB no es obligatoria, hace que se
desconozca su frecuencia real y que existan dudas en
relacion con esta condicion, tal como ha sido sefialado
por el Centro de Control de Enfermedades de EE.UU.
(CDC)!011,

En varios laboratorios de diagndstico la vaginitis se
inicia con la observacion microscopica tanto en fresco
como en Gram. De acuerdo con esta observacion, se
realizan los criterios de Amsel, Nugent y se realiza el
cultivo microbiolégico en medio Casman para la bus-
queda intencionada de G. vaginalis'?, considerados
como los métodos de referencia para la identificacion
de la VB. En este estudio, bajo el empleo de estas prue-
bas solo se logro identificar a G. vaginalis en el 14.6%
de las muestras, mientras que mediante PCR se detecto
G. vaginalis en el 30.3% de las muestras vaginales de
las pacientes con cervicitis. Ambos resultados se en-
cuentran dentro de los reportados en la literatura mun-
dial, sin embargo la técnica de PCR fue 9.5 veces mayor
y mejor para detectar la infeccion por este patdgeno.

La VB puede presentarse en mujeres en etapa pre-
puber, puber, en edad reproductiva y posmenopausica.
Aproximadamente un 4-15% de las adolescentes con
vida sexual activa pueden cursar con esta enfermedad;
en mujeres embarazadas se ha detectado una cifra del
25% y en mujeres con enfermedades de transmision
sexual entre un 30 y 37% segun lo reportado por Zufi-
ga y Tobar-Tosse'.

En este estudio solamente hubo nueve (7.4%) ado-
lescentes, y en ninguna de ellas se detectd G. vaginalis,
cinco de ellas tuvieron Ureaplasma, dos presentaron
Candida albicans, y en dos no se detecté ningun mi-
croorganismo. Por lo anterior, la poblacién de adoles-
centes en este estudio no se encuentra dentro de los
parametros reportados por Zuiiga y Tobar-Tosse'.

Aunqgue el agente etioldgico de la VB mas frecuente-
mente aislado es G. vaginalis, existen otros microorga-
nismos que pueden provocar este padecimiento, una
condicion bastante prevalente, ocurriendo hasta en un
30% de la poblacion'. En este trabajo se encontré que

15 de las 34 muestras positivas para G. vaginalis, pre-
sentaron también Ureaplasma, representando el 44.1%
de coinfeccion entre ambos microorganismos, hecho
también reportado por Morris et al'®.

Aun cuando la VB no depende exclusivamente de la
presencia de G. vaginalis, se puede ver en los resultados
que esta presente en todos los grupos de edad contem-
plados en este estudio, predominando en el grupo de
mujeres embarazadas, siendo sumamente importante
en este grupo de pacientes, pues de acuerdo con lo
reportado por Juliana et al.", al principio del embarazo
los cambios en los niveles hormonales afectan la com-
posicién del microbioma vaginal: las especies de Lacto-
bacillus aumentan y G. vaginalis y otras bacterias anae-
rébicas (facultativas) disminuyen progresivamente del
primer al tercer trimestre. Siguiendo estos cambios, el
microbioma vaginal permanece relativamente estable
durante la mayor parte del embarazo. En el transcurso
del embarazo, los cambios comunmente implican transi-
ciones entre diversas especies de lactobacilos. Diferen-
tes especies del género Lactobacillus interactian de
manera diferente con el ambiente vaginal, lo que puede
sugerir que cada especie puede contribuir al desarrollo
de BV por medio de un mecanismo diferente.

La disbiosis vaginal se ha relacionado con varios
resultados adversos del embarazo, incluido el parto
prematuro y una mayor susceptibilidad a las ITS.

Menard et al.'®investigaron el valor de la cuantificacion
molecular en el diagndstico de VB. En dicho estudio, la
cuantificacion molecular también permitié la caracteriza-
cion de una microflora intermedia correspondiente a una
microflora vaginal tipo BV con altos niveles de G. vagi-
nalis y A. vaginae'®'’, misma situacion se presento en
este trabajo, donde la bacteria identificada en el mayor
numero de pacientes fue G. vaginalis.

Autores, como Riganelli et al.”®, encontraron que el
microbioma de la vagina es diferente al del endometrio,
y que el ecosistema microbiano de la vagina es mas
estable cuando se encuentra en mayor cantidad Lac-
tobacillus crispatus que Lactobacillus iners 0 una mez-
cla de lactobacilos. En este trabajo, en 55 de las 121
muestras cervicovaginales el microbioma encontrado
consistio en lactobacilos o biota habitual.

Derivado de este trabajo se puede concluir que: a) aun-
que la tincion de Gram tiene un costo menor que cual-
quier prueba molecular, la interpretacion de los frotis
vaginales esta sesgada por la subjetividad. Por el contra-
rio, las pruebas moleculares evitan este problema y pue-
den ser muy Utiles por sus valores predictivos de recaida
de VB, pudiendo detectar cantidades muy bajas y coin-
fecciones; b) la posibilidad de obtener del hisopado
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vaginal, la informacion cuantitativa y cualitativa sobre el
microbioma vaginal; ¢) la PCR punto final con iniciadores
especificos es de mayor sensibilidad para detectar G.
vaginalis, (entre el 91.7 y 100%) y una especificidad diag-
nostica del 86.28 al 97.05% segun algunos estudios que
utilizan el Kit PCR GeneProof Gardnerella vaginalis, y d)
las diferencias genotipicas entre cepas de G. vaginalis
podrian explicar diferentes fenotipos clinicos, tales como
BV asintomatica o la colonizacién de G. vaginalis en mu-
jeres sanas. Las mujeres con evidencia de laboratorio de
VB, pero sin sintomas, aun pueden tener un mayor riesgo
de resultados adversos para la salud™.

Segun lo anterior, es importante mencionar que en
este trabajo hubo muestras con desarrollo de biota ha-
bitual, pero por PCR fueron positivas para G. vaginalis.
De acuerdo con esto, es necesaria la continuidad de
este trabajo: ampliando el nimero de muestras cervi-
covaginales, hacer la deteccion de factores de virulen-
cia (como la sialidasa y la vaginolisina) de las muestras
positivas para G. vaginalis y detectar cuantas cepas
diferentes se tienen.

El costo total del estudio fue parte de los protocolos:
2022-1-16 y 2022-1-19.
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Antecedentes: Chlamydia trachomatis es la bacteria que se detecta con mayor frecuencia en las infecciones de transmision
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Background: Chlamydia trachomatis is the most frequently identified bacterium in sexually transmitted infections. Twenty C.
trachomatis genotypes have been determined using the ompA gene and several genovariants by single nucleotide polymor-
phism (SNP) analysis. In Mexico, the F genotype is the most frequent. Objective: To identify subtypes of the F genotype.
Method: Seven C. trachomatis genotype F strains isolated in 2011 were analyzed by nucleotide sequencing and restriction
enzyme mapping. Results: SNP analysis showed two strains with the same SNP at nucleotide 288 (C288T), while with
res-triction enzymes, a variant with different RFLP (restriction fragment length polymorphism) was identified when treated
with the mixture of Hinfl and Taql enzymes. Conclusion: In Mexico, there are two subtypes of F, and only with restriction
enzymes Hinfl and Taql can identify one of the genovariants of the F genotype.
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Chlamydia trachomatis es la bacteria que se identi-
fica con mayor frecuencia en las infecciones de trans-
misién sexual (ITS)". La incidencia mundial de ITS por
C. trachomatis reportada es de 131 millones de nuevos
casos por ano'. La infeccion crénica por este patdgeno
produce diversas patologias en el aparato genito-uri-
nario de mujeres y varones?. En la mujer se desarrolla
enfermedad pélvica inflamatoria, infertilidad por factor
tubario, embarazos ectdpicos y dolor pélvico crénico’.
En el vardn se desarrolla uretritis no gonocécica, epi-
didimitis y orquitis2.

Las cepas de C. trachomatis estan clasificadas en
dos biovariedades, el tracoma, que incluye las cepas
A-C que producen una infeccién ocular y las cepas D-K
que infecta células de la mucosa genitourinaria, respi-
ratoria y conjuntival y el biovar LGV (linfogranuloma
venéreo), que produce infecciones en los nédulos lin-
faticos inguinales®. Las cepas de ambos biovares se
identificaron mediante serologia al reconocer diferen-
tes epitopos de la proteina principal de membrana
externa (MOMP), que constituye el 60% de todas las
proteinas de superficie®®. El andlisis seroldgico de la
MOMP identificé 19 serotipos de C. trachomatis*. Sin
embargo, la exploracién de la secuencia nucleotidica
del gen de la MOMP (ompA) que tiene un tamafo mo-
lecular aproximado de 1,194 pb, ha evidenciado la exis-
tencia de mas de 20 genotipos®~’. Lo anterior es debido
posiblemente a la recombinacion de genética que ocu-
rre entre las diferentes cepas de Chlamydia, como se
demostro para la cepa L2¢ de C. trachomatis®®.

Actualmente, los serotipos mas frecuentes en el
mundo en individuos heterosexuales son D, E y F8°.
Los andlisis de las secuencias nucleotidicas del gen
ompA del serovar F han reportado que este serovar
muestra muy pocas variaciones en la secuencias nu-
cleotidicas (SNP por sus siglas en inglés) con respecto
a su cepa prototipo, y a diferencia de lo que ocurre con
serotipos G y L2, que muestran un mayor ndmero de
SNP%10, En México, la cepa F es el serovar de C. tra-
chomatis que mas frecuentemente se ha identificado
en mujeres y hombres con infertilidad'"'2. Un estudio
previo de cuatro cepas del genotipo F aislada e iden-
tificadas en 2011, mostraron que dos de ellas presen-
taban cambios en su secuencia de aminodcidos en las
regiones constantes de la MOMP aumentando su avi-
dez por la molécula HLAB27, molécula de histocompa-
tibilidad asociada al desarrollo de enfermedades au-
toinmunes como la artritis reactiva, enfermedad que se
ha asociado a la infeccién por este patégeno'.

El objetivo de este estudio fue hacer un analisis de la
homologia y analogia de las cepas F aisladas en Mé-
Xico con respecto a otras cepas F identificadas a nivel
mundial.

Todas las enzimas de restriccion empleadas en este
estudio fueron de Thermo Fisher Scientific Inc. (Wal-
tham, MA, EE.UU.): Alul (Arthrobacter luteus), Pstl
(Providencia stuarti), Hinfl (Haemophilus influenzae
Rf), Hindlll (Haemophilus influenzae Rd) y Taql (Ther-
mus aquaticus YT-1).

Se analizaron siete genotipos del serotipo F de
C. trachomatis que fueron aisladas e identificadas en
2011 de muestras endocervicales de mujeres que asis-
tieron a un hospital de tercer nivel por causas de infer-
tilidad. La identificacion del serotipo se realizé mediante
la secuenciacion nucleotidica de un fragmento de 879
pb. El andlisis de secuenciacién se realizé en el Labo-
ratorio Nacional de Biodiversidad del Instituto de Bio-
logia de la Universidad Nacional Auténoma de México,
para ello se empled un analizador genético ABI-PRISM
310 (PE Biosystem). El producto de 879 pb se obtuvo
mediante una reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) anidada. Todas las condiciones de reaccion de
la PCR fueron descritas previamente por de Jesus de
Haro-Cruz et al. en 2011"". Las secuencias nucleotidi-
cas obtenidas fueron analizadas en el programa Bioe-
dit version 7.2, y se compararon con secuencias repor-
tadas previamente en el Genbank de The National
Center for Biotechnology Information (NCBI). El arbol
filogenético se diseid mediante el programa Molecular
Evolutionary Genetics Analysis (MEGA Software
version 11.0), mediante el modelo de maxima
parsimonia.

Para realizar varios andlisis y repeticiones con las
diversas enzimas de restriccion, el producto de ampli-
ficacion de 879 pb del gen ompA de cada una de las
cepas a analizar fue clonado al plasmido pGEM-T easy
(Promega Corporation. Madison, WI, EE.UU.), de
acuerdo con las instrucciones del proveedor, de la si-
guiente manera: a un tubo Eppendorf se le adicion6
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7.5 wl del buffer de ligacion, 1 ul del vector (pGEM-T
easy), 3 U/ul de ADN ligasa, 5.5 ul del fragmento de
879 pb y la cantidad necesaria de agua desionizada
para alcanzar un volumen final de reaccion de 15 pl.
El tubo se incub6 por 2 h a temperatura ambiente y
después a 4 °C toda la noche. Posteriormente este
vector fue insertado en células de Escherichia coli
JM109 competentes, para ello, a un tubo Eppendorf
con 100 ul de una suspension de E. coli se le adiciond
0.5 ml de CaCl,y 15 pl del vector. Después, el tubo
Eppendorf se incubd por 30 min en hielo, posterior-
mente, el tubo se incubd a 45 °C en bafio maria por
45 s y se incubd nuevamente en hielo por 2 min mas.
Pasado el tiempo de incubacién, al tubo Eppendorf se
le agregd 400 pl del medio SOC, se mezcld y se incubo
por 1 h a 37 °C. Finalmente, la E. coli transformada fue
sembrada en placas de agar LB con ampicilina. Las
placas se incubaron por 24 h a 37 °C, las colonias
resistentes a la ampicilina se consideraron como bac-
terias que presentaron el vector y la ligacion del pro-
ducto de 879 pb.

La confirmacion de la insercidn del plasmido se rea-
liz6 en aquellas colonias que fueron resistentes a la
ampicilina. Para ello, se realizd la extraccion del plas-
mido mediante la técnica de miniprep. La extraccion e
integridad del plasmido se corroboré mediante electro-
foresis en agarosa al 0.8%. La amplificacion del frag-
mento de 879 pb del gen ompA de C. trachomatis
mediante PCR corrobor6 la presencia del vector.

La amplificaciéon del fragmento de 879 pb del gen
ompA de las cepas clonadas se realizd utilizando los
iniciadores P3 (5-TTTTGTTGACGACTT CCGTGTT-
TT-3) y P4 (5-TTTTCTAGATTTTACCTTGTTCAA T/
CTG-3') descritos por Yang et al.'*. En cada reaccion
se utilizo regulador (1X), 3 mM de MgCl,, 0.2 mM de
dNTP’s, 25 pM iniciadores, 2.5 U deTaq polimerasa y
5 ul del ADN plasmidico de la E. coli transformante.
Las condiciones del ensayo de la PCR fueron las si-
guientes: 35 ciclos de amplificaciéon (que consisti6 en
un minuto a 95 °C, un minuto a 59 °C y un minuto a
70 °C), todo se realizé en un termociclador Techne TC-
312 (Scientific Support, Inc., CA, EE.UU.). Los produc-
tos de la PCR se visualizaron por tincién con bromuro
de etidio en geles de agarosa al 2%. EI ADN del

serovar L2 (434/Bu; ATCC VR-902B) y D (UWB3/CX;
ATCC VR-885D) de C. trachomatis se utilizd como
controles positivos.

Los productos de 879 pb del gen ompA fueron so-
metidos a digestion con diferentes endonucleasas de
restriccion durante diez horas a 37 °C. La digestion se
llevé a cabo en un volumen final de 20 ul. Cada tubo
Eppendorf contenia 2 U de la endonucleasa, 8 ul del
producto de PCR y 2 ul del buffer de la endonucleasa
de restriccién (2X), posteriormente se incubé el tubo
como se describio anteriormente. Los fragmentos de
restriccion obtenidos fueron analizados mediante elec-
troforesis en gel de poliacrilamida al 10%'"'4. Cuando
se utilizaron dos enzimas se agregd 1 ul de cada en-
zima y 2 ul del buffer compatible para ambas enzimas
o el Multi-Core (Promega) y se incubd bajo las mismas
condiciones anteriormente descritas. Para observar el
patrén de bandas se realizd una electroforesis en gel
de poliacrilamida al 8% en TBE y revelado con bromuro
de etidio al 1%.

Para el andlisis in silico de la accion de las enzimas
de restriccion se utilizd el programa NEBcutter® V2.0
de New England Biolabs, que indica la frecuencia de
corte y la sensibilidad del estado de metilacién de la
secuencia del ADN a analizar.

En la Figura 1 se muestra la secuencia nucleotidica
del gen ompA de las siete cepas F aisladas en México,
estas secuencias fueron alineadas con 16 cepas iden-
tificadas en diversos lugares y que fueron reportadas
en el GenBank durante 2004 al 2019. En el andlisis de
alineamiento de 776 pb evidencié (el andlisis de este
tamario fue debido a que algunas secuencias del gen
ompA reportadas en GenBank son parciales) que el
mayor polimorfismo se encuentra en las regiones va-
riables (VS) de este gen. La cepa F-CDC9 (con ndmero
de identificacién AY535120.1) aislada en 2004 en
EE.UU. mostré la mayor variabilidad en las regiones
variables 3 y 4 (VS3 y VS4). En cuanto a las cepas
mexicanas, solo se observd SNP en la regiéon VS1 en
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Secuencia nucleotidica del fragmento de 879 pb del gen ompA del genotipo F de Chlamydia trachomatis
(continda).
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Figura 1. Secuencia nucleotidica del fragmento de 879 pb del gen ompA del genotipo F de Chlamydia trachomatis

(continuacion).

Tabla 1. Sitios de mutacion en las regiones variables del gen ompA de genotipos F de Chlamydia trachomatis

aislados en México

24

161 Sin cambios - -

203 V81 78 C=T

287 VS3 575 Ci= T

473 VS2 335 C—T
VsS4 710 A—T
VsS4 72 E=T

481 Sin cambios - -

las cepas 24.1 y 203.1, mientras que la cepa 473.1
mostré el mayor nimero de SNP en la regién VS4.

Otros cambios de nucleétidos fueron observados en
la region VS1 (C78T) de la cepa 24; en la cepa 287 en
la regién VS3 (C575T); en la cepa 161 en la region VS4
(C830A) y en la cepa 473, en las regiones VS2 (C335T)
y VS4 (A710T y C712T); cabe sehalar que la cepa 473
mostré varios cambios de nucledtidos en la parte final
de la region VS4 a partir del nucledtido 807
(Tabla 1).

La Figura 2 muestra el arbol filogenético de las ce-
pas analizadas y la posicién que muestran las cepas
mexicanas, las cuales se agruparon en 2 clados. Las

Cambio de aminoacido

[ Regon (| Posioon | camk [ _posaon | _camtie [ posieon |
V81 78 C—T 26

Cambio en la estructura secundaria

Thr — Thr

26 Thr — Thr . ©

192 Thr — lle 58 B-plegada — vuelta
112 Ser — Phe 234 B-plegada — vuelta
231 GIn — Leu 58 B-plegada — vuelta
238 Pro — Ser 306 Vuelta — B-plegada

cepas 161 y 214 con asociacion con cepas de Asia
(Tailandia, Rusia y Japon) reportadas entre 2014 y
2019. Las cepas 24, 203, 287, 473 y 481 con cepas de
EE.UU. Sin embargo cabe sefialar que la cepa 24 se
encuentra mas distanciada de la cepa 203.

Mapeo de los sitios de restriccion

En la Figura 3A se muestran los patrones del poli-
morfismo de la longitud de los fragmentos de restric-
cion (RFLP) obtenidos del gen ompA de las cepas F
tratadas con la enzima de restriccion Alul, fueron iden-
tificados cuatro fragmentos con tamafio molecular
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Analisis filogenético del genotipo F identificadas a nivel mundial.

aproximado de 350, 275, 100 y 75 pb. Con la enzima
de restriccion Hindlll (Fig. 3B) se observaron dos frag-
mentos, uno de aproximadamente 700 pb y otro de 179
pb. Con Hinfl (Fig. 3C) se evidenciaron tres bandas de
aproximadamente 640, 179 y 60 pb, ninguna diferencia
fue observada entre las cepas analizadas. En cuanto
al uso de dos enzimas de restriccion (Fig. 4), se ob-
servo que la combinacion Alul y Pstl (Fig. 4A) formo
entre tres y cuatro fragmentos. La cepa 161 mostro
cuatro fragmentos cercanos a 350, 250, 100 y 75 pb,
mientras que las cepas 24, 214, 473 y 481 identificaron
tres bandas de aproximadamente 250, 100 y 75 pb. En
cuanto a la combinacién de las enzimas Hinfl y Taql,
el resultado obtenido fue que todas las cepas formaron
dos fragmentos, uno de 450 pb y otros de 150 pb, ex-
cepto la cepa 473, que formé un fragmento de 150 pb
y otro de 130 pb (Fig. 4B).

Por otro lado, mediante el analisis in silico utilizando
el programa NEBcutter® V2.0 se analizé que las enzi-
mas de restriccion Hinfl y Taql identificaron que la cepa
473 y la cepa AY535116.1 de EE.UU. tienen patrones

diferentes de RFLP en la region VS4 con respecto a
los demés genotipos analizados (Fig. 5).

Conocer la distribucién geogréfica y la prevalencia de
los genotipos y genovariantes de C. trachomatis en Mé-
Xico es de gran importancia desde el punto de vista
epidemioldgico, ya que se puede conocer la manera en
que estos serovares circulan en la poblacion hetero-
sexual mexicana, asi como la aparicion de nuevas va-
riantes que estén circulando por el mundo. Actualmente
se investiga la importancia evolutiva, clinica y epidemio-
l6gica de la recombinacién genética de las diferentes
cepas de C. trachomatis. En 2017, Hadfield et al'®. exa-
minaron 563 genomas de esta bacteria, de los cuales
detectaron 1,116 bloques de recombinacion putativos, lo
que abarco en promedio 7,5 kb de recombinacion ge-
nética (IC95%: 7.0-8.0 kb) y cubrieron en promedio
246 kb por aislado (23% del genoma) con una r/m media
de 0.31. Uno de los puntos de mayor recombinacién que
se observaron inicialmente fue en el locus ompA™.
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Analisis de RFLP del gen ompA de las cepas F tratadas con diferentes enzimas de restriccion. A: enzima Alul.
B: Hindlll. C: Hinfl. El andlisis se realizd en gel de poliacrilamida al 8%. Carril 1, marcador de tamafio molecular; carril
2, cepa 24; carril 3, cepa 161; carril 4, cepa 214, carril 5, cepa 473, y carril 6, cepa 481.
Alul: Arthrobacter luteus, Hinfl: Haemophilus influenzae Rf, Hindlll: Haemophilus influenzae Rd; RFLP: polimorfismos de
la longitud de fragmentos de restriccion (restriction fragment length polymorphism).
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Anélisis de RFLP del gen ompA de las cepas F

tratadas conla combinacion de endonucleasas. A: enzimas
Alul y Pstl. B: Hinfl y Taql. El anélisis se realiz6 en gel de
poliacrilamida al 8%. Carril 1, marcador de tamafio
molecular; carril 2, cepa 24; carril 3, cepa 161; carril 4,
cepa 214; carril 5, cepa 473 y carril 6, cepa 481.
Alul: Arthrobacter luteus, Pstl: Providencia stuarti;
Hinfl: Haemophilus influenzae Rf, Taql: Thermus aquaticus
YT-1; RFLP: polimorfismos de la longitud de fragmentos de
restriccion (restriction fragment length polymorphism).

El gen ompA ha sido util para identificar los diferentes
genotipos de C. trachomatis. Del 60-70% de los casos
de infeccion urogenital por este patégeno son los

Unmethylated Unmethylated Unmethylated

Size Size Size
(bp) (bp) (bp)
] Cepa 473 ] AY535120.1 — Cepa 24
1000 | 1000 | 1000 |
500 | 500 | 500 |
400 _| 400 _| - 400 _| -

100 100 |

Anélisis in silico del genotipo F de Chlamydia
trachomatis tratadas con las endonucleasas Hinfl y Taqg|.
Para este anélisis se utilizd el programa NEBcutter® V2.0
de New England Biolabs.

Hinfl: Haemophilus influenzae Rf, Taql: Thermus aquaticus
YT-1.

genotipos E y F los que han experimentado una recom-
binacién genética reciente y una expansion del linaje
con pocas variaciones en el gen ompA'®. En la zona
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conurbada de Ciudad de México (CDMX), el genotipo
identificado mas frecuentemente es el F seguido del E
y D, mientras que en la Ciudad de Guadalajara es el E
seguido del F y D''2"7, En recientes estudios realiza-
dos en la CDMX en 20222, el genotipo F sigue siendo
el mas dominante y no ha variado en su prevalencia
(50% son del genotipo F), y como se ha informado, el
genotipo F es uno de los que muestran menor variabi-
lidad genética a nivel mundial, tal y como se observa
en el arbol filogenético analizado de 777 pb de este
estudio, a excepcion de la cepa F-CDC9 (AY535120.1),
que fue aislada e identificada en 2004 en EE.UU™. y
que al parecer no se ha expandido a otras partes del
mundo. Sin embargo, es importante sehalar que solo
se analizaron las regiones VS1-VS4 debido a que varias
de las secuencia nucleotidicas del gen opmA reporta-
das en el Gen Bank son secuencias parciales.

Como se describid anteriormente, solo el 6.3% de
las cepas F inscritas en el Gen Bank muestran SNP, y
como en México hay un alto porcentaje de individuos
infectados por el genotipo F es necesario demostrar si
estas cepas muestran variaciéon genética que indique
si son clados especificos de México. El andlisis de las
secuencias nucleotidicas de las cepas 473 y 481 fue-
ron muy similares a las cepas de EE.UU., mientras que
las cepas 161y 214 a cepas de Japdn, Rusia, Tailandia
y EE.UU. Por ultimo, las cepas 24, 203 y 287 fueron
cercanas a las cepas de EE.UU. Aunque, posiblemen-
te, las cepas 24 y 203 son cepas especificas de México
al mostrar un SNP en la posicién 288 que muestra un
cambio de una citosina (C) por una timina (T) (C288T),
sin haber modificaciéon en el aminodcido ni con las
enzimas de restriccion utilizadas en este estudio. Es
importante indicar que la cepa 473 mostré mayor poli-
morfismo en la regidon VS4 y diferencias en el patron
de RFLP con la mezcla de enzimas Hinfl y Taql, que
no se observaron con otras cepas mexicanas, lo que
sugiere que posiblemente es una cepa regional.

Se ha informado que la ubicacion geografica de don-
de se aislan las cepas esta asociada significativamente
con la distancia filogenética entre los linajes urogenita-
les de Chlamydia*'®. Debido a lo anterior hay cierta
similitud entre las cepas americanas con las mexica-
nas, sin embargo también existe relacion con cepas
japonesas y tailandesas, lo que significa que la globa-
lizacién social participa de manera sustancial en la
importacién de cepas de C. trachomatis a diversas re-
giones de México y del mundo.

Finalmente, se observé que mediante el mapeo con
las enzimas de restriccion Hinfl y Tagl se puede iden-
tificar la existencia de genovariantes del genotipo F

como se observa con la cepa 473y la cepa AY535116.1
de EE.UU. que muestran patrones diferentes de RFLP
en la region VS4 con respecto a los demas genotipos
analizados (Fig. 5). Un estudio realizado en 2019 por
Feodorova et al'®. demostré la presencia de genovarian-
tes dentro de los genotipos de C. trachomatis. El ana-
lisis de SNP del gen ompA (fragmento de 1,156 pb) en
muestras de individuos eslavos (E>G>D) y no eslavos
(E>G>K) encontrd 13 variantes o subtipos del gen
ompA, como E (E1, E2, E6), G (G1, G2, G3, G5), F1,
K, D (D1, Da2), J1 y H2. A diferencia de este, Feodo-
rova et al™®. no encontraron una alta frecuencia del
genotipo F como sucede en México, por lo que posi-
blemente también existen subtipos o genovariantes del
genotipo F o se estan desarrollando estas. Debido a lo
anterior es necesario seguir realizando estudios al
respecto.

En México existen dos subtipos del genotipo F y solo
las enzimas de restriccion Hinfl y Tagl pueden identifi-
car la existencia de uno de estos genotipos F.

La presente investigacion no ha recibido ayudas es-
pecificas provenientes de agencias del sector publico,
sector comercial o con animo de lucro.

Los autores declaran no tener conflicto de intereses.

Proteccion de personas y animales. Los autores
declaran que para esta investigaciéon no se han reali-
zado experimentos en seres humanos ni en animales.

Confidencialidad de los datos. Los autores decla-
ran que han seguido los protocolos de su centro de
trabajo y no han utilizados datos o informacién de
pacientes.

Derecho a la privacidad y consentimiento infor-
mado. Para este estudio los autores no requirieron el
consentimiento informado ya que estas cepas fueron
obtenidas del biobanco del departamento.
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Antecedentes: Las infecciones de transmision sexual son un problema de salud publica mundial. El andlisis rutinario inclu-
ye solo pruebas microbioldgicas y seroldgicas para el diagndstico de patdgenos. Los microorganismos atipicos como
Chlamydia trachomatis y micoplasmas no son identificados debido a los requerimientos. Ademds, no es incluida Gardnere-
lla vaginalis, aunque se asocia a la vaginosis bacteriana. Objetivo: Desarrollar una PCR multiplex para el diagndstico de C.
trachomatis, micoplasmas y G. vaginalis. Método: Se estandarizé la PCR multiplex utilizando oligonucledtidos para C. tra-
chomatis (gen ompA, orf6 plasmidico), Mycoplasma/Ureaplasma y G. vaginalis (genes rRNA16s). Resultados: Se estanda-
rizaron pruebas de PCR multiplex para los microorganismos estudiados, optimizéndose las concentraciones y condiciones
de las reacciones multiplex. Se obtuvieron PCR duplex para C. trachomatis (ompA, orf6), Chlamydia/Gardnerella y Chlamydia/
micoplasmas y triplex para Chlamydia/Mycoplasma/Ureaplasma. También un cuddruplex para Chlamydia/Mycoplasma/Ure-
aplasmal/Gardnerella. Los resultados fueron verificados por PCR e hibridacion automatica (HybriSpot 12) y analisis in silico.
Conclusién: Se desarrollaron pruebas de PCR mdltiplex con una alta sensibilidad y especificidad para la identificacion de
C. trachomatis, micoplasmas y G. vaginalis.

PCR multiplex. Chlamydia trachomatis. Mycoplasma spp. Ureaplasma spp. Gardnerella vaginalis. Infeccion
de transmision sexual.

Background: Sexually transmitted infections are a global public health problem. Routine analysis includes microbiological and
serological tests for the diagnosis of pathogens. Atypical microorganisms such as Chlamydia trachomatis and mycoplasmas
are not determined due to the requirements for their identification. Furthermore, Gardnerella vaginalis is not included despite
being associated with bacterial vaginosis. Objective: To develop a multiplex PCR to diagnose Chlamydia, mycoplasmas, and
Gardnerella. Method: Standardization of multiplex PCR tests was carried out using oligonucleotides for the identification of
Chlamydia (ompA gene, plasmid orf6), Mycoplasma/Ureaplasma and Gardnerella (rRNA16s genes). Results: Multiplex PCR
tests were standardized for the microorganisms studied, optimizing the concentrations and conditions of the multiplex reactions.

*Correspondencia: Fecha de recepcion: 02-10-2023 Disponible en internet: 15-02-2024
Fernando M. Guerra-Infante Fecha de aceptacioén: 02-11-2023 Perinatol Reprod Hum. 2023;37(3):108-114
E-mail: fguerra_96 @ yahoo.com DOI: 10.24875/PER.23000024 www.perinatologia.mx

0187-5337/© 2023. Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes. Publicado por Permanyer. Este es un articulo open access bajo la
licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).


mailto:fguerra_96%40yahoo.com%0D?subject=
http://dx.doi.org/10.24875/PER.23000024

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.24875/PER.23000024&domain=pdf

M.R. Escobedo-Guerra et al.

Duplex PCR was obtained for Chlamydia (ompA, orf6), Chlamydia/Gardnerella, and Chlamydia/mycoplasmas, and triplex PCR
for Chlamydia/mycoplasmas. Also, a quadruplex for Chlamydia, Mycoplasma/Ureaplasma and Gardnerella. PCR and automa-
tic hybridization verified the results obtained (HybriSpot 12) and in silico analysis. Conclusion: Multiplex PCR tests with high
sensitivity and specificity were developed to identify C. trachomatis, mycoplasmas, and G. vaginalis.

Multiplex PCR. Chlamydia trachomatis. Mycoplasma spp. Ureaplasma spp. Gardnerella vaginalis. Sexually trans-

mitted infection.

El término infeccidn de transmision sexual (ITS) hace
referencia a una infeccion que se transmite por la san-
gre, el semen, los fluidos vaginales u otros liquidos
corporales durante el sexo oral, anal o genital con una
pareja infectada’. El término enfermedad de transmi-
sion sexual (ETS) hace referencia a una enfermedad
que se ha desarrollado a partir de una ITS. Algunos
ejemplos son el VIH, la sifilis, el papiloma, la gonorrea,
la clamidiasis o la hepatitis, entre otras'.

La implementacion de métodos moleculares para la
deteccion de microorganismos dio una nueva perspec-
tiva en el diagndstico mediante pruebas basadas en la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
La Organizaciéon Mundial de la Salud ha puesto énfasis
en desarrollar métodos de diagndstico répidos, sensi-
bles y especificos, para aplicar un tratamiento rapido y
eficaz, por lo que se ha considerado la PCR como una
técnica confiable para el andlisis de enfermedades?.

El uso de métodos moleculares como la PCR se
considera de bajo costo en comparacion con otras
técnicas convencionales utilizadas para la deteccion
de estos patdgenos y cuyos resultados han demostra-
do no ser tan eficaces®*. Hoy en dia, los centros de
salud, hospitales e institutos del Sistema Nacional de
Salud basan su diagndstico de ITS en la microbiologia
convencional apoyado por equipos automatizados
como el Sistema Vitek2, que son relativamente costo-
sos y requieren hasta dos o tres dias de incubacién
para obtener resultados®. Las pruebas de deteccion
microbioldgica convencional para bacterias se consi-
deran los métodos de referencia, pero tienen una uti-
lidad limitada en casos subclinicos o crénicos debido
a su menor sensibilidad e ineficacia en microorganis-
mos no cultivables®. Los ensayos seroldgicos como el
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA),
la prueba de anticuerpos fluorescentes indirectos (IFA)
y los ensayos de inmunotransferencia son sensibles,
pero adolecen del problema del costo incurrido, la re-
actividad cruzada y la incapacidad de distinguir entre
infeccidn presente o pasada’. Sin embargo, las técnicas
de diagndstico molecular, como la PCR convencional

y los ensayos de PCR en tiempo real, ofrecen pruebas
de diagndstico sensibles y especificas para la detec-
cién de patégenos®®.

De las variantes de la PCR la mas utilizada para la
deteccion e identificacién especifica de microorganis-
mos es la PCR mdiltiplex, en donde se amplifican dos
0 mas segmentos de ADN blanco utilizando iniciadores
disefiados que mantienen una alta sensibilidad y espe-
cificidad en la deteccion génica de los patdgenos®. Sin
embargo, en México no se utiliza esta técnica molecular
para la deteccién simultanea de patdgenos en una sola
PCR, solo existen reportes de trabajos con PCR simple
y PCR anidada para la deteccién individual de los pa-
tdgenos. Recientemente, los ensayos convencionales
de PCR se han utilizado ampliamente para la deteccion
de microorganismos denominados atipicos, como
Chlamydia trachomatis, Mycoplasma spp. y Ureaplas-
ma spp., entre otros'®'". Asi mismo, estas pruebas se
han implementado en el diagndstico de patdgenos que
pueden ser identificados por pruebas microbioldgicas
convencionales como Neisseria, Haemophilus ducreyi,
etc. Ademas, se ha demeritado el rol de Gardnerella
vaginalis en afecciones como la vaginosis bacteriana a
pesar de haber estudios que la relacionan directamente
en la implantacion de infecciones por Neisseria gono-
rrhoeae y C. trachomatis'?. Actualmente, las compaiiias
biotecnoldgicas ofrecen diferentes alternativas para el
diagndstico tanto de manera individual como en pane-
les de enfermedades; estas nuevas metodologias nos
permiten identificar desde 6 hasta 11 agentes etiol6gi-
cos en el caso de marcas como Seegene e Hybrispot
12 respectivamente, en donde se incluyen tanto bacte-
rias, como virus y protozoos. Sin embargo, la imple-
mentacion de las nuevas tecnologias de multidiagnos-
tico por biologia molecular que se encuentran en el
mercado son excesivamente costosas y en ocasiones
insostenibles por el nimero de pruebas solicitadas.

El desarrollo de PCR mdltiplex por su rapidez, sensibi-
lidad y especificidad se transforma en una herramienta
para el uso en epidemioldgico, de control y prevencién
de enfermedades®. Es por ello que numerosos grupos
de trabajo han desarrollado sus propias pruebas
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Generalidades de los oligonucleétidos seleccionados para la PCR

Chlamydia trachomatis CT3
CT4
Chlamydia trachomatis CDS6
CDS6
Mycoplasma spp. GPO1
Ureaplasma spp. MGSO
Gardnerella vaginalis GV16sF
GV16sR

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

diagndsticas para cubrir las necesidades de cada hospi-
tal o centro de salud para una rapida identificacién y di-
ferenciacion de los patdgenos y asi ofrecer un tratamiento
inmediato. Ante este panorama, el propdsito de este es-
tudio es el de desarrollar pruebas de PCR muiltiplex para
el diagnostico de microorganismos atipicos. Con base en
lo anterior, se propone la elaboracién de pruebas de PCR
de tipo simple o muiltiple para satisfacer las necesidades
del instituto. La finalidad es ofrecer una prueba diagnds-
tica alcanzable pero que mantenga la sensibilidad y es-
pecificidad que tienen los métodos moleculares.

La extraccion del ADN total de las muestras endocer-
vicales se realizd utilizando el reactivo de purificacion
Tripure™ de acuerdo con las especificaciones del fabri-
cante (Boehringer Mannheim, Ingelheim, Alemania). Asi
mismo, el ADN plasmidico se aislé con el sistema QIA-
prep Miniprep Kit (Qiagen™, Hilden, Alemania).

La identificacion de los patégenos asociados a las
ETS (Tabla 1) se realizé mediante la prueba de la PCR
convencional dirigida a diferentes genes utilizando los
cebadores sintetizados por IDT® (Coralville, 1A, EE.UU.).
Cabe destacar que para el caso de C. trachomatis se
consideraron dos dianas génicas, el gen ompA y el orfé
plasmidico, debido al bajo nimero de bacterias y para
aumentar la sensibilidad de la prueba de PCR para este

Cromosoma
Gen rRNA16s

Cromosoma Jian-Hong et al., 2010'°

Gen ompA

Plasmido Escobedo-Guerra et al. (datos no
orf6 publicados)

Cromosoma van Kuppeveld et al., 19924

Gen rRNA16s

Pillay et al., 2020

microorganismo. Por otra parte, para micoplasmas y G.
vaginalis se recurri6 a iniciadores que han sido reporta-
dos como altamente sensibles y especificos. La mezcla
de reaccion para las pruebas de PCR consistio en Ta-
gPCR Master Mix Kit (Qiagen™), 10 pM de cada inicia-
dory 5 ul del ADN. Para cada ensayo de PCR se utilizé
como control positivo el ADN de cepas cada uno de los
microorganismos estudiados y como control negativo el
ADN de células Hela. La amplificacion se realizé en un
termociclador PTC-100 (MJ Research Inc.™, Hercules,
CA, EE.UU.) con una desnaturalizacion inicial a 95 °C
durante 5 minutos, seguido de 30 ciclos (95 °C/45 s,
59 °C/45 s 'y 72 °C/1 min) y extensién final a 72 °C du-
rante 10 minutos. Los productos de la PCR se analiza-
ron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%.

De acuerdo con las caracteristicas de los iniciadores
para cada uno de los microorganismos estudiados
(Tabla 2) se establecié un protocolo para el ensayo del
sistema de PCR mudiltiple. De manera inicial se realiza-
ron pruebas duplex y posteriormente triplex para la
identificacion de los diversos patdgenos contemplados
(Tabla 3). La mezcla de reaccion para las pruebas de
PCR consistiéo en TagPCR Master Mix Kit (Qiagen™),
10 pM de cada iniciador y 5 ul del ADN. Para cada uno
de los ensayos se utiliz6 como control positivo el ADN
de cada una de las cepas de los microorganismos es-
tudiados y como control negativo el ADN de células
Hela. La amplificacién se realizé en un termociclador
PTC-100 (MJ Research Inc.™, Hercules, CA, EE.UU.)
con una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante
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Tabla 2. Caracteristicas de los oligonucleétidos seleccionados para la PCR ml’JItipIex

Chlamydia trachomatis ompA
Chlamydia trachomatis orf6 58

Mycoplasma spp. 59
Ureaplasma spp.

Gardnerella vaginalis 54

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

Tabla 3. Esquema de trabajo para el analisis del
desempefio de la PCR mdltiple

C. trachomatis ompA
C. trachomatis orf6
C. trachomatis ompA

C. trachomatis
ompA
C. trachomatis

C. trachomatis
ompA
C. trachomatis

Mycoplasma/Ureaplasma orf6 orfé
C. trachomatis ompA Mycoplasma/  Mycoplasma/
G. vaginalis Ureaplasma Ureaplasma

Mycoplasma/Ureaplasma
C. trachomatis orf6
Mycoplasma/Ureaplasma
G. vaginalis

G. vaginalis

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

5 minutos, seguido de 30 ciclos (95 °C/45 s, 59 °C/45
s y 72 °C/1 min) y extensién final a 72 °C durante
10 minutos. Los productos de la PCR se analizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%.

Validacion de resultados

Los resultados obtenidos de las pruebas de PCR sim-
ple y mdltiple fueron validados mediante el andlisis en
paralelo de algunas muestras con el equipo HybriSpot
12 (Master Diagnostica, Vitro Group, Sevilla, Espana) y
por secuenciacion de los productos de amplificacion.

El ADN obtenido de las muestras fue procesado en
el equipo HybriSpot 12 de acuerdo con las indicacio-
nes del fabricante. El equipo HybriSpot 12 es un siste-
ma automatizado de PCR e hibridacion que permite la
identificacion multiple de patdgenos asociados a ITS
como C. trachomatis, Mycoplasma hominis, Mycoplas-
ma genitalium, Haemophilus ducreyi, Ureaplasma spp.,
N. gonorrhoeae, Treponema pallidum, herpes virus |,
herpes virus Il y Trichomonas vaginalis.

ACTTTGTTTTCGACCGTGTTTG
GATTGAGCGTATTGGAAAGAAGC

303 GCAAAATAAAAGAAAAGTGAGGGACG
TCAGCCTTGGAAAACATGTCT

715 ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC

1300 TTCGATTCTGGCTCAGG
CCATCCCAAAAGGGTTAGGC

Asi mismo, los productos de PCR de cada uno de
los microorganismos identificados se purificaron con el
sistema NucleoSpin (Macherey-Nagel™, Diren, Ale-
mania) y se enviaron al Instituto de Biologia (Universi-
dad Nacional Auténoma de México) para su secuen-
ciacion mediante el secuenciador ABI PRISM (Applied
Biosystems, Waltham, MA, EE.UU.). Las secuencias
obtenidas se analizaron con el software de Chromas
(Technelysum Pty Ltd., South Brisbane QLD, Australia),
identificado por BLASTn (NCBI, MD, EE.UU.)'®'" y ali-
neado con el software ClustalW'® y Multalin (version
5.4.1, alineacion de secuencia mdultiple con agrupa-
miento jerarquico, Francia)®.

Resultados

PCR simple

Se obtuvieron los productos esperados de la
amplificacién de cada uno de los genes de los
microorganismos analizados y que correspondieron a
los resultados reportados (Tabla 1). Los productos de
amplificacion fueron secuenciados y el analisis in silico
demostré su homologia y alineacién a las secuencias
de C. trachomatis (gen ompA cromosomico, orfé plas-
midico), Mycoplasma spp. (gen rRNA16s), Ureaplasma
spp. (gen rRNA16s) y G. vaginalis (gen rRNA16s) re-
portadas en el GenBank (National Library of Medicine,
National Center of Biotechnology Information). Datos
no publicados.

PCR multiple

De acuerdo con el esquema propuesto se realizaron
diferentes pruebas para la realizacion de la PCR mul-
tiple (Tabla 3). Durante el desarrollo de las pruebas se

111
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B
yRNA165 1300 pb
orf6 303 pb
mpA 460 pb 500 pb
orf6 303 pb 300 pb

1500 pb
1000 pb

yRNA16s 715 pb
275 pb
ompA 460 pb

Desarrollo electroforético de las PCR dlplex para Chlamydia trachomatis. A: se observa la amplificacion del
orfé y del gen ompA con amplicones de 303 y 460 pb respectivamente; en el pozo 1, amplificacion de 100 ng de ADN
de C. trachomatis, en el 2, control negativo, y en el 3, marcador de tamafio molecular. B: se muestra el desarrollo
electroforético del gen orf6 de C. trachomatis y del gen rDNA16s de G. vaginalis con amplicones de 303 y 1,300 pb
respectivamente. En el pozo 1, amplificacion de 100 ng de ADN de C. trachomatis y G. vaginalis; del 2 al 5, muestras
clinicas; en el 6, control negativo, y en el 7, marcador de tamafio molecular. C: se muestra el desarrollo electroforético
del gen ompA de C. trachomatis y del gen rRNA16s de Mycoplasma/Ureaplasma con amplicones de 460 y 715 pb
respectivamente. En el pozo 1, amplificacion de 100 ng de ADN de C. trachomatis y Mycoplasma hominis; en el 2,

control negativo, y en el 3, marcador de tamafio molecular.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

observo que la PCR duplex para C. trachomatis con
los iniciadores para el gen ompA y el orf6 plasmidico
fueron satisfactorias. También se obtuvieron resultados
para el duplex de C. trachomatis (orf6) con G. vaginalis
y C. trachomatis (gen ompA) con Mycoplasmal/Urea-
plasma (Fig. 1). Asi mismo, se obtuvieron resultados
limitados en la PCR duplex tanto de C. trachomatis
(orf6) con Mycoplasmal/Ureaplasma 'y de Mycoplasma/
Ureaplasma con G. vaginalis.

Posteriormente, con base en los resultados anteriores
se realizé la PCR triplex para C. trachomatis (gen ompA
y orfé plasmidico) y Mycoplasma/Ureaplasma (gen rR-
NA16s) obteniéndose amplificacién de los tres sitios
geénicos analizados (Fig. 2). Asi mismo, se prosigui¢ a
implementar una PCR cuadruplex, en la cual se utiliza-
ron los oligonucledtidos para la deteccién de C. tracho-
matis, Mycoplasma/Ureaplasma y G. vaginalis con re-
sultados satisfactorios (Fig. 3). Cabe sefalar que en
estas dos fases de la investigacion ademas de incluir
los controles positivos para cada uno de los microorga-
nismos estudiados se utilizaron muestras clinicas para
determinar la sensibilidad de la PCR muiltiplex.

El objetivo mas importante del diagndstico clinico es el
de obtener resultados veraces y rapidos que repercutan

de manera directa en la calidad de vida del paciente*S.
Desafortunadamente, el sistema de salud no posee las
herramientas adecuadas para cubrir estas necesidades,
ademas de que el diagndstico de microrganismos atipi-
cos como C. trachomatis y micoplasmas no se realiza de
manera sistematica y en el caso de G. vaginalis no se
considera como patégeno primario’® 2,

En cuanto a C. trachomatis y micoplasmas, los méto-
dos utilizados en los laboratorios requieren de personal
calificado e infraestructura especializada. Afortunada-
mente, la inclusion de las técnicas de biologia molecular
en el diagndstico de estos microorganismos ha permitido
su identificacion oportuna y un tratamiento adecuado®®.
Sin embargo, estos métodos moleculares representan
un gran costo para los servicios de salud como para ser
considerados como ensayos de rutina para los pacientes
que asisten o ingresan a la clinicas u hospitales.

En esta investigacion se analizaron las posibilidades
de implementar pruebas de PCR duplex, triplex y po-
siblemente cuadruplex con las dificultades técnicas que
se tienen que sortear. El establecimiento de pruebas
multiplex conlleva el estudio de los todos los factores
que intervienen en la PCR, principalmente la interac-
cion de los oligonucledtidos para cada uno de los sitios
génicos estudiados®. Las variables que se tienen que
investigar son la seleccién de la temperatura adecuada
de hibridacién del iniciador y que esta sea especifica,
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1 2345 678 910

600 pb
300 pb

Desarrollo electroforético de la PCR triplex para
el gen ompAy orfé de C. trachomatisy el gen rRNA16s de
Mycoplasma/Ureaplasma. Del pozo 1 al 7, muestras
clinicas, de las cuales el pozo 1 presenta amplificacion
con productos de 303 y 460 pb correspondientes al orf6 y
gen ompA de C. trachomatis; en el 8, control negativo; en
el 9, control positivo con amplicones de C. trachomatis
(orf6 y del gen ompA) y de Mycoplasma/Ureaplasma (gen
rRNA16s), y en el 10, marcador de tamafio molecular.
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

ademas de observar si no hay dimerizacion o formacion
de estructuras que impiden su correcta alineacién e
identificacion con la cadena de ADN2'. Asi mismo, se
tienen que establecer las concentraciones adecuadas
de cada uno de los componentes de la reaccién de
PCR para que no haya elementos limitantes que impi-
dan su correcto funcionamiento®.

Durante el desarrollo de este trabajo se obtuvieron
resultados satisfactorios no solo en pruebas duplex sino
en la triplex y en la cuadruplex. Lo anterior representa un
logro que posibilita que nuestras pruebas se utilicen para
el diagndstico, ya que los resultados fueron verificados
en paralelo con el sistema automatizado HybriSpot 12
(Vitro). Este sistema de diagnéstico utiliza la tecnologia
DNA-Flow que mediante una PCR muiltiple y la posterior
hibridacién en membrana con sondas de ADN especifi-
cas permiten la identificacion de hasta 11 microorganis-
mos en su panel de ETS. Los resultados obtenidos en
nuestras pruebas caseras fueron similares a los del Hy-
briSpot 12 (Vitro) a excepcidén de G. vaginalis, que no se
incluye en el panel de ETS de Master Diagnostica®.

Ademas, se corrobord que los productos obtenidos
en cada una de las pruebas de PCR tanto simple como

1000 pb
500 pb

100 pb

Desarrollo electroforético de la PCR cuadruplex
para el gen ompA y orf6 de C. trachomatis, el gen rRNA16s
de Mycoplasma/Ureaplasmay el gen rRNA16s de G. vaginalis.
El pozo 1, marcador de tamafio molecular; en el 2, control
negativo; en el 3, control positivo donde se observan los
productos de amplificacién de los cuatro sitios génicos
estudiados (orf6 y ompA de C. trachomatis, rRNA16s de
Mycoplasma/Ureaplasma y rRNA16s de G. vaginalis), en el
5, muestra clinica positiva a C. trachomatis, Mycoplasma/
Ureaplasmay G. vaginalis, y en el 6, muestra clinica positiva
a C. trachomatis y a Mycoplasma/Ureaplasma.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

multiples pertenecen a los microorganismos estudia-
dos. Lo anterior se obtuvo mediante el andlisis in silico
de las secuencias de los amplicones obtenidos; estos
datos fueron sometidos a métodos bioinformaticos,
permitiéndonos establecer la correcta identidad de los
genes y el microorganismo al que pertenecen.

En concreto, se logrd obtener una prueba de PCR
triplex que permite la identificacion de los microorga-
nismos denominados atipicos como C. trachomatis y
micoplasmas. Esta prueba permitira al clinico esta-
blecer un correcto diagndstico y dar un tratamiento
oportuno para impedir que se desarrollen las secue-
las de una infeccion crénica por estas bacterias. Se
conoce que la infeccion por C. trachomatis en muje-
res puede derivar en endometriosis, oclusion tu-
bo-ovarica, enfermedad pélvica inflamatoria e inferti-
lidad®. En recién nacidos de madres positivas se
puede presentar neumonia atipica y en hombre epi-
didimitis y proctitis>*. En el caso de los micoplasmas
se ha observado el desarrollo de inflamacién pélvica,
adherencias epiteliales y probable infertilidad en mu-
jeres, ademas que promueven la ruptura prematura
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de membranas durante el embarazo''. Asi mismo, en
el hombre los micoplasmas se han asociado a pro-
blemas de fertilidad por su capacidad de adherencia
a los espermatozoides?®.

Finalmente, se consiguié implementar una prueba de
PCR cuadruple que ademas de identificar a C. trachomatis
y micoplasmas nos permite reconocer a G. vaginalis. Este
logro es de suma importancia, ya que aunque G. vaginalis
no se considera como patégeno primario en las ETS se
encuentra asociado al desarrollo de la vaginosis bacteria-
nay a la implantacion de bacterias como N. gonorrhoeae
y C. trachomatis®®. En consecuencia, estos resultados
pueden ofrecer una alternativa para el diagndstico de
aquellos microorganismos considerados atipicos o secun-
darios en México, pero que representan un gran impacto
en la salud segun estudios de paises del primer mundo.

Como se indic, se logro obtener un panel de
pruebas de PCR multiple para el diagndstico de
C. trachomatis, Mycoplasma spp., Ureaplasma spp. y
G. vaginalis que pueden ser utilizados como estudios
sistematicos con la ventaja de ser de bajo costo sin
perder su especificidad y sensibilidad.

La presente investigacion no ha recibido ninguna
beca especifica de agencias de los sectores publicos,
comercial 0 con animo de lucro.
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Antecedentes: Las embarazadas infectadas por el virus del papiloma humano presentan condiciones médicas que influyen
en el curso de la enfermedad y pueden potenciar la posibilidad de transmision vertical. Objetivo: Identificar los genotipos
del virus del papiloma humano mds frecuentes en mujeres embarazadas. Método: Estudio retrospectivo, observacional y
descriptivo. Se emplearon muestras de raspado cervical. La extraccion de material genético se hizo por la técnica de fe-
nol-cloroformo y se amplificé empleando iniciadores universales MY09/MY11. Las muestras positivas se genotipificaron con
un kit que detecta 37 genotipos diferentes. Resultados: Se identificaron 341 genotipos. Los mds frecuentes fueron 16 (10.3%),
52 (8.8%) y 59 (8.6%). En el 75.9% la deteccion fue con un genotipo y en el 42.7% se detectaron infecciones mdiltiples.
Conclusiones: Es sabido que la infeccion por virus del papiloma humano en mujeres embarazadas raramente evoluciona-
rd a lesiones invasivas. Se deberdn considerar tanto las posibles complicaciones obstétricas a corto y largo plazo, asi como
las posibles repercusiones en la salud del recién nacido. La deteccidn elevada del genotipo 16 sugiere un seguimiento
estrecho para considerar un abordaje dptimo posterior a la gestacion.

Embarazadas. Genotipos. Virus de papiloma humano. Infeccion.

Background: Pregnant women infected with human papillomavirus have medical conditions that influence the course of the
disease and can increase the possibility of vertical transmission. Objective: To identify the most common human papilloma-
virus genotypes in pregnant women. Method: Retrospective, observational and descriptive study. Cervical scraping samples
were used. The extraction of genetic material was done by the phenol-chloroform technique and was amplified using univer-
sal primers MY09/MY11. Positive samples were genotyped with a kit that detects 37 different genotypes. Results: Three
hundred forty-one genotypes were identified. The most frequent were 16 (10.3%), 52 (8.8%), and 59 (8.6%). In 75.9% the
detection was with one genotype and in 42.7% multiple infections were detected. Conclusions: It is known that human
papillomavirus infection in pregnant women will rarely evolve to invasive lesions. Both possible short- and long-term obstetric
complications, as well as possible repercussions on the health of the newborn, should be considered. The high detection of
genotype 16 suggests close follow-up to consider an optimal post-pregnancy approach.
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El virus del papiloma humano (VPH) pertenece a la
familia de los papilomavirus que presentan ADN en su
genoma, tienen afinidad por células epiteliales y son
especie-especificos. Inducen lesiones benignas, pre-
malignas y malignas en la regién anogenital, en el
tracto respiratorio alto y conjuntiva.

El genoma viral se encuentra dividido en tres regio-
nes: a) la regién E de expresion temprana en la que
destacan las proteinas E1y E4 (replicacion), E2 (trans-
cripcion), E5, E6 y E7 (transformacion celular, oncogé-
nesis); b) la regiéon L de expresion tardia conformada
por dos secuencias L1 (proteina principal de la capside)
y L2 (proteinas secundarias antigeno-especificas)'-,
y €) region de control larga o LCR, genes de regulacion
de transcripcion y replicacion. La clasificacion de los
distintos genotipos de VPH se hace mediante la homo-
logia de secuencias, principalmente las que correspon-
den a los genes L1, E6 y E7+°.

Los VPH son la causa de infeccion virica mas habi-
tual del aparato genital interior, la mayoria de las mu-
jeres y hombres con actividad sexual contraeran la
infeccion en algin momento de su vida, y algunas
personas pueden tener infecciones persistentes. Mas
del 90% de las poblaciones afectadas consiguen eli-
minar la infeccion de forma natural. Es el principal
factor asociado al desarrollo de cancer de cuello ute-
rino (CaCu), por lo que ante lesiones sugestivas se
procede a la toma de muestra para deteccion del virus;
en caso de resultados positivos se recomienda la ge-
notipificacidon como parte del tamizaje para decidir el
seguimiento clinico que se dara a la paciente. Aunque
la mayoria de las infecciones por VPH remiten por si
solas y la mayor parte de las lesiones precancerosas
se resuelven de forma espontéanea, en todas las mu-
jeres existe el riesgo de que una infeccion por VPH se
agudice y de que las lesiones precancerosas evolucio-
nen hacia un cancer invasivo’.

La principal via de transmision es la sexual y su fre-
cuencia se relaciona con ciertos factores de riesgo que
favorecen la adquisicion de la infeccién®, mucho se ha
hecho énfasis en que la evolucién a malignidad de los
epitelios infectados con VPH depende de la asociacién
de varios factores y no solo de la presencia de geno-
tipos virales, entre los que se mencionan: la conducta
sexual®'® (edad de primer coito, relaciones sexuales
sin preservativo, multiples parejas sexuales, varones
no circuncidados, malos habitos higiénicos), respuesta
inmunitaria y susceptibilidad genética, edad, tabaco,
uso de anticonceptivos orales, multiparidad, estado de

inmunosupresion, VIH, enfermedades de transmision
sexual como clamidiasis y herpesvirus''-'3, La infeccion
también puede adquirirse por contacto directo con la
piel infectada, por transmisién vertical y por instrumen-
tal médico contaminado® .

La persistencia de la infecciéon en cérvix, vagina o
vulva por la infeccién con ciertos genotipos virales
considerados como oncogénicos es el principal factor
de riesgo para generar lesiones epiteliales premalignas
y malignas'>e.

La mujer embarazada no esta exenta de lesiones
malignas o premalignas del cuello uterino, por ello
debe practicarse una citologia como parte de su con-
trol prenatal. La citologia cervical (Papanicolaou) sigue
siendo el método universal empleado para identificar
alteraciones celulares que sugieran un probable desa-
rrollo de CaCu. No hay contraindicacion alguna para
realizar citologia cervical durante el embarazo y el
procedimiento no afecta al feto ni genera complicacio-
nes durante el embarazo, la citologia puede realizarse
desde la primera consulta con el médico".

La persistencia de la infeccion por VPH es un deter-
minante clave de la carcinogénesis cervical. Se ha de-
batido la influencia del posparto en la eliminacion del
VPH, pues a menos que esté presente una enfermedad
en la que se vea comprometido el sistema inmunitario
existe una reduccién significativa de la infecciéon por
VPH durante esta etapa'®.

La infeccion por el VPH puede afectar al neonato, de
ahi la importancia de identificar tempranamente el ge-
notipo viral presente, ya que en algunos casos se re-
comendard el nacimiento via cesarea para evitar la
transmision vertical. En caso de identificar mujeres en
periodo gestacional con infeccion por VPH, es reco-
mendable un seguimiento estrecho del embarazo y la
vigilancia médica apropiada, para lograr evitar en lo
posible probables complicaciones”®.

Se llevd a cabo un estudio de tipo retrospectivo,
descriptivo y observacional, en mujeres embarazadas
atendidas en el Instituto Nacional de Perinatologia, que
cursaron con infeccion corroborada por el VPH. De la
consulta prenatal y la consulta externa de infectologia
las pacientes se refirieron a la consulta de colposcopia,
se identificaron mujeres embarazadas con lesiones de
condilomas acuminados en la region vulvar, periné o
drea perianal 0 con lesiones cervicales compatibles
con infeccion por el VPH. El estudio fue aprobado por
el comité de investigacion y ética del Instituto Nacional



de Perinatologia (protocolo 212250-22761). Durante la
consulta en colposcopia se tomaron muestras de ras-
pado cervical para su posterior analisis. La muestra se
deposité en medio de transporte (PreservCyt™ Solu-
tion, Marlborough, MA, EE.UU.). Se analizaron un total
de 265 muestras, de las cuales en 207 se corrobord la
infeccién por VPH.

De las muestras tomadas por el médico se reservd
una alicuota de 500 ul y se mantuvieron en congela-
cién hasta su procesamiento. La extraccion y purifica-
cion del ADN de cada una de las muestras se llevd
a cabo mediante lisis enzimatica y purificacion con
fenol-cloroformo. EI ADN obtenido se amplificé utili-
zando iniciadores universales (MY09/MY11) especifi-
cos para regiones diferentes del gen viral L1, la cual
€s una region altamente conservada entre los diferen-
tes genotipos de VPH.

Para la amplificacion se utilizaron 5 ul de ADN, se
sometieron a la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) en un volumen final de 50 pl, en un
termociclador (Mastercycler gradient, Eppendorf Scien-
tific, Westbury, NY, EE.UU.). Las condiciones de am-
plificacion se llevaron a cabo con una temperatura de
alineacién de 58 °C/1:30 min durante 40 ciclos.

Los productos amplificados se revelaron en un gel
de agarosa y se visualizaron en un analizador de geles
(sistema Alpha Innotech Alphalmager HP, EE.UU.). El
tamafio de los amplicones esperados fue de 450 pb.

La genotipificacion del VPH se realizé6 mediante el
empleo del Kit HPV linear array (Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemania), prueba cualitativa in vitro para
la deteccién de 37 genotipos de VPH, mediante la téc-
nica de PCR vy la hibridacién de &cidos nucleicos. De
los cuales 13 son de alto riesgo (AR) (16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68) y 24 de bajo riesgo
(BR) (6, 11, 26, 40, 42, 53, 54, 55, 61, 62, 64, 66, 67,
69, 70,71, 72, 73 [MM9], 81, 82 [MM4], 83 [MM7], 84
[MM8], IS39, CP6108). La metodologia se llevé a cabo
de acuerdo con las instrucciones del proveedor y se
basa en cuatro procesos: preparacion de la muestra,
amplificacion del ADN mediante PCR, hibridacion de
los productos amplificados y deteccion mediante de-
terminacion colorimétrica.

Del total de 207 pacientes, 92 fueron captadas du-
rante el segundo trimestre del embarazo (44.45%) y
45 (21.74%) durante el tercer trimestre del embarazo.
El promedio de semanas de gestacion fue de 24.5.
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En relacion con el numero de genotipos identificados en
las muestras clinicas, las infecciones se clasificaron como
infeccién unica o infeccién mixta y se diferenciaron en gru-
pos de genotipo Unico tanto de BR como de AR o bien en
infecciones mixtas de dos a cinco genotipos (Tabla 1).

En cuanto a la identificacion de genotipos en in-
fe-ccidon Unica, esta se presenté en un total de 122
casos, en los cuales el 59% fue por genotipos de BR.
En cuanto a las infecciones por multiples genotipos,
estas se presentaron en un total de 85 casos, siendo
las mas frecuentes donde se identificaron dos genoti-
pos con un total de 48 casos distribuidos en dos ge-
notipos de BR (39.5%), dos genotipos de AR (16.8%)
y combinacién de genotipos BR/AR (43.7%).

Se puede observar que los genotipos de AR aislados
con mayor frecuencia fueron el 16 (10.3%), 52 (8.8%) y
el 59 (8.5%). En los genotipos de BR predominaron el
62 (6.7%), el 61 (6.1%) y el 11 (5.9%). En nuestra mues-
tra no se detectaron los genotipos 35 (AR), 64 (BR), 69
(BR), 72 (BR), 82 (BR) e IS39 (BR) incluidos en el kit.

En 28 casos se identificaron tres genotipos. Llama la
atencion la presentacion de tres genotipos de AR en tres
casos con diagnoéstico de antecedente de infeccién por
VPH (IVPH), anomalias en las células escamosas del
cuello de significado incierto (ASCUS) y lesién intraepi-
telial de bajo grado (LIEBG); al igual que en los casos
con dos genotipos la presentaciéon mixta en combinacion
con genotipos de AR y BR fue la mas frecuente, presen-
tandose en 20 pacientes y siendo mas comun aquella
con dos genotipos de AR y uno de BR. En pacientes con
diagnéstico de condilomas, ASCUS y LIEBG, se identi-
ficaron cuatro y cinco genotipos; en este ultimo grupo se
encontraron dos pacientes que viven con VIH+ en quie-
nes el diagndstico citolégico fue de LIEBG.

La edad de las pacientes varid de los 15 a 43 afos,
y se dividieron en cuatro grupos, la mayor parte se
incluyd en el grupo de 27 a 34 afios (38%) y de 19 a
26 afos (31%). Las adolescentes embarazadas repre-
sentaron el 13%. El promedio de edad encontrado fue
de 27 afos.

Se analizaron un total de 207 muestras de pacientes
incluidas en el estudio, en las cuales se detectaron 341
genotipos. La distribucion de genotipos de VPH se
muestra en la tabla 2.

Los principales diagndsticos colposcdpicos fueron:
en 53 pacientes (25.6%) se presentaron condilomas,
50 pacientes (24%) con LIEBG y en 26 (12.6%) se
observé lesion intraepitelial de alto grado (LIEAG). Im-
portante resaltar un grupo de 33 pacientes (15.9%) en
el que no se observd lesidn en el momento y se manejo
como antecedente de IVPH (Tabla 3).
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Tabla 1. Tipo de infeccion con base en el nimero de genotipos identificados

Nimero de genotipos Genotipos de bajo riesgo
(n)

Genotipos de alto riesgo

Genotipos de bajo y alto riesgo
(n) (n)

Un genotipo 66 56 122 (58.8%)
Dos genotipos 19 8 21 48 (23.2%)
Tres genotipos 5 3 20 28 (13.5%)
Cuatro genotipos - - 6 6 (3%)
Cinco genotipos - - 3 3(1.5%)
Total 90 (43%) 67 (32.4%) 50 (24.6%) 207

Tabla 2. Distribucion de genotipos de VPH identificados en las muestras analizadas (n = 341)

Genotipos de AR 160 detecciones (47%)

(n) (n)

16 35 10.3%
18 4 1.2%
31 3 0.9%
33 2 0.6%
39 9 2.6%
45 4 1.2%

51 18 5.3%
52 30 8.8%
56 9 2.6%
58 " 3.2%
59 29 8.5%
68 6 1.8%

Genotipos de BR 181 detecciones (53%)

6 16 4.7%
" 20 5.9%
26 1 0.3%
40 1 0.3%
42 4 1.2%
53 17 5.0%
54 " 3.2%
55 2 0.6%
61 21 6.1%
62 23 6.7%

66 18 5.3%
67 1 2.0%
70 2 0.6%
n 1 2.0%
73 2 0.6%
81 5 1.5%
83 3 0.9%
84 12 35%
CP6108 9 2.6%

n: nimero de genotipos detectados; AR: alto riesgo; BR: bajo riesgo; VPH: virus del papiloma humano.

Discusidn

Las caracteristicas clinicas, el aspecto histolégico
y la evolucion natural de las enfermedades genitales
asociadas a VPH dependen en gran parte del genotipo
presente. Asi, se han clasificado las lesiones de-
pendiendo del subgrupo en categorias que permiten

hacer un seguimiento médico mas oportuno y de ma-
yor calidad®°.

Algunos estudios sugieren que la infeccién asinto-
matica por VPH tiene una alta frecuencia (36.6%) du-
rante el embarazo. El examen citoldgico o histopatoldgico
son necesarios para la identificacion de alteraciones
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Tabla 3. Relacion de diagndstico colposcopico, genotipos detectados y tipo de infeccion (n = 207)*

Diagnéstico Nimero de casos, Genotipos detectados Tipo de infeccion
- | Gnica | Mo |

ASCUS 8 (3.9%) 11, 16, 18, 39, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 62, 84, CP6108 2 6

LIEBG 50 (24.1%) 6, 11, 16, 31, 39, 42, 45, 51, 52, 53, 54, 58, 59, 61, 62, 66, 67, 68, 35 15
70, 71,73, 81, CP6108

LIEAG 26 (12.6%) 6, 16, 18, 26, 33, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 61, 62, 66, 68, 70, 71, 84 15 "

Condilomas 53 (25.6%) 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 61, 62, 66, 67, 31 22
68, 73, 83, 84, CP6108

Molusco contagioso 6 (2.9%) 39, 52, 53, 54, 58, 66, 67, 71, 81 3 3

Cervicitis cronica 7 (3.4%) 16, 18, 39, 42, 54, 55, 58, 59, 61, 62, 71, 84 3 4

Antecedente de IVPH 33 (15.9%) 6, 11, 16, 39, 42, 52, 62, 51, 53, 56, 58, 59, 61, 66, 67, 71, 81, 83, 22 n

84, CP6108
Sin datos 24 (11.6%) 16, 39, 40, 42, 45, 52, 53, 54, 55, 56, 59, 61, 62, 66, 67, 68, 71, " 13

81, 84, CP6108

*Los genotipos detectados estan integrados en el total de muestras analizadas dependiendo del tipo de lesion.
ASCUS: anomalias en las células escamosas del cuello de significado incierto; LIEBG: lesion intraepitelial de bajo grado; LIEAG: lesion intraepitelial de alto grado;

IVPH: infeccién por virus de papiloma humano.

celulares, pero su poca sensibilidad limita su empleo, por
esta razén los métodos moleculares como la PCR se
recomiendan como tamizaje para identificacion de los
genotipos virales en aquellas pacientes con sospecha de
infeccion?.

La proliferacion de verrugas genitales durante el em-
barazo puede deberse principalmente a la inmunidad
alterada; en un reporte previo la aparicion de verrugas
fue més frecuente durante el segundo vy tercer trimes-
tre®"22, cabe mencionar que en la poblacién estudiada
la mayoria estaba en el segundo trimestre del emba-
razo (44.45%) y la deteccion de las lesiones fue repor-
tada como reciente (66.2%).

Importante mencionar que en un grupo de 23 pacien-
tes se reportd presencia de lesiones condilomatosas
en pene y escroto en sus parejas.

En el presente trabajo se encontraron frecuencias de
infeccion y coinfeccion por VPH mayores a las repor-
tadas en estudios realizados previamente?®-25. Esta di-
ferencia puede deberse a la técnica utilizada para
detectar la infeccion por VPH. Las caracteristicas ge-
nerales del kit empleado, permitieron identificar un nu-
mero diverso de genotipos virales de VPH.

El propdsito principal de este estudio fue determinar
el o los genotipos de VPH que se encuentran con ma-
yor frecuencia durante la etapa gestacional. Se incluyd
un grupo de 207 mujeres embarazadas en las
cuales el genotipo mas frecuente fue el 16 (10.3%),

identificado en 35 pacientes, predominando en asila-
miento Unico relacionado a LIEBG y LIEAG, asi como
a condilomatosis vulvar y anal en conjunto con geno-
tipos de BR y AR. Al igual que en nuestro, estudio
Luo et al.?® identificaron los genotipos 16 y 52 como
los mas prevalentes en la poblacién de mujeres
embarazadas.

En este trabajo pudimos observar la identificacion de
genotipos en combinaciones de dos genotipos solo BR
(62y 84, 11 y 67), solo AR (16 y 51, 52 y 58) y BR/AR
(11 y 51, 54 y 58). A diferencia de otros estudios, en el
nuestro se pudieron identificar tres genotipos de AR:
en dos pacientes 51, 52 y 58 y 16, 52 y 59 en una pa-
ciente, la cual vive con VIH?,

Entre todos los pacientes con citologia anormal, el
genotipo de VPH mas frecuente fue el VPH16, como
se informd anteriormente?’. Contrario a lo reportado en
la literatura, en este estudio en las pacientes infectadas
con VPH16, la mayoria de las lesiones fueron LIEBG.

Conclusiones

Los programas de tamizaje para la vigilancia estre-
cha de poblaciones en riesgo son de suma importancia
para lograr obtener una cifra mas cercana al nidmero
de pacientes infectadas y la posibilidad de identificar
aquellas infecciones subclinicas que pueden evolucio-
nar a CaCu.
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La prevalencia de la infeccion por VPH en el em-
barazo es muy variada, los datos reportados en la
literatura sobre la relacién entre el VPH y el embara-
zo depende de las técnicas diagnodsticas utilizadas,
la historia clinica de la gestante y el periodo de ges-
taciéon en el que se toma la muestra. La inmunosu-
presién derivada del embarazo puede favorecer el
desarrollo de la patologia, que a menudo se resuelve
por si sola en el posparto. La prevencién de una po-
sible transmision materno-fetal del virus es un aspec-
to importante, pues es el principal factor responsable
de la papilomatosis laringea juvenil y la posibilidad
de transmision del ADN-VPH de la madre al feto se
incrementa cuando hay lesiones presentes, principal-
mente condilomas vulvares y la prueba PCR de VPH
materna es positiva.

Es muy importante realizar un buen seguimiento de
las pacientes embarazadas afectadas por condiloma-
tosis genital o con citologia cervical alterada, pues esto
tiene un impacto a largo plazo tanto para la mujer como
para el recién nacido.

La identificacion del VPH y su tipificacion deben
considerarse como parte del tamizaje integral de mu-
jeres embarazadas, ya que esto permitira dar una ma-
yor calidad diagndstica y de tratamiento, asi como
reducir el nimero de lesiones que pudieran malignizar-
se. Aun cuando ya se ha documentado que las mujeres
embarazadas raramente evolucionaran durante el em-
barazo a lesiones invasivas, el seguimiento estrecho
de aquellas en quienes se ha detectado un genotipo
viral de AR es de suma importancia, ya que no debe
dejarse de lado que en esta poblacion se deberan
considerar tanto los probables problemas ginecoldgi-
cos de la paciente como las posibles repercusiones en
la salud del recién nacido.

Con cargo al proyecto 212250-22761. Direccién de
Investigacion, Instituto Nacional de Perinatologia.
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El embarazo es un proceso que genera grandes cambios inmunitarios en los cuales participan los linfocitos T con respuestas
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El virus de inmunodeficiencia humana (VIH) afecta
el funcionamiento de las células del sistema inmuni-
tario, lo que permite la ocurrencia de enfermedades
oportunistas, deteriorando el estado de salud del pa-
ciente hasta llevarlo a la muerte si no se aplica un
tratamiento adecuado. Derivado de multiples esfuer-
zos, coordinados por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), se ha logrado que la mayoria de per-
sonas que viven con VIH tengan acceso a tratamien-
tos antirretrovirales (ART), lo que les ha permitido el
control de la infeccién, mejoria en su condicién de
salud e incremento en su esperanza de vida.

Desde el inicio de la epidemia, en 1982, hasta la fe-
cha en el mundo se han infectado mas de 79 millones
de personas, de las cuales cerca de 40 millones han
perdido la vida a causa de la infeccion'. En 2021 se
estimé que de los individuos infectados activos, el 53%
son mujeres, con predominio de casos entre los 15y
24 anos de edad'. En nuestro pais, de cada 10 indivi-
duos infectados, 3 son mujeres que adquirieron el virus
por via sexual?. Actualmente, en muchos de los casos
en mujeres el diagndstico se obtiene mediante el tami-
zaje de la infeccion que se realiza durante el control
prenatal del embarazo®. Se estima que en México, de
los aproximadamente 37,000 casos existentes en mu-
jeres en edad reproductiva, cada afio 1,500 se emba-
razan, y de ellas el 57% recibe por primera vez un
tratamiento ART*. Las normas y estrategias recomen-
dadas por la OMS han permitido disminuir en el mundo
la transmisidn vertical del 3.1% en el afio 2002 al 0.4%
en la actualidad®.

A partir del afno 2016, la OMS recomend6 que todas
las personas que sean diagnosticadas con VIH deben
iniciar tratamiento ART de manera inmediata, no im-
portando su estadio clinico, carga viral o niveles de
linfocitos T CD4°. Esta estrategia ha permitido lograr
en el paciente que vive con VIH una disminucioén sig-
nificativa de su carga viral, llevando en la mayoria de
los casos a suprimir la deteccién del virus a nivel sé-
rico, asi como a mejorar su respuesta inmunitaria al
incrementar el nimero de linfocitos T CD4. Desde el
punto de vista clinico, el tratamiento ART mejora el
estado de salud, reduce el riesgo de desarrollo de in-
fecciones oportunistas e incrementa la expectativa de
vida de buena calidad.

El tratamiento ART debe ir acompafiado por la aten-
cion multidisciplinaria por profesionales de la salud y
por el apoyo del circulo familiar y social cercano; estos
dos factores han demostrado ser de mucha importan-
cia para lograr la adherencia correcta al tratamiento
ART’. Es conocido que el inicio del tratamiento ART
puede generar deterioro clinico en el paciente debido
a la inestabilidad y/o recuperacién de su respuesta
inmunitaria, influenciada por la misma infeccién, por
el tipo de ART, la presencia de enfermedades preexis-
tentes o por el desenmascaramiento de infe-cciones
que habian permanecido en estadio subclinico. A este
conjunto de sintomas se le ha denominado sindrome
inflamatorio de reconstitucion inmunolégica (SIRS, im-
mune reconstitution inflammmatory syndrome [IRIS])8.

Para el correcto entendimiento de la interaccion en-
tre la infeccion por VIH, los ART y los fendmenos
reproductivos del embarazo, parto y puerperio es im-
portante conocer los principales cambios a nivel inmu-
nitario en estadios no patoldgicos.

En el embarazo sano no complicado, los cambios
inmunoldgicos que ocurren van encaminados a la mo-
dulacién de la respuesta inmunitaria que ocurre desde
el momento de la concepcidn hasta el posparto. En esta
modulacién participan linfocitos T con respuesta proin-
flamatoria (Th1/Th17), asi como linfocitos con respues-
ta antiinflamatoria (Th2/Treg). Todo este conjunto de
linfocitos y sus productos, principalmente representado
por citocinas, interactuan entre si, fluctuando el predo-
minio e intensidad de las respuestas a lo largo de las
diferentes etapas del embarazo. La flexibilidad descrita
de la respuesta inmunitaria durante la gestacion facilita
las condiciones idéneas para la implantacion, el desa-
rrollo y maduracion del feto, la proteccion frente a po-
tenciales infecciones maternas y el desencadenamien-
to del trabajo de parto®.

La produccion de las citocinas relacionadas con
estos perfiles Th1/Th17 (proinflamatorio) y Th2/Treg
(antiinflamatorio) permiten la regulacién de la inmuni-
dad en el sitio, esto sirve como mecanismo protector
a agentes patdégenos, el equilibrio hormonal y la re-
modelacion del tejido durante la invasién trofoblasti-
ca'®, Durante mucho tiempo el perfil Th1 fue conside-
rado nocivo debido a su relacion con abortos o
pérdidas gestacionales, hoy se sabe que tiene una
aportacion importante durante el proceso de implan-
tacion por su participacion en la angiogénesis®'".
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Figura 1. Propuesta del comportamiento inmunolégico de los perfiles Th1/Th2 en mujeres embarazadas.

ART: antirretrovirales; Th: T helper.

Al existir una exacerbacién en la respuesta Th1, esta
es modulada por la respuesta Treg, que disminuye la
posibilidad de abortos o pérdidas gestacionales'?. Por
otra parte, los perfiles de respuesta inmunitaria Th17
y Treg se regulan mutuamente, debido a la plasticidad
de las respuestas en un ambiente de tolerancia inmu-
nitaria'®, y a una diferenciacion entre ambas'*'5, Al
inicio del embarazo, el perfil de respuesta inmunitaria
Treg alcanza sus niveles mas altos, para posterior-
mente disminuir de manera progresiva hasta el mo-
mento del parto'®'®'7, mientras que la estabilidad de
Th17'3 coincide con las fluctuaciones de Th1/Th2 en
diferentes periodos del embarazo'”, como se muestra
en la Figura 1.

En el embarazo, una vez iniciado el trabajo de parto,
los niveles inmunorreguladores caen y predomina el per-
fil de respuesta inmunitaria Th1°. Este comportamiento
se considera importante en problemas como partos pre-
término, corioamnionitis y preeclampsia’®. La disminu-
cién de los niveles de Treg™?°, con la consecuente re-
duccién en su modulacion de la respuesta Th1, asi como
del incremento de los niveles de Th17, se han asociado
a eventos adversos de la gestacién como abortos, pér-
dida gestacional recurrente®?*, partos pretérmino’ y
preeclampsia®. En el caso de la respuesta Th17, esta se
ha relacionado con un aumento en la secrecion de

interleucina (IL) 17 en la decidua, actuando como un
mecanismo inflamatorio en el aborto tardio?.

Durante el trabajo de parto los niveles de los com-
ponentes de las respuestas Th17/Treg se incrementan,
este comportamiento se mantiene generalmente hasta
cerca de la tercera semana posparto, en los casos de
embarazos no complicados'’; posteriormente, en mu-
jeres sanas el ambiente inmunitario se torna antiin-
flamatorio, manteniéndose asi mientras no vuelva a
embarazarse o0 se presente algun evento de agresion
a su organismo'®,

La respuesta inmunitaria en embarazadas
con enfermedades autoinmunes

Las enfermedades de tipo autoinmune con perfiles
de respuesta inmunitaria Th1/Th17, como son la artritis
reumatoide, las enfermedades tiroideas autoinmunes,
la miastenia gravis y la esclerosis multiple, durante el
embarazo tienden a mejorar debido a la accién anta-
gonista de los perfiles de respuesta inmunitaria Th2/
Treg®%?’. Sin embargo, en el periodo del posparto, al
perderse el equilibrio entre las respuestas inmunitarias,
habitualmente ocurre una exacerbacion de la respues-
ta Th1/Th17, con recaida de las pacientes en su enfer-
medad de fondo®”?8. En el caso de las enfermedades
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autoinmunes con perfil Th2, como el lupus eritematoso
sistémico, la exacerbacién de este perfil provoca una
mala evolucion de la mujer durante el embarazo®s.
Desde el punto de vista reproductivo, a las respuestas
inmunitarias Th1/Th17 se les ha adjudicado su participa-
cion en la disminucién de la fertilidad y a una respuesta
menos efectiva de los tratamientos de fecundidad?"28.

Desde la identificacion del VIH se han realizado mul-
tiples estudios sobre la respuesta inmunitaria en los
pacientes infectados por este virus, los mas relevantes
han descrito el comportamiento de los linfocitos T
CD4+ y los linfocitos T CD8+ una vez ocurrida la se-
roconversion. Estos estudios no solo han permitido
establecer una via de evaluacién y seguimiento del
estado inmunitario de los individuos que viven con el
VIH, sino también conocer el efecto de los linfocitos T
«ayudadores» (helpers) al disminuir la respuesta inmu-
nitaria inflamatoria e incrementar la respuesta inmuni-
taria antiinflamatoria cuando el paciente aun no ha sido
tratado con ART?°. El tratamiento actual con ART re-
duce la carga viral a niveles séricos no detectables e
incrementa la proliferacion de las poblaciones linfoci-
taria desde las primeras semanas del inicio de los ART,
incrementando su numero en un lapso de pocos me-
ses®, El resultado favorable al tratamiento va acompa-
fiado con un incremento de una respuesta inmunitaria
proinflamatoria (Th1)%'.

El sindrome inflamatorio de reconstitucion inmunolé-
gica (SIRS) se describi¢ a finales de los afios 90 del
siglo pasado, a partir de casos observados de pacien-
tes con la infeccion por el VIH en quienes se inicié un
tratamiento con ART®2. Hoy en dia no existe un con-
senso internacional sobre su definicion y condiciones
especificas, ya que en el surgimiento del SIRS no
existe un vinculo Unico a la infeccién por VIH o el uso
de ART, se han detectado casos del sindrome en otras
entidades clinicas caracterizadas por inmunosupre-
sion, en que existe recuperacion inmunitaria una vez
que se inicia un tratamiento especifico.

El inicio del tratamiento ART lleva a la recuperacion
del nimero de linfocitos T CD4+, lo cual a su vez per-
mitira el restablecimiento de la respuesta inmunitaria.
No obstante, en un grupo de individuos que viven con

el VIH, después del inicio del tratamiento puede ocurrir
una respuesta inmunitaria descontrolada, lo cual oca-
sionara la condicion clinica denominada SIRS. La ca-
racteristica principal del SIRS es que poco después del
inicio o reinicio del tratamiento ART ocurre el agrava-
miento paraddjico de la infeccién o del proceso mérbi-
do preexistente, o bien la aparicién de una sintomato-
logia que sugiere un nuevo proceso infeccioso.

En general se acepta como definicion de SIRS a la
aparicion de una respuesta inmunitaria especifica de
antigeno descontrolada, de origen multifactorial, que
se relaciona con el inicio del tratamiento de un proceso
infeccioso®"2, ocasionando el deterioro clinico ini-
cial del paciente aun siendo el tratamiento adecuado,
debido a la accién del sistema inmunitario en recupe-
racion de su funcionalidad.

En el caso de entidades mérbidas que ocasionan
inmunosupresién, como las enfermedades autoinmu-
nes®, la infeccion por el VIH o las neoplasias®, o bien
en aquellas condiciones en que existe un ambiente
inmunolégico cambiante, como el embarazo, el parto®®
o el puerperio®®, la aparicion del SIRS suele ser des-
encadenada por el inicio de un tratamiento que favo-
rezca la recuperacion funcional del sistema inmunita-
rio, aunque en otras ocasiones el SIRS también
aparece debido a la presencia sobreagregada de un
agente infeccioso®.

Es muy importante establecer que el SIRS es una
condicion temporal y autolimitada con diferentes gra-
dos de severidad, y que a pesar de ello, solo en algu-
nos casos se debe suspender del tratamiento de base
que condiciond la aparicién de este sindrome. En los
individuos que viven con el VIH las manifestaciones
clinicas mas severas suelen aparecer en aquellos in-
dividuos con mayor inmunosupresion (linfocitos T
CD4+ < 350 células/ml).

Se desconoce la incidencia general de SIRS, pero
se considera que la probabilidad de desarrollo depen-
dera de las caracteristicas de la poblacion estudia-
da y de la incidencia de infecciones oportunistas
preexistentes.

El SIRS se clasifica en paraddjico y no enmascara-
do. El primero se presenta cuando una condicién pa-
toldgica se combina con un agente infeccioso previa-
mente conocido, que al iniciarse su tratamiento tiende a
evolucionar con un deterioro clinico®?%. El segundo
tipo se caracteriza por aparecer cuando a partir de un
proceso inflamatorio, una enfermedad, generalmente
infecciosa o autoinmune, que permanecia en estado
subclinico, se hace clinicamente evidente posterior-
mente al inicio del tratamiento especifico®®%. De
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manera inicial, muchos de los conceptos de la defini-

cion y clasificacion del SIRS se basaron en eventos

ocurridos o descritos en pacientes con infeccion por el

VIH. No obstante, en el momento actual, la ocurrencia

del SIRS ha sido claramente descrita en otras condi-

ciones clinicas, como las enfermedades de tipo autoin-
mune, enfermedades neoplasicas o en eventos como
embarazo-parto-puerperio.

A partir de datos clinicos y de laboratorio se han
establecido algunos criterios diagndsticos de SIRS en
individuos que viven con VIH3&42;

— Como criterios mayores se han establecido la
manifestacioén atipica de infecciones oportunistas o
de neoplasias en personas que inician tratamiento
ART, caracterizadas por cualquiera de las siguientes
condiciones:
¢ Presencia de una enfermedad localizada.
¢ Reaccion inflamatoria exagerada.
¢ Respuesta inflamatoria atipica en los tejidos

afectados.

o Progresion de la disfuncién orgénica o expansion
de las lesiones preexistentes, a pesar del trata-
miento instituido, una vez que se inicia el trata-
miento con ART.

e Exclusion de un efecto téxico de los medicamentos
o de un diagndstico nuevo.

- Como criterios menores*? se han establecido:
¢ El incremento en el numero de linfocitos T CD4+

después de la indicacion de los medicamentos ART.

e Incremento de respuesta inmunitaria especifica al
agente patdégeno.

¢ Resolucién espontanea de la enfermedad infeccio-
sa 0 neoplasica sin terapia especifica, con la con-
tinuacion de los ART.

A nivel inmunitario, en el SIRS ocurren cambios en
los perfiles de respuesta inmunitaria Th1, Th2, Th17 y
Treg. Ante la presencia de un antigeno, la respuesta
proinflamatoria mediada por Th1 y Th17 es tan exacer-
bada que no puede ser modulada de manera eficiente
por la respuesta antiinflamatoria en Th2 y Treg. En los
pacientes con SIRS, en comparacién con pacientes
sanos, se observa un incremento en la respuesta efec-
tora de los linfocitos CD4+, asi como una frecuencia
alta de activacion de Treg*®.

En el SIRS, al ocurrir un proceso inflamatorio, la esti-
mulacion antigénica y la modificacion de marcadores
celulares por linfocitos T en pacientes con VIH e
infeccion crénica**, aun con las variaciones individuales
y etioldgicas, la desregulacion del perfil inflamatorio se
caracteriza por el incremento de citocinas como el factor
de necrosis tumoral alfa, la IL-6, proteina inflamatoria de

Microorganismos oportunistas mas
relacionados con el desarrollo de sindrome inflamatorio
de reconstitucion inmunoldgica en personas que viven
con el VIH

Micobacterias
Mycobacterium
tuberculosis
Complejo Mycobacterium
avium/intracelular
Bacilo de Calmette-Guérin

Virus
Virus herpes simple
Citomegalovirus
Virus varicela-zéster
Virus hepatitis B
Virus hepatitis C
Virus del papiloma humano

Hongos Virus del molusco contagioso

Cryptococcus neoformans
Pneumocystis jiroveci
Histoplasma capsulatum
Candida

Helmintos
Strongyloides stercoralis
Schistosoma mansoni

Protozoarios
Toxoplasma gondii
Cryptosporidium sp.
Microsporidia
Leishmania sp.

macrdfagos 1 alfa e interferon gamma (IFN-y), todas
ellas asociadas al perfil Th1. No obstante, también se
observa un incremento de IL-10, IL-13 y factor de creci-
miento transformante beta relacionado con el perfil Th2.
Por otro lado, los linfocitos Th17 pueden sostener la
respuesta inflamatoria por medio de la IL-17; a su vez,
la respuesta Th17 se incrementa con Treg, situacion que
facilita la activacion celular y la liberacion de mediadores
relacionados con el sindrome*.

Dentro de los factores condicionantes para el desa-
rrollo del SIRS se deben considerar: a) grado inicial de
afectacion celular, con incremento rapido del numero
de linfocitos T una vez iniciados los ART; b) reduccion
rapida de la carga viral; ¢) infeccion oportunista locali-
zada o sistémica, y d) primera vez que se indican los
ART®%,

La tabla 1 muestra los microorganismos oportunistas
que mas frecuentemente se han relacionado con el
SIRS en pacientes que viven con el VIH.

— Tuberculosis (TB) pulmonar. Mycobacterium tuber-
culosis ha sido el microorganismo que mas se ha
asociado con el desarrollo del SIRS, el sindrome
suele aparecer entre dos a tres semanas después
del inicio de los ART. El paciente clinicamente em-
peora, con exacerbacion de la tos, reinicio de la



M. Avila-Garcia, R. Figueroa-Damian.

fiebre, ataque al estado general e incluso con la
aparicién de nuevas lesiones radioldgicas pulmona-
res, incluida la presencia de derrame pleural.

— TB extrapulmonar. En caso de TB linfatica habra in-
cremento en el volumen de las adenopatias e incluso
la presencia de supuracién. En pacientes con TB
renal podra haber reinicio de la fiebre, asi como de
las manifestaciones urinarias y hematuria. Los pa-
cientes con TB meningea pueden reiniciar con cefa-
lea, signos meningeos e incluso deterioro del estado
de alerta.

— Criptococosis meningea. Reinicio de cefalea, sig-
nos meningeos, deterioro del estado de alerta y en
casos graves puede haber sintomas de hipertension
craneal.

- Neumocistosis pulmonar. Acentuacion de la dificultad
respiratoria, necesidad de apoyo suplementario de oxi-
geno y la aparicién de nuevos infiltrados pulmonares.

— Infecciones virales. En caso de herpes genital pue-
den aparecer nuevas lesiones ulcerativas. En la co-
infeccion por el virus del papiloma humano suele
aparecer o incrementarse el volumen de los condi-
lomas. Tres son las lesiones oculares por citomega-
lovirus asociadas a SIRS: retinitis, vitreitis y uveitis.

El embarazo es un estado de salud que se ha aso-
ciado al desarrollo del SIRS, debido a la inmunomodu-
lacion que ocurre durante la gestacion. Las condiciones
de inmunomodulacion e inmunotolerancia del sistema
inmunitario de la embarazada permiten que diversos
microorganismos puedan permanecer dentro del orga-
nismo de la mujer gestante en un estadio subclinico y
sin que la paciente presente manifestaciones de enfer-
medad. Pero este comportamiento se revierte en el
periodo puerperal, una vez que desaparece el efecto del
embarazo sobre la respuesta inmunitaria, con reactiva-
cion de esta y el desarrollo de manifestaciones compa-
tibles con los criterios previamente descritos del SIRS®.
Es importante sefalar que la incidencia de SIRS en
embarazadas es mucho menor a la incidencia de este
sindrome entre los individuos que viven con el VIH.

En las mujeres que viven con VIH y se embarazan,
si de manera previa a la gestacion ya estan recibiendo
terapia ART y se encuentra bien controladas, su com-
portamiento clinico durante el puerperio es comparable
al de las embarazadas sanas.

En el caso de mujeres gestantes que viven con el
VIH e inician su terapia ART durante su embarazo, el

comportamiento observado en relacion con la proba-
bilidad de desarrollar un SIRS con el inicio de los ART
pareciera ser similar al de otros individuos que inician
con su tratamiento; no obstante, en el caso de aquellas
embarazadas que iniciaron los ART de manera tardia
0 que no lograron controlar la carga viral durante el
periodo gestacional, se considera que tienen una po-
sibilidad mas alta de que los padecimientos concomi-
tantes subclinicos se exacerben en el puerperio®t.

Entre las infecciones en mujeres que viven con VIH
se encuentra la TB. La exacerbacion de esta infeccion
se ha relacionado con estadios avanzados del VIHY
con una respuesta predominante de Th1 previo al uso
de ART. En el embarazo la TB se ha relacionado con
pérdidas gestacionales, preeclampsia, eclampsia, pre-
maturos, bajo peso al nacimiento y con mayor morta-
lidad neonatal, condiciones criticas que en la mayoria
de los casos pueden relacionarse tanto con el estadio
de la infeccién por el VIH como con la coinfeccién por
M. tuberculosis*®. Debemos aclarar que la exacerba-
cion de la TB producto del SIRS es un factor que in-
crementara significativamente la morbilidad perinatal.

Aun cuando la respuesta inmunitaria durante el em-
barazo puede ser similar, sobre todo si la mujer ges-
tante se encuentra bien controlada, es claro que la
deficiencia de la inmunidad celular durante la gesta-
cion puede ser exacerbada con comorbilidades entre
TB y VIH, lo que permitiria la progresion de la enfer-
medad*®. Los niveles de IFN-y son menores en las
mujeres que viven con VIH, a pesar de recibir un tra-
tamiento efectivo y contar con niveles adecuados de
linfocitos CD4+, lo que puede deberse a una deficien-
cia funcional especifica en los linfocitos T CD4+ pro-
ductores de IFN-y*°.

En la infeccion por criptococos, un microorganismo
que aun genera un numero alto de muertes relaciona-
das con la infeccién por el VIH, sobre todo en pobla-
ciones de bajos recursos econémicos®?, se ha descrito
que las embarazadas que viven con VIH y en quienes
se inicid el tratamiento ART durante el periodo gesta-
cional pueden presentar un agravamiento de la infec-
cién fungica durante el tercer trimestre y el posparto
compatible con un SIRS5-%4,

Es frecuente que las mujeres con vida sexual activa
tengan contacto con el virus de papiloma humano
(VPH)%%, En las mujeres que viven con VIH se ha
vinculado la coinfeccion del VPH con el desarrollo de
lesiones de alto grado principalmente por los fenotipos
16 y 18°575°, En la salud perinatal se ha descrito que la
infeccion por el VPH se asocia a multiples efectos ad-
versos sobre la gestacién. No obstante, en
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embarazadas sanas, una vez que finaliza el embarazo,
las lesiones de condilomas tienden a resolverse, aun-
que se desconocen los factores inmunitarios de esta
mejoria. En mujeres gestantes que viven con VIH se ha
observado que cuando la carga viral esta controlada y
los linfocitos T CD4+ se incrementan, la infeccién por
VPH tiende a desaparecer clinicamente, esto no es
sinénimo de curacién, pero si de control clinico del
agente patégeno®.

La evidencia experimental y bibliogréafica sugiere que
la transicion inmunitaria entre el parto y el puerperio
puede acelerar la evolucion de enfermedades conco-
mitantes de diversos origenes, principalmente infeccio-
sas o0 autoinmunes®’.

En las mujeres embarazadas que viven con el VIH,
el tratamiento ART podrian generar condiciones ade-
cuadas para que ocurran los cambios inmunoldgicos
ligados a SIRS debido a la restauracion de la inmu-
nidad inducida por la terapia con ART®'. Es posible
que solo aquellas pacientes con cambios muy exa-
cerbados a nivel inmunitario desarrollen SIRS clinico.
La ausencia de sintomas no es sinénimo de que no
existan cambios inmunitarios condicionantes del
SIRS en un periodo subclinico. En el puerperio sin
patologias el ambiente inmunitario se mantiene con
un predominio infamatorio (Th1/Th17), pero cerca de
tres meses posparto ocurre un cambio en el ambiente
de la respuesta inmunitaria hacia un predominio an-
tiinflamatorio (Th2/Treg)?"2%. En las mujeres que vi-
ven con VIH, hasta el momento no existen datos
claros de cuales son los cambios inmunitarios que
ocurren en el periodo puerperal y de ellos, cuéles se
podrian atribuir al tratamiento ART. Existen algunos
datos experimentales que sugieren que bajo las con-
diciones de la infeccion por VIH tratada con ART, el
cambio de ambiente inmunitario pudiera sufrir un
atraso entre los 6 a 9 meses posparto, dejando una
posibilidad de efectos adversos a mediano y largo
plazo.

Al Dr. Ismael Mancilla Herrera por su apoyo en la
elaboracion de la Figura 1. La revision pertenece al
proyecto de investigacion 2022-1-17, con registro en el
Instituto Nacional de Perinatologia.

La presente investigacion no ha recibido ninguna
beca especifica de agencias de los sectores publicos,
comercial 0 con animo de lucro.

Los autores declaran no tener conflicto de intereses.

Proteccion de personas y animales. Los autores
declaran que para esta investigacion no se han realiza-
do experimentos en seres humanos ni en animales.

Confidencialidad de los datos. Los autores declaran
que en este articulo no aparecen datos de pacientes.

Derecho a la privacidad y consentimiento infor-
mado. Los autores declaran que en este articulo no
aparecen datos de pacientes.

Uso de inteligencia artificial para generar textos.
Los autores declaran que no han utilizado ningun tipo
de inteligencia artificial generativa en la redaccion de
este manuscrito ni para la creacion de figuras, graficos,
tablas o sus correspondientes pies o leyendas.

1. Organizacion Mundial de la Salud. VIH y sida. Datos vy cifras [Internet].
Organizacién Mundial de la Salud; 13 de julio de 2023. Disponible en:
https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/hiv-aids

2. UNAIDS. VIH in pregnancy: a review [Internet]. UNAIDS; 1998. Disponi-
ble en: https://www.unaids.org/en/resources/documents/1998/19980101_
jc151-hiv-in-pregnancy_en.pdf

3. Murphy E, Keller J, Argani C, Milio L, Powell A, Sheffield J, et al. Preg-
nancy in an urban cohort of adolescents living with human immunodefi-
ciency virus: Characteristics and outcomes in comparison to adults. AIDS
Patient Care STDS. 2021;35(4):103-9.

4. Secretaria de Salud. Pruebas para la deteccion de VIH y sifilis en la
Secretaria de Salud. Cobertura de la deteccion del VIH en mujeres
embarazadas. Personas en tratamiento antirretroviral (TAR) [Internet].
México: CENSIDA, Boletin de Atencién Integral de personas que viven
con VIH; 2021. Disponible en: https://www.gob.mx/cms/uploads/attach-
ment/file/736707/BOLETIN_DAI_SEGUNDO_TRIMESTRE_2022.pdf

5. CENSIDA. Vigilancia Epidemiolégica de casos de VIH/SIDA en México.
Registro Nacional de Casos de SIDA [Internet]. México: Secretaria de
Salud, CENSIDA, Direccién General de Epidemiologia; 2019. Disponible
en: hitps://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/513720/RN_D_a_
Mundial_sida_2019.pdf

6. World Health Organization. Consolidated Guidelines on HIV prevention,
testing, treatment, service delivery and monitoring: Recommendations for
a public health approach. Ginebra: World Health Organization; 2021.

7. lsabirye R, Opii DJ, Opio Ekit S, Kawomera A, Lokiru L, Isoke R, et al.
Factors influencing ART adherence among persons living with HIV enro-
lled in community client-led art delivery groups in Lira District, Uganda:
A qualitative study. HIV AIDS (Auckl). 2023;15:339-47.

8. Hidrén A, Gonzélez A. Sindrome inflamatorio de reconstitucién inmune
en pacientes infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana y
afecciones fungicas. Infectio. 2012;16:51-8.

9. Wilczynski JR. Th1/Th2 cytokines balance-yin and yang of reproductive
immunology. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol. 2005;122(2):136-43.

10. Robertson SA, Seamark RF, Guilbert LJ, Wegmann TG. The role of
cytokines in gestation. Crit Rev Immunol. 1994;14(3-4):239-92.

11. Wu L, Liao A, Gilman-Sachs A, Kwak-Kim J. T cell-related endometrial
gene expression in normal and complicated pregnancies. En: Kwak-Kim J,
ed. Endometrial Gene Expression. Springer; 2020. pp. 51-66.



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

M. Avila-Garcia, R.

Kwak-Kim JY, Chung-Bang HS, Ng SC, Ntrivalas El, Mangubat CP,
Beaman KD, et al. Increased T helper 1 cytokine responses by circulating
T cells are present in women with recurrent pregnancy losses and in
infertile women with multiple implantation failures after IVF. Hum Reprod.
2003;18(4):767-73.

Braga A, Neves E, Guimaraes J, Braga J, Vasconcelos C. The dynamics
of Th17/Treg ratio in SLE patients during pregnancy. J Reprod Immunol.
2022;151:103622.

Bellemore SM, Nikoopour E, Schwartz JA, Krougly O, Lee-Chan E,
Singh B. Preventative role of interleukin-17 producing regulatory T helper
type 17 (Treg 17) cells in type 1 diabetes in non-obese diabetic mice.
Clin Exp Immunol. 2015;182(3):261-9.

Komatsu N, Okamoto K, Sawa S, Nakashima T, Oh-hora M, Kodama T,
et al. Pathogenic conversion of Foxp3+ T cells into TH17 cells in autoim-
mune arthritis. Nat Med. 2014;20(1):62-8.

Matthiesen L, Berg G, Ernerudh J, Ekerfelt C, Jonsson Y, Sharma S.
Immunology of preeclampsia. Chem Immunol Allergy. 2005;89:49-61.
Braga A, Neves E, Guimaraes J, Braga J, Vasconcelos C. Th17/Regu-
latory T cells ratio evolution: A prospective study in a group of healthy
pregnant women. J Reprod Immunol. 2022;149:103468.

Wang W, Sung N, Gilman-Sachs A, Kwak-Kim J. T helper (Th) cell
profiles in pregnancy and recurrent pregnancy losses: Th1/Th2/Th9/
Th17/Th22/Tth cells. Front Immunol. 2020;11:2025.

Koucky M, Malickova K, Cindrova-Davies T, Germanova A, Parizek A,
Kalousova M, et al. Low levels of circulating T-regulatory lymphocytes
and short cervical length are associated with preterm labor. J Reprod
Immunol. 2014;106:110-7.

Vargas-Rojas MI, Solleiro-Villavicencio H, Soto-Vega E. Th1, Th2, Th17
and Treg levels in umbilical cord blood in preeclampsia. J Matern Fetal
Neonatal Med. 2016;29(10):1642-5.

Farshchi M, Abdollahi E, Saghafi N, Hosseini A, Fallahi S, Rostami S,
et al. Evaluation of Th17 and Treg cytokines in patients with unexplained
recurrent pregnancy loss. J Clin Transl Res. 2022;8(3):256-65.

Bansal AS, Bajardeen B, Shehata H, Thum MY. Recurrent miscarriage
and autoimmunity. Expert Rev Clin Immunol. 2011;7(1):37-44.

Wang WJ, Hao CF, Qu QL, Wang X, Qiu LH, Lin QD. The deregulation of
regulatory T cells on interleukin-17-producing T helper cells in patients with
unexplained early recurrent miscarriage. Hum Reprod. 2010;25(10):2591-6.
Wang WJ, Hao CF, Yi L, Yin GJ, Bao SH, Qiu LH, et al. Increased
prevalence of T helper 17 (Th17) cells in peripheral blood and decidua
in unexplained recurrent spontaneous abortion patients. J Reprod Immu-
nol. 2010;84(2):164-70.

Nakashima A, Ito M, Shima T, Bac ND, Hidaka T, Saito S. Accumulation
of IL-17-positive cells in decidua of inevitable abortion cases. Am J Re-
prod Immunol. 2010;64(1):4-11.

Borba VV, Zandman-Goddard G, Shoenfeld Y. Exacerbations of autoim-
mune diseases during pregnancy and postpartum. Best Pract Res Clin
Endocrinol Metab. 2019;33(6):101321.

Piccinni MP, Lombardelli L, Logiodice F, Kullolli O, Parronchi P, Romag-
nani S. How pregnancy can affect autoimmune diseases progression?
Clin Mol Allergy. 2016;14:11.

Brann E, Edvinsson A, Rostedt Punga A, Sundstrom-Poromaa I, Skalki-
dou A. Inflammatory and anti-inflammatory markers in plasma: from late
pregnancy to early postpartum. Sci Rep. 2019;9(1):1863.

Burns DN, Nourjah P, Minkoff H, Korelitz J, Biggar RJ, Landesman S,
et al. Changes in CD4+ and CD8+ cell levels during pregnancy and post
partum in women seropositive and seronegative for human immunodefi-
ciency virus-1. Am J Obstet Gynecol. 1996;174(5):1461-8.

Tappuni AR. Immune reconstitution inflammatory syndrome. Adv Dent
Res. 2011;23(1):90-6.

Reyes-Corcho A, Bouza-Jimenez Y. Sindrome de reconstitucién inmu-
nolégica asociado al virus de la inmunodeficiencia humana y sida. Esta-
do del arte. Enferm Infecc Microbiol Clin. 2010;28(2):110-21.

Sharma SK, Soneja M. HIV & immune reconstitution inflammatory syn-
drome (IRIS). Indian J Med Res. 2011;134(6):866-77.

Ludgate S, Connolly SP, Fennell D, Muhamad MF, Welaratne |, Cotter A, et al.
Graves' disease associated with HIV disease and late immune reconstitu-
tion inflammatory syndrome following the initiation of antirretroviral therapy.
Endocrinol Diabetes Metab Case Rep. 2021;2021:21-0094.

Shelburne SA, Montes M, Hamill RJ. Immune reconstitution inflammatory
syndrome: more answers, more questions. J Antimicrob Chemother.
2006;57(2):167-70.

Singh N, Perfect JR. Immune reconstitution syndrome and exacerbation
of infections after pregnancy. Clin Infect Dis. 2007;45(9):1192-9.

Yadav P, Bari MA, Yadav S, Khan AH. Immune reconstitution inflam-
matory syndrome following disseminated TB with cerebral venous throm-
bosis in HIV-negative women during their postpartum period: a case
report. Ann Med Surg (Lond). 2023;85(5):1932-9.

Walker NF, Scriven J, Meintjes G, Wilkinson RJ. Immune reconstitution
inflammatory syndrome in HIV-infected patients. HIV AIDS (Auckl).
2015;7:49-64.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

Figueroa-Damian.

French MA, Price P, Stone SF. Immune restoration disease after antirre-
troviral therapy. AIDS. 2004;18(12):1615-27.

Meintjes G, Lawn SD, Scano F, Maartens G, French MA, Worodria W,
et al. Tuberculosis-associated immune reconstitution inflammatory syn-
drome: case definitions for use in resource-limited settings. Lancet Infect
Dis. 2008;8(8):516-23.

Haddow LJ, Colebunders R, Meintjes G, Lawn SD, Elliott JH, Manabe YC,
et al. Cryptococcal immune reconstitution inflammatory syndrome in
HIV-1-infected individuals: proposed clinical case definitions. Lancet In-
fect Dis. 2010;10(11):791-802.

Shelburne SA, Visnegarwala F, Darcourt J, Graviss EA, Giordano TP,
White AC Jr, et al. Incidence and risk factors for immune reconstitution
inflammatory syndrome during highly active antirretroviral therapy. AIDS.
2005;19(4):399-406.

Nelson AM, Manabe YC, Lucas SB. Immune reconstitution inflammatory
syndrome (IRIS): What pathologists should know. Semin Diagn Pathol.
2017;34(4):340-51.

Antonelli LR, Mahnke Y, Hodge JN, Porter BO, Barber DL, DerSimonian R,
et al. Elevated frequencies of highly activated CD4+ T cells in HIV+
patients developing immune reconstitution inflammatory syndrome.
Blood. 2010;116(19):3818-27.

Bonham S, Meya DB, Bohjanen PR, Boulware DR. Biomarkers of HIV
immune reconstitution inflammatory syndrome. Biomark Med.
2008;2(4):349-61.

Shankar EM, Vignesh R, Velu V, Murugavel KG, Sekar R, Balakri-
shnan P, et al. Does CD4+CD25+foxp3+ cell (Treg) and IL-10 profile
determine susceptibility to immune reconstitution inflammatory syndrome
(IRIS) in HIV disease? J Inflamm (Lond). 2008;5:2.

Adeyemo A, Wood C, Govind A. Kaposi’s sarcoma in pregnancy after
initiation of highly active antirretroviral therapy: a manifestation of immu-
ne reconstitution syndrome. Int J STD AIDS. 2012;23(12):905-6.
Janssen S, Osbak K, Holman R, Hermans S, Moekotte A, Knap M, et al.
Low incidence of the immune reconstitution inflammatory syndrome
among HIV-infected patients starting antirretroviral therapy in Gabon: a
prospective cohort study. Infection. 2017;45(5):669-76.

Mathad JS, Yadav S, Vaidyanathan A, Gupta A, LaCourse SM. Tuber-
culosis infection in pregnant people: Current practices and research
priorities. Pathogens. 2022;11(12).

Kaplan SR, Escudero JN, Mecha J, Richardson BA, Maleche-Obimbo E,
Matemo D, et al. Interferon gamma release assay and tuberculin skin
test performance in pregnant women living with and without HIV. J Acquir
Immune Defic Syndr. 2022;89(1):98-107.

Rajasingham R, Smith RM, Park BJ, Jarvis JN, Govender NP, Chiller TM,
et al. Global burden of disease of HIV-associated cryptococcal meningi-
tis: an updated analysis. Lancet Infect Dis. 2017;17(8):873-81.

Darko AD, Dim DC, Taylor G, Watson DC, Sun CC. Placental Crypto-
coccus neoformans infection without neonatal disease: case report and
review of the literature. Pediatr Dev Pathol. 2009;12(3):249-52.

Ely EW, Peacock JE Jr, Haponik EF, Washburn RG. Cryptococcal
pneumonia complicating pregnancy. Medicine (Baltimore). 1998;77(3):
153-67.

Nayak SU, Talwani R, Gilliam B, Taylor G, Ghosh M. Cryptococcal me-
ningitis in an HIV-positive pregnant woman. J Int Assoc Physicians AIDS
Care (Chic). 2011;10(2):79-82.

Kiggundu R, Rhein J, Meya DB, Boulware DR, Bahr NC. Unmasking
cryptococcal meningitis immune reconstitution inflammatory syndrome in
pregnancy induced by HIV antirretroviral therapy with postpartum para-
doxical exacerbation. Med Mycol Case Rep. 2014;5:16-9.

Stanley MA, Sterling JC. Host responses to infection with human papi-
llomavirus. Curr Probl Dermatol. 2014;45:58-74.

World Health Organization. Cervical Cancer [Internet]. World Health Or-
ganization; 17 de noviembre de 2023. Disponible en: https:/www.who.
int/news-room/fact-sheets/detail/cervical-cancer

Manamela PK, Kgomo KA, van Gelderen CJ, Lekha AR, Michelow P,
van den Berg EJ, et al. Low-grade squamous intraepithelial lesions
among women with HIV. Int J Gynaecol Obstet. 2018;142(1):78-83.

de Sanjose S, Quint WG, Alemany L, Geraets DT, Klaustermeier JE,
Lloveras B, et al. Human papillomavirus genotype attribution in invasive
cervical cancer: a retrospective cross-sectional worldwide study. Lancet
Oncol. 2010;11(11):1048-56.

Li N, Franceschi S, Howell-Jones R, Snijders PJ, Clifford GM. Human
papillomavirus type distribution in 30,848 invasive cervical cancers world-
wide: Variation by geographical region, histological type and year of
publication. Int J Cancer. 2011;128(4):927-35.

Lieve V, Shafer LA, Mayanja BN, Whitworth JA, Grosskurth H. Effect of
pregnancy on HIV disease progression and survival among women in
rural Uganda. Trop Med Int Health. 2007;12(8):920-8.

Bansil P, Jamieson DJ, Posner SF, Kourtis AP. Hospitalizations of preg-
nant HIV-infected women in the United States in the era of highly active
antirretroviral therapy (HAART). J Womens Health (Larchmt).
2007;16(2):159-62.



=

PERMANYER

PErINATOLOGIA Y REPRODUCCION HUMANA ‘ M) Check for updates

ARTICULO DE REVISION

Rodrigo T. Camacho-Pacheco?, M. Angel Nédjera-Hernandez?, Elizabeth Arcadia-Paredes?,
Mextli Y. Bermejo-Haro'?, Jessica Hendndez-Pineda? e Ismael Mancilla-Herrera?*

"Departamento de Inmunologia, Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas, Instituto Politécnico Nacional; 2Departamento de Infectologia e
Inmunologia, Instituto Nacional de Perinatologia. Ciudad de México, México

Con la implementacion de estrategias de cuidado perinatal, la tasa de transmision vertical del virus de inmunodeficiencia
humana (VIH) ha disminuido considerablemente en el mundo. A pesar de no mostrar cargas virales, los infantes expuestos
al VIH no infectados (ENI) cursan en sus primeros meses de vida con mayores tasas de morbimortalidad. Esto se relaciona
con enfermedades infecciosas por microorganismos oportunistas y menor respuesta a las vacunas en comparacion con
infantes sin exposicion al virus, lo que sugiere alteraciones en su sistema inmunitario. En esta revision abordamos diferentes
evidencias de alteraciones en las respuestas inmunitarias innatas y adaptativas de infantes ENI que pudieran explicar esta
disfuncionalidad inmunitaria. Adicionalmente, este conocimiento ayuda a entender como se desarrolla el sistema inmunitario
desde los primeros momentos de gestacion que servirdn para encontrar alternativas de manejo y terapias para el bienestar
de los infantes con esta condicidn.
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With the implementation of perinatal care strategies, the rate of vertical transmission of human immunodeficiency virus (HIV)
has decreased considerably worldwide. Despite the absence of viral loads, infants exposed to HIV not infected during ges-
tation have higher morbidity and mortality rates. This is found to be related to infectious diseases by opportunistic microor-
ganisms and lower response to vaccines in their first months of life compared to non-HIV exposed infants, suggesting alte-
rations in their immune system. In this review we address different evidence of alterations in the innate and adaptive
immune responses of HIV exposed infants that could explain their immune dysfunctionality. Additionally, this knowledge helps
to understand how the immune system develops from the early stages of gestation and will serve to find management alter-
natives and therapies for the welfare of the infants with this condition.
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Desde el inicio de la pandemia en 1981, la infeccién
de VIH ha cobrado un total de 40 millones de vidas'.
En su dltimo reporte (2022), el Programa Conjunto de
las Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA (ONUSIDA),
que hace el mayor y extenso seguimiento de los casos
en el mundo, estima un total 39.0 millones de personas
(0.49% del total de la poblacién mundial) que viven con
esta condicion. El virus ataca directa e indirectamente
al sistema inmunitario del huesped, dejando a los in-
dividuos infectados desprotegidos frente a nuevos pa-
tégenos. Entre las mujeres que la padecen, una de las
mas grandes preocupaciones es que el virus tiene la
capacidad de infectar al feto cuando se encuentran
embarazadas'. En la actualidad, la implementacion de
la terapia antirretroviral, los cuidados perinatales, el
nacimiento via cesarea y la supresion de la lactancia
evitan la infeccion de manera vertical. Sin embargo,
aunque la transmisién no ocurra, el propio entorno fi-
siolédgico materno causado por el virus puede afectar
al desarrollo de la progenie aun sin infectarlo. A estos
bebés se les conoce como expuestos al VIH no infec-
tados (ENI)2.

Dentro de los reportes consensuados, se ha mostra-
do que los bebés ENI suelen nacer con bajos indices
de peso, estatura y perimetro cefélico, aunque consi-
derados dentro de los valores de referencia®. Sin em-
bargo no estan condicionados a ser pequefios durante
toda su vida y pueden alcanzar los valores de las me-
diciones de la infancia promedio. Estas observaciones
somatométricas no son las unicas alteraciones encon-
tradas. Diversos estudios han reportado que los infan-
tes ENI cursan con una alta incidencia de infecciones,
superior a la normal, asi como mayor numero de hos-
pitalizaciones y mayor riesgo de mortalidad antes de
los dos afios de vida“. Interesantemente, muchas de las
infecciones reportadas son causadas por microorganis-
mos oportunistas que comunmente no son de gran
relevancia para nifios sanos®>®. Adicional a la mayor
susceptibilidad a las infecciones, estos infantes no de-
sarrollan la misma respuesta a vacunas, siendo estas
menos eficientes cualitativa y cuantitativamente, con
menor capacidad protectora’. Dichas observaciones
muestran que las respuestas inmunitarias de los infan-
tes ENI se encuentran comprometidas.

Para su estudio, las respuestas inmunitarias se han
dividido en innatas y adaptativas. Las primeras invo-
lucran mecanismos de defensa preformados, confor-
mado por leucocitos (células inmunitarias) con capa-
cidades fagociticas (ingerir y destruir a los patdgenos),

de armamentos quimicos de destruccién o por molé-
culas solubles capaces de danar la membrana de los
patégenos y atraer a mas leucocitos al sitio de la le-
sién. Suelen desencadenarse rapidamente debido a
que existen leucocitos de este tipo en los tejidos cui-
dando la integridad de este y favorecen el reclutamien-
to de nuevos leucocitos. En el caso de las adaptativas,
son respuestas que maduran en drganos conocidos
como linfoides secundarios en el que células como los
linfocitos T y linfocitos B proveen proteccién especia-
lizada y de larga vida. El hecho de que maduren en
estos 6rganos implica diversas interacciones que son
iniciadas por células de la respuesta innata, y que
suelen tardar varios dias para que sean eficientes, por
lo que se consideran respuestas tardias. Entre los
linfocitos T se incluyen los denominados linfocitos T
cooperadores (o también conocidos como CD4) y ci-
totdxicos (o CD8), el primer grupo de células generan
mediadores quimicos solubles que capacitan y poten-
cian a los mecanismos de defensa de las células in-
natas, asi como la produccion de los anticuerpos,
mientras que las segundas se encargan de inducir a
la muerte (apoptosis) a aquellas células que muestren
caracteristicas de alteracién. Por su parte, los linfoci-
tos B son las células que producen los anticuerpos,
que son proteinas con diferentes formas llamadas iso-
tipos (inmunoglobulina [Ig] M, IgG, IgE e IgA) y tienen
la capacidad de distribuirse preferencialmente a cier-
tos tejidos, asi como ejercer diferentes mecanismos
de proteccion®.

Las respuestas innatas son especialmente importan-
tes en los bebés, en quienes es su principal forma de
defensa contra patédgenos. Leucocitos involucrados en
estas respuestas son polimorfonucleares, monocitos,
células asesinas naturales (NK) y células dendriticas
(CD).

Estos leucocitos son los principales productores de
especies reactivas del oxigeno (ROS), excelentes
productoras de citocinas inflamatorias y células fago-
citicas®. En infantes ENI, hay menores nimeros de
neutréfilos en comparacion con infantes control, esta
disminucion se ha propuesto que no se debe a alguna
alteracion propia del desarrollo hematopoyético®, sino
al uso de antirretrovirales (ART). Estas alteraciones
pueden ser trazadas hacia los 3 afios de edad'®. De
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igual forma se ha mostrado una capacidad reducida
para producir ROS, que se encargan de la oxidacion
de biomoléculas de los patégenos'.

Este tipo de linfocitos poseen la capacidad Unica de
atacar y destruir directamente otras células, en particu-
lar las infectadas por virus®. Uno de los mecanismos
que utilizan para llevar a las células blanco a muerte
es mediante moléculas que realizan poros sobre la
membrana como las perforinas. Este tipo de células se
encuentra disminuido en los infantes ENI, sin embargo
presentan mayor estado de activacion, menor cantidad
de perforinas y capacidad litica (destruccion de la mem-
brana de las células) respecto a grupos control'.

Son células cruciales para los vertebrados y desem-
peflan un papel importante en nuestras respuestas
inmunitarias cuando se trata de trasplantes, cancer,
infe-cciones, el desarrollo y el mantenimiento del equi-
librio del cuerpo'. En conjunto con macrofagos vy las
CD constituyen el sistema fagocitico mononuclear, que
se encarga de fagocitar patégenos y células muertas,
asi como de remodelar los tejidos y ser el emisario
para iniciar las respuestas adaptativas. Poseen una
variedad de «sensores» (receptores) que les permiten
detectar y responder a distintos tipos de patdgenos, y
dependiendo de cudles sean activados, actuaran de
acuerdo con las necesidades para la eliminacion de la
amenaza. Algunos de estos receptores se conocen
como receptor tipo toll (TLR) -2 y TLR-4, y son espe-
cialmente buenos a la hora de detectar determinados
grupos de bacterias'. En cuanto a los recién nacidos
ENI, en nuestro grupo de trabajo hemos reportado que
tienen mayor cantidad de monocitos al nacimiento, y
sus proporciones elevadas se mantenian al menos
hasta los tres meses de edad. Adicionalmente, a lo
largo de esta evaluaciéon encontramos que poseian
mayor cantidad de moléculas asociadas a la activacion
(funcion), lo que sugiere que este estado se mantiene
constante. Interesantemente, aunque los bebés ENI
suelen tener mayores niveles de mediadores inflama-
torios en la sangre, sus monocitos no responden tan
eficientemente a moléculas de los patdgenos, proba-
blemente por desensibilizacion a las sefales de los
receptores, lo cual podria hacerlos mas vulnerables a
las infecciones’.

Estos leucocitos se consideran como los principales
mensajeros del sistema inmunitario y quienes orquestan
las respuestas adaptativas. Se han descrito dos princi-
pales tipos de CD, mieloides (mCD) y plasmacitoides
(pCD), siendo las ultimas las menos frecuentes en san-
gre. Habitualmente, las mCD se encuentran en lugares
clave de nuestro cuerpo, como los tejidos, censando
continuamente la presencia de amenazas, y en los or-
ganos linfoides secundarios (como los ganglios linfaticos
y el bazo), donde se iniciardn y maduraran las respues-
tas adaptativas. Cuando encuentran una amenaza, ya
sea un patdgeno o sustancia extrafia, inician un estado
de maduracion, en el cual lo capturan y procesan (des-
componen en fragmentos pequefios) para presentar en
pequenos trozos de los invasores (llamados antigenos)
en moléculas del complejo principal de histocompatibili-
dad (MHC) a los linfocitos T, ya sean cooperadores o
citotoxicos®. Para que esta presentacion y activacién de
linfocitos sea exitosa, la CD debe expresar moléculas
que incrementen las sehales de comunicacién llamadas
coestimuladoras, como CD80 y CD86, y citocinas que
ayuden a la especializacion de las respuestas adaptati-
vas de acuerdo con las necesidades de defensa contra
el patégeno'®. Por otro lado, las pCD tienen una espe-
cialidad diferente; cuando se activan, secretan grandes
cantidades de proteinas llamadas interferén alfa (IFN-c)
y beta (IFN-p), las cuales son sustancias que juegan un
papel importante en las respuestas inmunitarias contra
infe-cciones virales'. En el caso de los infantes ENI, se
ha encontrado un incremento de mCD en circulacion con
mayores niveles de expresion de moléculas coestimula-
doras CD80'8. En el caso de las pCD solo posee incre-
mentada la molécula coestimuladora CD86. Cabe des-
tacar que CD80 y CD86 no son las Unicas moléculas
coestimuladoras, las CD tienen una amplia gama de
estas, algunas generando sefales positivas y otras ne-
gativas para diferentes vias de sefalizacion, y el balance
entre sefales condiciona las respuestas adaptativas,
mismo que esta pendiente de estudiar.

Este tipo de células, a diferencia de los leucocitos de
respuesta innata, maduran en el timo, que dependiendo
de las sefhales que recibe puede especializarse para
potenciar células innatas especificas, dependiendo en
gran medida de la coestimulacion y citocinas que le
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proporcione la CD. Esta diferenciacion, para el caso de
los linfocitos T CD4, lleva a perfiles efectores (Th1, Th2
0 Th17) o supresores (Treg). En el caso de los infantes
ENI, se ha observado que durante su desarrollo gesta-
cional suelen tener una proporcion disminuida de linfo-
citos totales comparada con los fetos provenientes de
madres no infectadas. Esto directamente se ve reflejado
con un menor numero de linfocitos T circulantes. En
nuestro grupo de investigacion hemos caracterizado el
tipo de linfocitos T CD4 diferenciados que se encuentran
en circulacién. Reportamos una disminucién en la pro-
porcion de células diferenciadas, tanto efectoras como
supresoras. Interesantemente, muchos de los linfocitos
T hallados se encuentran en estadios indiferenciados
(conocidas como ThO0), en los que no termind su activa-
cion por parte de las células presentadoras de antige-
no'®. Esto sugiere que a pesar de que las CD estan
especialmente caracterizadas por madurar las respues-
tas adaptativas, si bien estan incrementadas con niveles
mayores de CD80 y CD86, no son eficientes para activar
y madurar las respuestas de células T.

Este tipo de células maduran en la médula dsea y la
mayoria de ellas, asi como los linfocitos T, también se

activan en los 6rganos linfoides secundarios, sin em-
bargo no dependen de las células presentadoras de
antigeno para activarse. Una vez que reconocen el
antigeno, estas células son capaces de producir anti-
cuerpos, siendo la IgM la primera forma, y dependien-
do de los estimulos que haya recibido el linfocito T CD4
para secretar citocinas especializadas, son capaces de
cambiar de isotipos (IgG, IgA, o IgE), cada uno con
funciones expertas contra patdgenos. En el caso de
los infantes ENI, no se ha encontrado alguna particu-
laridad en las células B, sin embargo, las Ig que la
madre le hereda presentan algunas alteraciones im-
portantes. Por ejemplo, se encuentran en mayor can-
tidad un subtipo llamadas IgG1, IgG3 e IgG4, pero
menor de IgG2; estas ultimas son las responsables de
la defensa con aquellas bacterias con capsula de po-
lisacaridos, y esta distribucion de anticuerpos se man-
tiene durante el primer afo de vida®. Esto sugiere que
la respuesta de estas células podria quedarse progra-
mada para no responder eficientemente y sumar a las
alteraciones que incrementan el riesgo de infeccion de
los infantes ENI.

Un fendmeno que engloba las afectaciones del sis-
tema inmunitario de los bebés ENI es su mala respues-
ta a vacunas. Ya que esta estrategia médica esta pen-
sada para estimular al sistema inmunitario adaptativo,
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tanto linfocitos T como B, y que reconozca a un paté-
geno especifico, generando asi memoria protectora
contra este. De esta forma, cuando se han estudiado
nifos ENI que recibieron la vacuna BCG, anti-hepatitis
B, anti-tetanica y anti-estafilococo se observé que sus
linfocitos T tenian una limitada capacidad de proliferar
y producir citocinas, mientras que los linfocitos B pro-
dujeron menos anticuerpos protectores?!-24,

En esta revision hemos dado un panorama general
de cdmo una condicion tan drastica como es la infeccion
por VIH puede afectar la forma en que la descendencia
se protege y es afectada por las condiciones de la ges-
tacion (Fig. 1). Aunque faltan muchos experimentos por
realizar, tanto basicos como clinicos, mostramos impor-
tantes alteraciones en el sistema inmunitario innato y
adaptativo de los recién nacidos ENI que en conjunto
pudieran relacionarse con los riesgos de padecer enfer-
medades y baja respuesta a vacunas. Comprenderlo
nos orientard a encontrar soluciones para eliminar o
reducir las alteraciones que mejoren las condiciones en
las que se desarrollan.
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