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. RESUMEN

Introduccion: A nivel mundial, HCMV afecta de un 40 hasta el 100% de la
poblacién, en México, las mujeres en edad fértil tienen una seroprevalencia con una
aproximacion al 100%. Es considerado la causa mas frecuente de infecciones
congénitas y de enfermedades significativas en pacientes inmunocomprometidos,
como aquellos que recibieron trasplante de 6rganos sdlidos, cursan con una infeccion
por VIH, entre otras. Objetivo: El objetivo del presente trabajo es determinar la
frecuencia de citomegalovirus humano en mujeres en edad fértii de Sinaloa.
Metodologia: Se utilizaron muestras de endo-exo cérvix proporcionadas por los
laboratorios Delia Barraza en colaboracion con el laboratorio de Microscopia. Se les
realizo una extraccién de ADN y se determind la integridad del ADN mediante una PCR
del gen GAPDH. Finalmente se identificd el virus de HCMV por PCR del gen UL123.
Resultados: La presencia de ADN de HCMV en las muestras de endo-exo cérvix de
mujeres en edad fértil de Sinaloa fue del 7.2% (11/152). La mayor positividad se
presentd en las edades de los 45-49 (20%), 25-29 (12.5%) y 20-24 (9.1%); de las
mujeres que provenian de Culiacan el 7.5% y el 16.7% de Guamduchil eran positivas a
HCMV. El 6.6% de las mujeres presentaba coinfeccion con VPH. Conclusién: Se
encuentra presente la infeccion por HCMV en las mujeres en edad fértil en Sinaloa, es

importante continuar con el monitoreo de la infeccién en dicha poblacién.

(Palabras clave: Citomegalovirus, Mujeres, Edad fértil.)



. ABSTRACT

Introduction: Worldwide HCMV affects 40-100% of the population, in Mexico
women of childbearing age represent an approximation of 100%. It is considered the
most frequent cause of congenital infections and significant diseases in
immunocompromised patients, such as those who received solid organ transplants,
who are infected with HIV, among others. Objective: The objective of this work is to
determine the frequency of human cytomegalovirus in women of childbearing age in
Sinaloa. Methods: Cervical endo-exo samples provided by the Delia Barraza
laboratories in collaboration with the Microscopy laboratory were used. A DNA
extraction was performed, and the integrity of the DNA was determined using a PCR
of the GAPDH gene. Finally, the HCMV virus was identified by PCR of the UL123 gene.
Results: The presence of HCMV DNA in cervical endo-exo samples from women of
childbearing age from Sinaloa was 7.2% (11/152). The highest positivity occurred in
the ages of 45-49 (20%), 25-29 (12.5%) and 20-24 (9.1%); Of the women who were
from Culiacan 7.5% and 16.7% from Guamuchil were positive for HCMV. The 6.6% of
women had HPV co-infection. Conclusion: HCMV infection is present in women of
childbearing age in Sinaloa; it is important to continue monitoring the infection in this

population.

(Keywords: Cytomegalovirus, Women, Childbearing age)



l1l. INTRODUCCION

La infeccion por citomegalovirus es la infeccion congénita mas comun (0.2-6%),
con prevalencias que varian de acuerdo con la region y el nivel socioeconémico

(Izquierdo y col., 2021).

La seroprevalencia de HCMV en mujeres en edad fértil puede alcanzar hasta el
100% en algunas poblaciones y en la mayoria de estas, las mujeres embarazadas
infectadas por HCMV provocan una infeccién congénita en hasta el 2% de los nacidos
vivos (Hyde vy col., 2021). La transmision transplacentaria de la infeccion por HCMV
durante el embarazo es de alrededor del 20 al 70% durante las infecciones maternas
primarias, mientras que el riesgo de transmisién/enfermedad de una infeccion

recurrente es del 1-1.5% (Auriti y col., 2021).

La deteccibn de HCMV en secreciones vaginales o cervicales en mujeres
seropositivas sanas en edad reproductiva se identificado con mayor frecuencia
comparado con su identificacion en muestras de orina y sangre (Ju y col., 2020). Cabe
mencionar que la deteccion de citomegalovirus y su patron de eliminacién ha sido bien
estudiado en ciertas poblaciones, como lo son las mujeres embarazadas, mujeres en

posparto, nifios y pacientes inmunocomprometidos (Ju y col., 2020).

Sin embargo, se debe tomar en cuenta que en personas inmunocompetentes la
infeccion por HCMV puede ser asintomatica o causar enfermedad leve y autolimitada;
en mujeres embarazadas puede provocar infeccibn congénita y en personas

inmunocomprometidas (personas con VIH, pacientes oncoldgicos y receptores de



trasplantes de érganos sélidos o de células madre) la infeccion puede llegar a ser grave

con mayor riesgo de morbilidad y mortalidad (Hoehl y col., 2020).

Por lo tanto, conocer la distribucion de la infeccion por citomegalovirus es
importante en los diversos grupos de personas vulnerables, en este caso es importante
determinar la frecuencia de infeccién por HCMV en mujeres en edad fértil en nuestra

region.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. Citomegalovirus humano

El citomegalovirus humano (HCMV) es un patdégeno de importancia clinica que
es la causa mas frecuente de infeccidn congénita y enfermedad significativa en
pacientes inmunocomprometidos, incluso en aquellos que recibieron un trasplante de

organos (Ross y col., 2020).

Se encontrd la primera evidencia de citomegalia e inclusiones corporales en
células renales y de glandulas paratiroideas en 1881 por Hugo Robert, sin embargo,
la evidencia fue debidamente reportada hasta 1904 junto a Jesionek y Kiolemenoglu
(Marti-Carreras y Maes, 2019). Afos después, entre 1956-1957 se dio el primer
aislamiento del virus donde se dio a conocer como ‘“citomegalovirus” por la
colaboraciéon de Smith, Rowe y Weller (Marti-Carreras y Maes, 2019). Y 28 afios
después, en 1984, se publicé la primera secuencia del citomegalovirus humano (cepa
AD169) (Marti-Carreras y Maes, 2019). El herpes virus humano 5 (HHV-5) o HCMV es
un miembro de la familia Herpesviridae de la subfamilia Betaherpesvirinae es un virus

ubicuo restringido al hospedero que infecta humanos (Marti-Carreras y Maes, 2019).
4.1.1. Morfologia

El genoma estd empaquetado en una capside icosaédrica rodeada por una matriz
de proteinas, el tegumento y encerrada por una bicapa lipidica que consiste en una

mezcla de proteinas del huésped y del virus (Figura 1) (Marti-Carreras y Maes, 2019).
La capside viral proporciona una capa que encierra el genoma con un didmetro

de 130 nm, de estructura icosaédrica con un numero de triangulacion T=16 que posee

5
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Figura 1. Morfologia y genoma del HCMV. El genoma estd empaquetado en una
capside icosaédrica rodeada por una envoltura lipidica. Las fosfoproteinas virales se
encuentran en el tegumento, un espacio entre la nucleocépside y la cubierta. El
genoma del ADN esta formado por 2 segmentos del genoma unidos covalentemente
(L, largo; S, corto), cada uno de los cuales consta de una region central Unica (UL,
anico largo; US, Uunico corto). Estas regiones u(nicas estan flanqueadas por
repeticiones invertidas en los extremos (IR, repeticion invertida; TR, repeticion
terminal) o internamente en la interseccidn de los segmentos largo y corto. Durante la
replicacion, se sintetiza una sola cadena larga de ADN. Esta cadena contiene multiples
secuencias de genes repetidas conocidas como concatémeros. Cada concatémero se
escinde en multiples secuencias de genes conocidas como monémeros, formando el
material genético de cada virion. Este proceso de replicacion, escision y
empaquetamiento lo realiza un complejo de terminasa. dsADN, ADN de doble cadena.

Adaptada de Chaer y col. (2016).



60 unidades asimétricas (Wang y Zhao, 2020). En donde, cada unidad posee 16
proteinas principales de la capside (MCP), 16 proteinas mas pequefias de la capside
(SCP), 5 triplex (son heterotrimeros Ta, Th, Tc, Td y Te) y un tercio de los factores de
transcripcion (Tfs) (Wang y Zhao, 2020). Las principales funciones de la capside son
empaquetar, transportar y entregar el genoma viral (Li y col., 2021). EI tegumento
consiste en una capa de enlace entre la nucleocapside y la envoltura exterior,
compuesto por diversas proteinas que parece poco probable que formen una

estructura definitiva (Wang y Zhao, 2020).

En la capa amorfa se encuentran algunos ARN, de los componentes del
tegumento se envian directamente al citoplasma del huésped permitiendo que el virus
se adapte al nuevo entorno celular (Wang y Zhao, 2020). Algunas proteinas del
tegumento que desemperfian funciones en la infeccion inicial son proteinas tardias, que
no se expresan en la fase temprana del ciclo de vida del virus reactivado y no asumen

responsabilidades en la infeccion primaria (Wang y Zhao, 2020).

En la envoltura exterior o cubierta estd constituida por proteinas que poseen
funciones en el reconocimiento, unién y fusién (Wang y Zhao, 2020). Hay diferentes
combinaciones de proteinas de la envoltura que forman tres complejos denominados
complejo de glicoproteina I, 11 'y Ill (gClI, gCll y gCllil). gCl comprende la glicoproteina
gB codificada por el gen UL55 que desempefia funciones en la entrada viral, es objetivo
de anticuerpos neutralizantes y desencadena la alteracion de las vias de sefalizacion
del huésped (Wang y Zhao, 2020). gCll es un complejo formado covalente y no
covalentemente por gM con gN (UL100, UL73), la formaciéon de este complejo es

importante en el reticulo endoplasmico para el transporte y trafico intracelular del

7



heterodimero al centro de ensamblaje del viribn maduro, la unién a la superficie celular
se da por los proteoglicanos de sulfato de heparan (HSPG) (Wang y Zhao, 2020). gCllI
contiene el complejo gH/gL/gO (UL75, UL115 y UL74, respectivamente) de alto peso
molecular; ademas también se da la formacion de gH/gL con los productos del gen
UL128-131 que se une a receptores afines para la entrada viral células epiteliales y
endoteliales, mientras que el complejo gH/gL/gO es necesario para la entrada y

diseminacién entre los fibroblastos (Wang y Zhao, 2020).
4.1.2. Estructura del genoma

EI CMV tiene un genoma grande de ADN lineal de doble cadena con una longitud
de 236 kb con >200 marcos de lectura abiertos que codifican proteinas, donde se ha
demostrado que es muy diverso genéticamente con polimorfismos dispersos en el
genoma viral (Marti-Carreras y Maes, 2019). Siendo uno de los virus de mayor tamafio
que infectan a los humanos y con el contenido de GC mas alto ente los

Betaherpesvirinae (Ross y col., 2020).

El genoma posee una arquitectura de genoma de tipo E, compuesto por dos
grandes dominios invertidos: largo (L) y corto (S) (Wang y Zhao, 2020). Donde cada
dominio estd compuesto por una uUnica regién central (U, por lo tanto, ULy Us
respectivamente) y por dos regiones repetidas, una en el extremo terminal y otra en la
interseccion con el otro dominio uUnico (por lo tanto, TRUIRL y TRs/IRs,
respectivamente) (Wang y Zhao, 2020). Formando una configuracion genomica
conocida como TRL-UL-IRL-IRs-Us-TRs (Wang y Zhao, 2020). Es posible que se dé la

recombinacion entre regiones repetitivas, cambiando la orientacion de cada dominio



anico, produciendo cuatro combinaciones posibles denominadas isbmeros genémicos

(Marti-Carreras y Maes, 2019).

Los genes del HCMV se expresan temporalmente en una cascada secuencial
con genes caracterizados como inmediato-temprano (IE), temprano (E) y tardio (L),
segun su cinética de expresion (Barry y col., 2020). Los genes IE se expresan
inmediatamente después de la infeccion, en ausencia de la expresion génica viral de
Nnovo, su expresion es esencial para ocasionar la expresion posterior de los genes E,
cuyos productos estan implicados en la replicacion del genoma viral (Barry y col.,
2020). La expresion de los genes L estan intrinsicamente ligada a la replicacion del

genoma viral (Barry y col., 2020).
4.2. Infeccion por citomegalovirus humano

La historia natural de la infeccion por HCMV se ha determinado por cuatro
subtipos: primaria, latencia, reactivacion y reinfeccion (Lawrence y col., 2024). La
infeccion primaria ocurre cuando un individuo adquiere por primera vez el virus y
carece de inmunidad previa (Lawrence y col., 2024). Luego el virus entra en una fase
de latencia donde puede reactivarse debido a cuestiones como el estrés u otras
afecciones médicas (Lawrence y col., 2024). Por ultimo, puede ocurrir la reinfeccion,
es decir, después de una infeccién con una nueva cepa a pesar de la inmunidad previa

(Lawrence y col., 2024).
4.3. Tropismo celular del HCMV

EI CMV es altamente especifico de especie, pero en cuanto a su tropismo celular

dentro del hospedero humano es enorme, infecta células endoteliales, epiteliales,



fibroblastos, neuronales, monocitos/macréfagos, granulocitos y células del musculo
liso (Collins-McMillen y col., 2018). Este amplio tropismo permite el establecimiento de
una infeccion persistente, facilita la propagacion sistémica, una proliferacion eficiente

y la transmision entre hospederos (Paradowska y col., 2019).
4.4. Replicacion viral de HCMV

El proceso de entrada a la célula se describe en dos pasos: la union al receptor
y la fusion de membrana (figura 2) (Kschonsak y col., 2021). Utiliza tres complejos de
glicoproteinas de la envoltura para ingresar a diferentes lineas celulares:el complejo
gH/gL/gO (trimero), gH/gL/pUL128-131A (pentdmero) y la glicoproteina B (Kschonsak
y col., 2021). La unién del trimero o pentamero a los receptores celulares proporciona
la sefial desencadenante para que la glicoproteina B catalice la fusion de membranas
entre el virus y las células infectadas; la fusién permite que el CMV entre en las células,

se replique y establezca su latencia (Kschonsak y col., 2021).

El CMV utiliza las glicoproteinas gH/gL/gO (trimero) para unirse al receptor alfa
del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFRX) y al receptor 3 del factor de
crecimiento transformante beta (TGFBR3) para acceder a multiples tipos de células

(Kschonsak y col., 2021).

Durante el proceso de infeccion la nucleocapside se introduce en las células
huésped mediante la fusibn de membranas entre la envoltura viral y la membrana
celular (Li y col., 2021). Después, la nucleocapside se desplaza a traves del sistema
del citoesqueleto hacia el nucleoporo, liberando el genoma viral en el nucleo del

huésped de manera dependiente de la presion a través del portal (Li y col., 2021).
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Figura 2. Replicaciéon de citomegalovirus. (A) La particula viral ingresa a la célula
mediante la interaccidn con receptores celulares. Las proteinas de la capside viral y
las proteinas del tegumento se transportan al citosol. (B) Debido a las proteinas del
tegumento la capside se dirige al nucleo, donde se entrega y se circulariza el genoma.
Se comienza la regulacion de las respuestas de la célula y se inicia la cascada
temporal de la expresion de los genes virales tempranos inmediatos (IE), seguido de
los genes tempranos tardios (DE), los cuales inician la replicacion del genoma viral, y
los genes tardios (L). (C) Se comienza con el ensamblaje de la capside en el nlcleo
debido a la expresion de los genes tardios, seguido de su salida al citosol. Una vez en
el citosol la capside se asocia con proteinas del tegumento y son dirigidas al complejo
de ensamblaje viral (AC) que posee elementos del reticulo endoplasmico, aparato de
Golgi y maquinaria endosémica. Las capsides adquieren tegumento y la envoltura viral
por geminacién en vesiculas intracelulares en el AC. (D) Las particulas virales

formadas son liberadas. Adaptada de Jean-Beltran y Cristea (2014).
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Luego de la entrada, el genoma de ADN lineal de doble cadena se circuraliza y
se replica a través de un mecanismo de circulo rodante, lo que lleva a la formacion de

intermediarios concateméricos de genomas unidos de cabeza a cola (Li y col., 2021).

Estos intermediarios del genoma son reconocidos por la terminasa viral para
formar un complejo concatemérico de ADN/terminasa, que luego se une al portal de
una procapside preformada (Li y col., 2021). EI ADN concatemérico se trasloca y
escinde, dejando un genoma de longitud unitaria dentro de la nucleocéapside (Li y col.,

2021).

Después de la entrada del HCMV en la célula huésped, los genomas virales se
depositan en el nlcleo y se circularizan (Sanchez y Britt, 2021). Se da inicio con la
expresion de los genes IE y E, las proteinas virales se acumulan en estos sitios de pre-
replicacion viral para estimular la replicacion en circulo rodante de los genomas de
entrada (Sanchez y Britt, 2021). A medida que avanza la infeccidn, las células pueden
contener varios focos de replicacion que se unen en compartimentos de replicacion
(RC) méas grandes que contienen la maquinaria de replicacion y las proteinas
tempranas y tardias requeridas para la encapsidacion del genoma viral (Sanchez y
Britt, 2021). Los productos génicos virales IE pueden detectarse dentro de las 8-12
horas posteriores a la infeccion (hpi) en focos de pre-replicacién nuclear después de
la infeccion por HCMV de células permisivas en GO/G1 (Sanchez y Britt, 2021). La
replicacion del ADN viral comienza a las 24 hpi y se estabiliza a las 72-96 hpi (Sanchez

y Britt, 2021).

El HCMV induce una importante reorganizacion de las membranas intracelulares
y desregula el trafico de membranas para generar un compartimiento de membrana
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yuxtanuclear requerida para un envolvimiento citoplasmatico y ensamblaje de virus
eficientes (Sanchez y Britt, 2021). La morfogénesis del sitio yuxtanuclear de envoltura
citoplasmatica, también conocida como complejo de ensamblaje viral (AC), comienza
aproximadamente a las 24 hpi cuando se observa la despolimerizacion de la actina y

cambios en la morfologia del aparato de Golgi (Sanchez y Britt, 2021).

Las particulas de virus que salen del nucleo adquieren su envoltura madura al
brotar en vesiculas de AC que contienen glicoproteinas codificadas por virus y que
posteriormente se fusionan con la membrana plasmatica, liberando viriones en el

espacio extracelular (Sanchez y Britt, 2021).
4.4.1. Estado de latencia

Gran parte de la patogenia asociada con la infeccion por CMV se le puede atribuir
a la capacidad del virus para establecer una infeccion persistente de por vida en el

hospedero por medio de la latencia (Collins-McMillen y col., 2018).

En este estado de latencia, el genoma viral se mantiene en la célula hospedera
sin replicacién activa ni produccion de nueva progenie viral, pero con la capacidad de
reactivar la replicacion desde un estado de latencia en respuesta a cambios en la célula

hospedera (Collins-McMillen y col., 2018).

Se caracteriza por una ausencia o presencia de bajo nivel de replicacién del virus
y la aparicion de genomas virales como episomas circulares dentro de los nucleos de
las células CD33+ y CD34+ de la médula 0sea y de las células mononucleares de la

sangre periférica (Marti-Carreras y Maes, 2019).
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Para el control temprano de las células destinadas a latencia, el CMV se une a
receptores de sefializacion como el receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), el receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR) y las
integrinas, en la superficie celular de la célula para facilitar la entrada viral y para iniciar

la sefalizacion celular (Collins-McMillen y col., 2018).

La manipulacion de las vias de sefalizacion celular es fundamental para
garantizar la supervivencia celular y establecer un entorno intracelular propicio para la

latencia y para evitar la deteccién inmune (Collins-McMillen y col., 2018).

La activacion de EGFR permite que el virus manipule la proliferacion celular, la
diferenciacion, la migracion, la supervivencia, la inmunidad innata y la reparacion del

ADN (Collins-McMillen y col., 2018).

Por otro lado, la sefalizacién de las integrinas regula varias de las funciones
anteriores, pero ademas interactia con e influye en la sefalizacion homeostatica
intracelular e intercelular de los receptores de tirosina quinasa, como EGFR (Collins-

McMillen y col., 2018).
4.4.2. Reactivacioén viral

La reactivacion se produce a partir de la latencia, cuyas fuentes principales son
células progenitoras hematopoyéticas CD34+ y monocitos CD14+ (Wang y Zhao,
2020). Durante la infeccion replicativa, el genoma del HCMV se transcribe en una
cascada temporal de tres clases de genes cinéticos designados como temprano

inmediato (IE), temprano € y tardio (L) (Collins-McMillen y col., 2018).
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Los principales genes tempranos inmediatos (MIE) se expresan primero después
de la activacion del principal promotor temprano inmediato (MIEP) por factores de

transcripcion y componentes del tegumento viral (Collins-McMillen y col., 2018).

Los productos del gen MIE (IE1-72 kDa e IE2-86 kDa) transactivan los
promotores de genes tempranos virales lo que conduce a la replicacion del ADN viral

y de la expresion de los genes virales tardios (Collins-McMillen y col., 2018).

La reactivacion de formas latentes del virus, asi como las reinfecciones de estas
son comunes, especialmente para grupos susceptibles como pacientes
inmunocomprometidos, mujeres embarazadas, recién nacidos y ancianos, donde se
ha demostrado que en algunos casos puede haber secuelas después de la infeccion

(Marti-Carreras y Maes, 2019).
4.5. Epidemiologia de HCMV

Es un virus que infecta entre el 40-100% de la poblacién adulta en todo el mundo.
En el mundo desarrollado, las infecciones congénitas por CMV ocurren en el 0.5-2%
de los embarazos (Paradowska y col., 2019). En Estados Unidos se estima que cada
afio nacen entre 20 000 y 30 000 bebés con CMV congénito, donde dentro del 10-15%
de ellos desarrollan secuelas neuroldgicas significativas, siendo de las mas comunes

la pérdida auditiva (Ross y col., 2020).

En un estudio sistematico se estimo la seroprevalencia global del CMV con un
83%, un 86% en mujeres en edad fértil y 86% en donantes de sangre y 6rganos (Zuhair
y col., 2019). De acuerdo con estas tres categorias la seroprevalencia mas alta se

observo en la region del Mediterraneo Oriental (90%) y la mas baja en la region
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europea (66%) (Zuhair y col., 2019). La seroprevalencia de la region de las Américas
fue del 75% en la poblacion general, 79% de las mujeres en edad fértil y del 78% en
donantes de sangre y 6rganos (Zuhair y col., 2019). En México la seroprevalencia en

mujeres en edad fértil oscila entre el 80-90% (Zuhair y col., 2019).

Paises de América Latina como Chile, Ecuador y México muestran que al final de
la nifez y adolescencia, el 90% aproximadamente de la poblacion ya ha sido infectada
con el virus, ademas que casi todos los pacientes negativos para HCMV en esta edad
sufre su primera infeccion durante la edad adulta temprana (Conde-Ferrdez y col.,
2019). En México la infeccion por HCMV es la primera causa de hipoacusia y de

sordera neurosensorial en nifios (Conde-Ferraez y col., 2019).

Entre las poblaciones la seroprevalencia varia ampliamente entre las poblaciones
de acuerdo con el nivel socioecondmico y la edad, en los paises desarrollados en
mujeres embarazadas la seroprevalencia de CMV en mujeres en edad fértil oscila
entre menos del 50 y el 85% (Marsico y Kimberlin, 2017). De las mujeres en edad
reproductiva 4 de cada 10 son seronegativas para la infeccion por HCMV y se estima
gue entre el 5y 10% de estas tendran una infeccion primaria por HCMV durante el

embarazo (Lawrence y col., 2024).

Por otro lado, en los paises en desarrollo se aproxima al 100% debido a que se
obtiene la infeccion muy temprano en la vida a través de la lactancia y las condiciones
de hacinamiento (Marsico y Kimberlin, 2017). Entre los nacidos vivos, la
seroprevalencia es del 0.7% en los paises desarrollados y en los paises en desarrollo

oscila entre el 1 al 5% (Macedo-da-Silva y col., 2020).
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La seroprevalencia tiende a ser mas alta en los grupos socioeconémicos mas
bajos, las poblaciones de minorias raciales y étnicas, mujeres de mayor paridad y edad
materna avanzada (Davis y col., 2017). También debido a los niveles de ingresos del
hogar, la educacion, el estado civil, el area de residencia, tamafo de la familia y pais

de nacimiento (Lawrence y col., 2024).

Las mujeres con nifios pequefios en guarderias también tienden a tener un mayor
riesgo de infeccion primaria por CMV debido a las altas tasas de transmision horizontal
entre nifios pequefios en guarderias grupales; hay un riesgo de seroconversion del
12% en trabajadores de guarderias y un 24% en los padres anualmente (Davis y col.,

2017).

Por lo tanto, la exposicion a nifios pequefios (50%) es un factor de riesgo de
infeccion primaria por CMV en mujeres de edad fértil, ya que, los nifios pequefios
eliminan el virus en niveles elevados durante periodos prolongados en la saliva y la

orina (Davis y col., 2017).

Otros factores asociados a la seropositividad de CMV son los antecedentes de
enfermedades de transmisién sexual, el debut sexual mas joven y tener multiples

parejas sexuales (Boucoiran y col., 2019).

Las tasas de transmision congénita del CMV alcanzan un 50% en mujeres que
adquieren la infeccion primaria por CMV durante el embarazo y menos del 2% en

mujeres con infeccion no primaria (Davis y col., 2017).
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4.6. HCMV en mujeres embarazadas

HCMV es particularmente amenazante durante el embarazo debido a su
capacidad para atravesar la barrera placentaria e infectar al feto, representando la
primera causa viral de defectos congénitos de nacimiento (Figura 3) (Kschonsak y col.,

2021).

De las mujeres no inmunes que se infectan durante el embarazo un 20 a 30%
trasmiten el virus a su descendencia, mientras que la tasa de transmision después de
una infeccién no primaria es del 0.6-1% (Paradowska y col., 2019). La infeccion
materna, ya sea primaria o no primaria, incluyendo la reactivacion del virus latente o la
reinfeccidén con una cepa diferente puede conducir a atravesar la placenta e infectar al
feto (Paradowska y col., 2019). La infeccién no primaria resulta de la reactivacion del
virus enddogeno (latente) o de la reinfeccidn por virus exdgeno, esta se define como la
deteccidén de una cepa de CMV distinta de la cepa que fue la causa de la infeccion

inicial (Boucoiran y col., 2019).
4.6.1. Infeccion congénita: Interfase Utero-placentaria

La placenta humana es un dérgano hematdégeno que suministra oxigeno,
nutrientes e inmunoglobulinas G (IgG) en la circulacidon materna al feto (Pereira, 2018).
Es un érgano quimérico formado por partes maternas y fetales; el lado materno esta
constituido por el estroma del Gtero, las células deciduales y las células del sistema
inmunitario, en cambio el lado fetal consta de células de Hofbauer (macréfagos
fetales), fibroblastos y el trofoblasto diferenciado en citotrofoblastos,
sincitiotrofoblastos y trofoblasto extravelloso, que esta en contacto con el lado materno

(Macedo-da-Silva y col., 2020).
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Figura 3. Fisiopatologia de la infeccidon Infeccion litica
materna/transmision fetal. La infeccion litica es ocasionada por una infeccion primaria,
reactivacion o una reinfeccion (nueva cepa); el citotrofoblasto interno esta rodeado de
fibroblastos placentarios y macréfagos que se conectan a los vasos sanguineos
fetales, se cree que la capa externa de sincitiotrofoblastos es permisiva al HCMV; en
la sangre fetal el virus se puede esparcir a células (células endoteliales fetales,
fibroblastos y células del musculo liso). Infeccion fetal. HCVM desarrolla una infeccion
de por vida debido a su capacidad de establecer latencia en los monocitos de sangre
periférica y de células madre y progenitoras hematopoyéticas (HSPC) CD34+; los
monocitos infectados luego de su entrada a los tejidos provocan su diferenciacion a
macroéfagos o células dendriticas lo que conlleva a la reactivacion y propagacion viral.
Infeccion congénita. Las manifestaciones clinicas son el tamafio pequefio para la edad

gestacional (PEG), la restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU) y pérdida auditiva

neurosensorial (SNHL), entre otras. Adaptada de Lawrence y col. (2024).
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Posee una estructura en forma de disco adherida a la pared uterina (decidua),
esta conecta al feto a través del cordon umbilical y entra en contacto con la sangre
materna dentro del espacio sanguineo velloso, formado entre la placenta y la decidua
basal (Pereira, 2018). Las vellosidades coridnicas contienen vasos sanguineos fetales
(BV) y forman continuamente vellosidades ramificadas a lo largo de la gestacion

(Pereira, 2018).

El intercambio entre la sangre materna y el compartimiento fetal se produce a
través de la superficie de las vellosidades a través de los sincitiotrofoblastos (STB),
gue es un sincitio multinucleado para el intercambio de sustancias clave y una barrera
fisica a la entrada de patdgenos (Pereira, 2018). La viremia materna y la infecciéon de
las células de la decidua basal exponen a los STB a los viriones en la sangre y los
liberan localmente en la sangre intervellosa; ademas la infeccion en la decidua parietal

podria extenderse a la membrana corionica (Pereira, 2018).

Se cree que la transmision vertical del HCMV en el Utero comienza con la
infeccion de la placenta a partir de la circulacion materna (Itell y col., 2017). El virus de
las células uterinas maternas infectadas se replica en las células deciduales y se
propaga a la placenta, lo que lleva a una infeccion focal de los citotrofoblastos (Singh
y col., 2021). Los sincitiotrofoblastos expresan los receptores del factor del crecimiento
epidérmico (EGFR) necesarios para la entrada del CMV, sin embargo, se cree que el
virus no puede entrar en la capa del sincitiotrofoblasto sin la presencia de receptores
Fc neonatales (FcRn) expresado en la superficie celular (Singh y col., 2021). Se
plantea que los anticuerpos IgG débilmente neutralizantes forman complejos

inmunitarios de viriones-IgG que se someten a transcitosis a traves del receptor FCRn
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gue se expresa en los sincitiotrofoblastos placentarios en la superficie del nucleo de
las vellosidades, de aqui la infeccidn se extiende a los fibroblastos del estromay a los

vasos sanguineos fetales, provocando una infeccion fetal (Singh y col., 2021).

En el Gtero gravido, la infeccion inicial es en la vasculatura uterina que se extiende
al trofoblasto extravelloso (Uenakay col., 2019). EI CMV se replica en el citotrofoblasto
subyacente provocando una infeccion focal que se propaga al estroma velloso y a los

capilares fetales (Uenaka y col., 2019).

La replicacion del CMV podria afectar la remodelacién vascular y ocasionar
fibrosis, ocluyendo el flujo sanguineo y reduciendo aun mas el intercambio entre la

circulacion materna y el feto (Uenaka y col., 2019).

Las placentas infectadas son grandes y palidas o pequefias y fibréticas; los
hallazgos microscopicos muestran prominente fibrosis, mineralizacion de las
vellosidades, infiltrados de células plasmaticas en el estroma de las vellosidades y
grandes inclusiones intracelulares con o sin inclusiones citoplasmaticas baséfilas mas

pequefias (Uenaka y col., 2019).
4.6.2. Dafo fetal

Se presenta una alteracion de la placenta en la patogenia de la infeccién
congénita por CMV (Auriti y col., 2021). Este se replica en los citotrofoblastos,
interfiriendo con la diferenciacion e invasion de los citotrofoblastos, inhibe el desarrollo
adecuado de las vellosidades y provoca edemalfibrosis placentaria y el deterioro del
transporte de oxigeno y sustancias nutritivas al feto, lo que puede contribuir a una

restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU) (Auriti y col., 2021).
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Los trastornos fetales asociados con la infeccion del CMV estan relacionados con
la infeccion directa del feto, sin embargo, el desarrollo y la funcién anormales de la
placenta también pueden contribuir al desarrollo y la gravedad de la enfermedad (Auriti

y col., 2021).

Los mecanismos moleculares que participan en el dafio placentario relacionado
con el CMV son el desarrollo deficiente de la matriz extracelular con una expresion
disminuida de moléculas de integrina, lo que conduce a una menor capacidad de
adhesion celular e invasion celular; el deterioro de la actividad de las
metaloproteinasas de matriz (MMP) en la placenta mediado por la IL-10, con la
subsiguiente menor expresiéon de moléculas de HLA en los citotrofoblastos; la
activacion del receptor activado por el proliferador de peroxisomas (PPAR), lo que

interfiere con las funciones biolégicas del citotrofoblastos (Auriti y col., 2021).
4.7. Transmision de HCMV

La diseminacion del CMV comienza cuando un individuo entra en contacto con
fluidos corporales, como lagrimas, saliva, orina, semen o leche materna de un individuo
infectado (Collins-McMillen y col., 2018). La excrecion de CMV puede durar meses 0

afos y puede ser continua o intermitente (Davis y col., 2017).

Por parte de individuos asintomaticos seropositivos, a través del contacto con los
fluidos corporales o la donacion de érganos (Lawrence y col., 2024). Puede ocurrir por
el contacto cercano (con orina, saliva y otros fluidos), la transferencia de sangre,
sexualmente, transplacentariamente, perinatalmente y durante la lactancia (Plotogea

y col., 2022).
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4.7.1. Transmision materno-fetal

Las fuentes principales de infeccidon materna primaria por CMV son la actividad

sexual y el contacto con nifios pequefios (Davis y col., 2017).

La transmision del CMV de la madre al hijo (transmision vertical) puede ocurrir en
el utero (infeccidn congénita con mayor riesgo de secuelas), durante el parto o durante
la lactancia (Davis y col., 2017). La transmision intrauterina es el resultado del cruce
transplacentario del virus, que luego se replica en multiples tejidos embrionarios o

fetales (figura 4) (Davis y col., 2017).

Por otro lado, la transmisién intraparto y posnatal puede ocurrir por la ingestion o
aspiracion de las secreciones cervicovaginales durante el parto, por la lactancia o por

vias de transmision horizontal (Davis y col., 2017).

La transmision vertical puede ser ocasionada por una infeccion primaria materna
durante la gestacién o por la reactivacion de una infeccion materna anterior, ya que, el
HCMV puede reactivarse esporadicamente a partir de la latencia en las células

mieloides de la médula 6sea (Macedo-da-Silva y col., 2020).

El riesgo de transmision congénita es del 40% cuando la infeccibn materna
primaria ocurre en el primer trimestre y alrededor del 25% de los lactantes tendran
complicaciones, por otro lado, el riesgo de transmisién congénita en mujeres con

inmunidad previa es del 0.2 al 2% (Macedo-da-Silva y col., 2020).

La placenta es la via principal de la transmision materno-fetal, en donde CMV se
propaga durante la viremia materna y la otra ruta de infeccion placentaria son las

infecciones ascendentes del tracto genital (Uenaka y col., 2019).

23



’Placenta

Transplacentaria

Dano/interrupcion de la placenta o hemorragia
fetal-materna

A través de las membranasfetales

Infeccidon ascendente por el tracto genital y
transmisién sexual

Figura 4. Rutas de transmisién materno-fetal. Citomegalovirus puede transmitirse
de la madre al feto a través de mdltiples mecanismos, como la transmision
transplacentaria directa, dafio o alteracion placentaria y/o hemorragia fetal-materna,
mediante las membranas fetales, de forma ascendente por el tracto genital y por

transmision sexual. Adaptada de Megliy Coyne (2022).
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4.8. Manifestaciones clinicas del HCMV

En individuos sanos la infeccion por CMV presenta sintomas ambiguos y
relativamente leves; sin embargo, ante la ausencia de una adecuada inmunidad
adaptativa del huésped, la infeccibn representa un riesgo de enfermedad
potencialmente mortal muerte (Wang y Zhao, 2020). Las manifestaciones clinicas
pueden variar desde ser asintomaticos o con presencia de sintomas leves hasta
provocar enfermedad significativa y mortal cuando son  personas
inmunocomprometidas (Plotogea y col.,, 2022). Algunos sintomas reportados son
fiebre, erupciones, faringitis y linfadenopatias, ademas pueden ocasionar neumonia,
encefalitis, neuropatia, hepatitis, dafio ocular posterior, enfermedades del tracto

digestivo y urinario, entre otras (Plotogea y col., 2022).

Es altamente patdégena entre lactantes con infeccibn congénita y pacientes
inmunocomprometidos, como los receptores de trasplantes (Macedo-da-Silva y col.,
2020). En pacientes inmunocomprometidos pueden presentar fiebre, sudores
nocturnos, pérdida de peso y dolor articular o muscular (Collins-McMillen y col., 2018).
En pacientes que han recibido trasplante de érganos sdlidos o células madre presenta
complicaciones infecciosas como neumonia intersticial, gastroenteritis, retinitis,

hepatitis, fracaso del injerto y muerte (Collins-McMillen y col., 2018).
4.8.1. En mujeres embarazadas e infeccion congénita

La infeccion primaria durante el embarazo es asintomatica en aproximadamente
el 75-95% de las madres con un periodo de incubacion de 20 a 60 dias, pero puede
presentarse como una mononucleosis leve o un sindrome similar a la gripe con fiebre

persistente y fatiga (Figura 5) (Davis y col., 2017).
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Impacto materno:

Aumento de la respuesta inflamatoria
Sepsis

Dificultad respiratoria

Hemorragia obstétrica

Muerte

Impacto placentario:

* Disminucionde nutrientes/transporte de oxigeno
* Parto prematuro

* Reservorio para reinfeccion

Impacto fetal:

* Restricciondel crecimiento

* Defectos de nacimiento:
-Sordera/ceguera
-Microcefalia
-Defecto en el neurodesarrollo

*  Muerte fetal

Figura 5. Manifestaciones clinicas en la infeccién congénita. La infeccién por
citomegalovirus durante el embarazo puede tener un impacto en la madre, en el feto
y/o en la propia placenta, provocando diversas manifestaciones clinicas en cada lugar.

Adaptada de Megli y Coyne (2022).
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De los pacientes con mononucleosis un tercio de ellos presentaran
manifestaciones dermatoldgicas (variedad de erupciones) (Davis y col., 2017). La
infeccion primaria también puede conducir a complicaciones graves especificas de
organos (Boucoiran y col., 2021). Es la causa principal viral de discapacidades del
desarrollo neonatal, incluida la pérdida auditiva neurosensorial (SNHL) y el dafio del

sistema nervioso central (Paradowska y col., 2019).

Las infecciones por CMV interfieren en el desarrollo placentario robusto que es
fundamental para el mantenimiento saludable del embarazo (Uenaka y col., 2019).
Puede provocar restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU), parto prematuro,
anomalias fetales o neonatales y muerte (0.5% de las infecciones congénitas) (Uenaka

y col., 2019).

Aproximadamente del 5-10% de los recién nacidos infectados por CMV son
sintomaticos, que incluyen SNHL unilateral o bilateral, coriorretinitis, microcefalia,
hepatomegalia, esplenomegalia, trombocitopenia, petequias, ictericia y convulsiones
(Paradowska y col., 2019). De estos sintoméaticos del 45-85% desarrollara secuelas
permanentes, que incluyen la perdida de la audicion (35%), deficiencias

motoras/cognitivas (43%) y discapacidad visual (6%) (Paradowska y col., 2019).

Por otro lado, el 15% de los recién nacidos asintomaticos desarrollan secuelas
neuroldgicas a largo plazo en los préximos afios de vida, principalmente pérdida de

audicion (Paradowska y col., 2019).

El mayor riesgo de presentar sintomas graves, en el feto o en el recién nacido,

es en casos de infeccidbn materna primaria en el primer trimestre, sin embargo, el riesgo
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de transmision aumenta con el avance de la gestacion de un 40% en los dos primeros

trimestres hasta un 60% en el tercer trimestre (Davis y col., 2017).

El predictor mas fuerte de CMV congénito al nacer y de secuelas a largo plazo
es la transmision en el Utero de una infeccion materna primaria a una edad gestacional

mas temprana (Davis y col., 2017).
4.9. Diagnostico de HCMV
4.9.1. Prenatal

No se recomienda oficialmente ninguna prueba de laboratorio para CMV durante
el embarazo, pero se recomienda el diagndéstico durante el primer trimestre de

gestacion (Auriti y col., 2021).

Para la deteccion de CMV en el embarazo se recomienda la identificacion de
anticuerpos dentro del complejo ToORCH (Plotogea y col., 2022). Antes o al comienzo
del embarazo se realiza la deteccion de anticuerpos contra patégenos ToRCH para
determinar el estado inmunoldgico de la madre, siendo estos convencionalmente
Toxoplasma gondii, virus del herpes simple tipo 1y 2 (HSV-1y HSV-2), citomegalovirus
y el virus de la rubéola (Warnecke y col., 2020). Son los patdgenos mas comunes
causantes de anomalias congénitas o defectos del nacimiento, ya que, pueden
transmitirse al nifio por infeccion vertical (intrauterina, subparto o posnatal) (Warnecke
y col., 2020). Las pruebas serolégicas sirven de apoyo al diagnoéstico de la infeccion,
diferenciar entre infecciones primarias o secundarias, evaluar los riesgos del embarazo

y proporcionar medidas de profilaxis (Warnecke y col., 2020). Por otro lado, no es
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recomendable realizar un diagndéstico de rutina de TORCH en mujeres embarazadas

asintomaticas de bajo riesgo (Warnecke y col., 2020).

En mujeres embarazadas las pruebas seroldgicas son el método principal para
el diagndstico de la infeccidn por citomegalovirus (Wang y Oyeniran, 2023). Los niveles
de IgM contra CMV aumentan en la primera y segunda semana después de la
infeccion, disminuye y generalmente son indetectables cuatro meses después (Wang
y Oyeniran, 2023). En cambio, IgG es detectable a partir de las dos semanas después
de la infeccion alcanzando niveles altos a los dos o tres meses y permanece de por
vida (Wang y Oyeniran, 2023). La prueba del indice de avidez de IgG se puede utilizar
para determinar una infeccion primaria reciente, las muestras con un indice de avidez
bajo (menor al 50%) indica que la infeccion ocurrié recientemente dentro de los ultimos

tres a cuatro meses (Wang y Oyeniran, 2023).

La combinacion de pruebas seroldgicas especificas para IgM, 1gG y la avidez de
IgG puede ser de ayuda en la distincidon entre infecciones maternas primarias y
secundarias (Auriti y col., 2021). Sin embargo, puede ser un desafio debido a la poca
sensibilidad de IgM y la evaluacién de IgG se ha descrito de manera deficiente (Auriti
y col., 2021). La deteccion del DNA de CMV en los fluidos corporales maternos podria
ser fiable si se cuenta con un estado serologico detectado antes del embarazo,
ademas se requieren de pruebas moleculares con alta sensibilidad y especificidad

(Auriti y col., 2021).

Para confirmar el diagnéstico es necesario el uso de técnicas de PCR para la
deteccion de ADN viral en sangre u otros fluidos corporales (orina, saliva, secreciones
vaginales) (Plotogea y col., 2022). Es un medio certero para el diagnostico de una
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infeccion materna activa y de un alto riesgo de infeccion fetal (Plotogea y col., 2022).
Actualmente, la deteccion por PCR de ADN molecular posee un alto rendimiento,

especificidad y sensibilidad (Plotogea y col., 2022).

La deteccion de ADN viral de CMV por PCR a partir de secreciones cervicales
uterinas es un método no invasivo y altamente especifico para predecir la infeccion
fetal en mujeres embarazadas de alto riesgo con una sensibilidad del 50% (Tanimura
y Yamada, 2018). Ademas, que se puede aislar el ADN de CMV incluso cuando no es

detectable en sangre (Tanimura 'y Yamada, 2018).
4.9.2. Fetal

La deteccion de anomalias fetales mediante ecografia o estudios de imagenes
puede ser el primer indicio de una infeccion congénita por CMV en ausencia de signos
y sintomas de la madre o pruebas serologicas, sin embargo, carecen de sensibilidad
y especificidad para predecir la infeccién congénita sintomatica (Tanimura y Yamada,
2018). Poseen baja especificidad y precision, dependen del personal médico con
experiencia considerable (Plotogea y col., 2022). El diagndstico por imagenes fetales
se basa en hallazgos ultrasonograficos anormales (aumento de la ecogenicidad
periventricular, ventriculomegalia, calcificaciones intracraneales y quistes

periventriculares) (Auriti y col., 2021).

Cuando se confirma la infeccion materna primaria, la amniocentesis con PCR del
CMV o cultivo viral realizado en el liquido amniético después de las 21-22 semanas de
gestacion puede detectar si se produjo una transmision intrauterina; es el estandar de
oro para diagnosticar la infeccion por CMV en el utero con una sensibilidad y valor

predictivo de un resultado negativo del 93% y una especificidad de un resultado
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positivo del 100% (Auriti y col., 2021). Es un método altamente sensible y especifico
para diagnosticar la infeccion fetal, pero puede aumentar el riesgo de la rotura de las
membranas y la toma de muestra antes de las 21 semanas puede provocar falsos
negativos (Tanimura y Yamada, 2018). Este método tiene la mayor capacidad de
prediccion, pero se evita debido a los riesgos asociados a su procedimiento (Plotogea
y col., 2022). Ademas, se sugiere el estudio anatomopatologico de la placenta podria
ser de ayuda en la evaluacion del riesgo de infeccion por CMV en el embarazo

(Boucoiran y col., 2021).
4.9.3. Nenonatal

Para el diagnostico de una infeccion congénita es indispensable detectar HCMV
en cultivos o el ADN del virus en sangre, orina, saliva o liquido cefalorraquideo (LCR)

dentro de las primeras tres semanas de vida (Lawrence y col., 2024).

Las pruebas de diagndéstico para CMV deben realizarse dentro de los primeros
21 dias de vida; mas alla de este punto, es dificil diferenciar entre la infeccién por
CMV congénita y la adquirida después del nacimiento (Wang y Oyeniran, 2023).
Después del nacimiento, se debe realizar un ensayo de PCR de la orina y/o saliva del
recién nacido dentro de las primeras tres semanas de vida (Auriti y col., 2021).
También podrian ser utiles las muestras de gotas de sangre seca (DBS) para la

deteccion de CMV congénita y adquirida (Auriti y col., 2021).
4.10. Tratamiento de HCMV

Para las formas moderadas y graves de la infeccion por CMV el tratamiento

incluye agentes antivirales, esta terapia se ofrece a pacientes inmunocomprometidos
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(Plotogea y col., 2022). Para los pacientes sanos solo se utilizan medicamentos para
tratar los sintomas clinicos debido a que la infeccién tiene una buena resolucion

(Plotogea y col., 2022).

Actualmente los farmacos antivirales disponibles para el tratamiento de CMV son
el valaciclovir, ganciclovir y valganciclovir, estos poseen la capacidad de inhibir la ADN
polimerasa viral (Auriti y col., 2021). El tratamiento durante el embarazo sigue siendo
limitado, el valaciclovir oral y la globulina hiperinmune especifica para CMV (CMV-HIG)
se han estudiado para prevenir la infeccidn fetal por CMV o tratar una infeccion fetal

establecida (Boucoiran y col., 2021).

Debido a la alta prevalencia y el riesgo asociado con la infeccion, el Comité
Asesor Nacional de Vacunas (NVAC) ha agregado al HCMV a la lista de infecciones
de alta prioridad para el desarrollo de vacunas (Macedo-da-Silva y col., 2020). Algunos
avances han demostrado que la vacuna de la glicoproteina B viral recombinante es
beneficiosa para prevenir infecciones en mujeres, pero no existe ain una vacuna

autorizada (Macedo-da-Silva y col., 2020).
4.11. Genotipos de HCMV

Diversos estudios han demostrado la presencia de multiples genotipos del CMV
en una amplia variedad de grupos de poblacion como en adultos inmunocompetentes,
nifos que asisten a guarderias, personas infectadas con VIH, receptores de aloinjertos
y lactantes con infeccién congénita (Ross y col., 2020). La genotipificacion de CMV se
ha centrado principalmente en gB, gN y gH, los cuales desempefian un papel en la
entrada del virus y pueden influir en la infectividad o patogenicidad de CMV (Hu y col.,

2020).
32



La virulencia de las diferentes cepas de HCMV puede ser un factor importante en
la aparicion y gravedad de las enfermedades asociadas a HCMV debido a la variacion
genética en genes funcionalmente importantes, como lo son las glicoproteinas gB, gN
y gO que estan involucradas en la penetracion a la célula huésped, tropismo celular o

replicacion (Handous y col., 2021).

La glicoproteina H (gH) esta codificada por el gen UL75 y posee dos genotipos,
gH1 y gH2, basados en la variabilidad en el dominio N-terminal de 37 aminoacidos
(Handous y col., 2021). No se han correlacionado con la infeccién sintomética, pero se
ha encontrado asociacién con la hipoacusia en lactantes (Handous y col., 2021). La
glicoproteina O (gO) codificada por el gen UL74 se le han identificado ocho variantes
genéticas, cinco genotipos principales (gO1-5) con subgenotipos (gOla-c, gO2a-b)

(Handous y col., 2021).

La glicoproteina gN codificada por el gen UL73 tiene cuatro variantes genémicas
principales gN1-4, gN3 esta subdividida en gN3a y gN3b, ademas gN4 posee tres
subgrupos gN4a-c (Handous y col., 2021). La glicoproteina gB codificada por el gen

UL55 se le han identificado cinco genotipos que son gB1-5 (Handous y col., 2021).

Varios estudios han sugerido que algunos genotipos gB pueden estar asociados
a una infeccién grave (Gonzalez-Sanchez y col., 2015). La mayoria de los pacientes
con VIH reportan el genotipo gB2 con el mas frecuente, en los pacientes que tuvieron
algun trasplante reportan el genotipo gB1 como el mas predominante (Gonzalez-
Sanchezy col., 2015). En México, en estudios de nifios con trasplante de medula 6sea
los genotipos predominantes eran los tipos gB1 y gB2 (30 y 27%, respectivamente)
(Gonzalez-Sanchez y col., 2015). También se observo esta predominancia en nifios y
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mujeres con infecciones por HCMV, en cambio el de menor frecuencia fue el gB3
(Gonzalez-Sanchez y col., 2015). Mostrandose en México el predominio de los

genotipos gB1 y gB2 (Gonzalez-Sanchez y col., 2015).

Se ha descrito en diferentes estudios que el genotipo gB1 es el mas frecuente
entre los receptores de trasplantes de 6rganos sélidos seguido de los genotipos gB2,
gB3 y gB4 (Bilgilier y col., 2022). En otro estudio se reportd el genotipo gB1 como el
mas frecuente en pacientes inmunocomprometidos, con tasa de infeccion mixta alta,
cargas virémicas mas altas, rechazo de injertos y de estar infectados con otros
herpesvirus (Bilgilier y col., 2022). Por otro lado, se demuestra que el genotipo gB2 era
el mas prevalente entre recién nacidos y mujeres embarazadas infectadas por HCMV,
pero gB4 se asociaba con el sindrome de sepsis en recién nacidos (Bilgilier y col.,

2022).

La transmisién placentaria parece ser independiente de una cepa de virus
especifica y se detectan diferentes genotipos de CMV en recién nacidos (Paradowska
y col., 2019). La asociacion entre las proteinas de superficie de las variantes de CMV

y el resultado clinico sigue siendo controvertida (Paradowska y col., 2019).
4.12. Relacién de HCMV con la infeccion por VPH

El cancer de cuello uterino representa el 7.5% de las muertes por cancer en las
mujeres alrededor del mundo (Kienka y col., 2019). Es el tercer cancer mas comun en
el mundo y el cuarto con mayor mortalidad en mujeres (Raju, 2014). Principalmente en
mujeres de 15 a 44 afios y el factor etioldgico principal demostrado en la etiopatogenia
del cancer de cuello uterino es el virus del papiloma humano (VPH), es necesario mas

no suficiente para causar el cancer (Ghosh y col.,, 2019; Raju, 2014). Se han
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establecido factores de riesgo hormonales, tabaquismo, dietéticos e infecciones de
transmision sexual adicionales importantes para el desarrollo del cancer de cuello
uterino (Grce y col., 2004). Factores de riesgo como la edad de la primera relacion
sexual, numero de parejas sexuales, consumo de alcohol, consumo de tabaco, uso
prolongado de anticonceptivos orales, uso de dispositivos anticonceptivos
intrauterinos, multiples embarazos y la coinfeccion con otras infecciones de
transmision sexual, entre otros, aumentan el riesgo de desarrollar cancer de cuello

uterino (Marinho-Dias y col., 2013).

Mundialmente las coinfecciones virales representan del 10-15% de los tipos de
cancer (Ghosh y col., 2019). Y para el desarrollo de una patologia cervical (evolucién
a cancer cervical) se considera que se requiere la coinfeccion de VPH con otros virus
de transmision sexual como lo son el virus del herpes simple, virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), virus de Epstein-Barr (VEB) y HCMV (Sanchez-
Gonzalez y col., 2023). Se ha descrito que estos virus establecen latencia de por vida
y se han relacionado con el aumento del desarrollo de riesgos de neoplasia cervical

(Ghosh y col., 2019).

Citomegalovirus infecta con frecuencia el tracto genital y se ha descrito que esta
asociado con algunas neoplasias malignas (Raju, 2014). Ademas, se ha reportado en
todo tipo de lesiones cervicales (1.58-61.0%), sin embargo, su papel en el cancer sigue
siendo controvertido (Raju, 2014). Algunas de las explicaciones del papel de HCMV
en el cancer de cuello uterino son: la persistencia de HCMV da lugar a cervicitis cronica
que contribuye a la inmunosupresion en el cuello uterino lo que conlleva a la

predisposicion de adquirir la infeccion por VPH (Raju, 2014). También ayuda en la
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reactivacion de VPH latente y, por dltimo, la transactivacion de genes virales y
celulares de VPH debido a los productos genéticos de los genes inmediatos y
tempranos de HCMV (Raju, 2014). Es decir, todo ocurre gracias a la ayuda de la
expresion de proteinas tempranas inmediatas (IE1 e IE2) del HCMV que mejoran el
desarrollo de tumores malignos (Kienka y col., 2019). La expresion de HCMV en lineas
celulares tumorales ha demostrado que interfiere en vias de sefializacion, promueve
la supervivencia celular, la angiogénesis, alteraciones en la motilidad y adhesion
celular, desregula varios procesos fisioldgicos normales que controlan el ciclo celular,
implicacién en la invasion celular y la modulacion del sistema inmunologico (Kienka y
col., 2019). El papel de HCMV como cofactor de la carcinogénesis cervical del VPH no
esta bien establecido, podria deberse a una infeccion oportunista de HCVM en los
casos infectados por VPH o por promover un ambiente inmunosupresor que favorecera

la carcinogénesis asociada a la infeccién por VPH (Kienka y col., 2019).
4.13. Antecedentes

Arellano-Galindo y col., en Ciudad de México realizaron un estudio con 387
muestras de saliva y gotas de sangre de recién nacidos prematuros con mayor riesgo,
ademas de 375 muestras de leche materna de las madres (Arellano-Galindo y col.,
2014). Se identific6 HCMV en el 5.1% de los recién nacidos y en el 97.3% de las
madres (Arellano-Galindo y col., 2014). Se realizo serologia en las madres, cultivo con
la saliva y para confirmacion de la positividad se realizaron ensayos de PCR
(amplificacion del gen UL123) para los tres tipos de muestras (Arellano-Galindo y col.,

2014). Ademas, realizaron una genotipificacion donde el genotipo mas frecuente fue
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gB2 en un 76.5% en los recién nacidos prematuros y un 46.6% en las madres

(Arellano-Galindo y col., 2014).

En Carolina del Norte en 2019 en un estudio realizado por Kienka en mujeres no
embrazadas entre 30 a 65 afios de bajos ingresos, obtuvieron un total de 60 muestras
recolectadas a partir de cepillos cervicales (Kienka y col., 2019). Se buscaba la
deteccion viral de VEB, VPH y HCMV por medio de técnicas de PCR (el gen utilizado
para la amplificacion de HCMV fue el gen UL55); las positividades encontradas fueron
del 43%, 28% y 38%, respectivamente (Kienka y col., 2019). Ademas, identificaron una
coinfeccién del 20% de VEB con VPH y del 12% de CMV con VPH (Kienka y col.,
2019). La codeteccion de CMV y VPH no se asocio con un mayor grado de enfermedad
cervical; mientras que VEB se asocio con un mayor riesgo de lesiones cervicales de

alto grado (Kienka y col., 2019).

En China, se realiz6 un estudio sobre el modo de eliminacion del HCMV en
mujeres seropositivas no embarazadas en edad fértil a partir de muestras de orina,
sangre e hisopos vaginales de 1262 mujeres, en donde la deteccion de citomegalovirus
fue del 0.6%, 3.2% y 10.5%, respectivamente (Ju y col.,, 2020). Se determino
estadisticamente una mayor frecuencia de HCMV en las secreciones vaginales y la
carga viral fue significativamente mayor en la misma (Ju y col., 2020). Ademas, la
excrecion de HCMV en las secreciones vaginales se asocio con la presencia del ADN
del HCMV en la orina, la presencia de IgM y antecedentes adversos en el embarazo

(Juy col., 2020).

En Sinaloa se encuentran dos tesis de maestria realizadas por nuestro equipo de
investigacion con mujeres embarazadas a partir de muestras de placenta de la cara
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materna y fetal con el uso de pruebas moleculares, en este caso PCR. Soto-Lépez en
2017 encontré una positividad del 59.25% de las muestras de placenta de las mujeres
participantes, de las cuales se detecto CMV en un 31.25% en la cara materna, el
31.25% en la cara fetal y en ambas caras de la placenta fue del 37.5%% (Soto-Lopez,
2017). Por otro lado, en 2020 por Casimiro-Martinez se reportd una positividad del
60.65% de las muestras de placenta de las participantes, en la cara materna fue del
29.51%, en la cara fetal un 9.83% y ambas caras en el 21.31% (Casimiro-Martinez,
2020). Ademas, se realiz6 otro estudio en el Hospital Civil de Culiacan de Sinaloa en
el 2018 por Batiz-Salazar a partir de restos de Ovulo-placentarios de abortos
espontaneos del primer trimestre de la gestacion mediante inmunohistoquimica y se
obtuvo una positividad del 22% (de 76 casos), sin embargo, no fue posible asociar

HCMV con el aborto (Béatiz-Salazar y col., 2018).
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V. JUSTIFICACION

Citomegalovirus representa un problema de salud, social y econémico, presenta
una incidencia que va desde el 40 hasta casi el 100% de personas infectadas en el
mundo, con una seroprevalencia mayor en grupos socioecondmicos bajos. En México
se ha reportado que el 90% de la poblacion se encuentra infectada y las mujeres en
edad fértil representan una aproximacion al 100%. Aunado a esto, es la causa mas
comun de infeccion congénita que conlleva al mayor numero de secuelas,
principalmente problemas de sordera, retrasos en el neurodesarrollo y muerte. Por ello,
la importancia de la aplicacién de técnicas moleculares que ayuden a conocer la
distribucion del virus de la poblacidén sinaloense en contribucion a la epidemiologia
molecular del estado, la cual respalda el desarrollo de vacunas considerada una

prioridad de salud publica.
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VI. HIPOTESIS

Existe una frecuencia del 12% de infeccion por HCMV en mujeres en edad fértil

de Sinaloa
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VIl. OBJETIVOS

7.1. Objetivo general
Determinar la frecuencia de HCMV en mujeres en edad fértil de Sinaloa
7.2. Objetivos especificos

7.2.1. Objetivo 1. Determinar la frecuencia de HCMV en muestras de endo-exo cérvix

de mujeres en edad fértil del estado de Sinaloa

7.2.2. Objetivo 2. Asociar los datos demograficos (lugar de procedencia y edad) con la

infeccion por HCMV

7.2.3. Objetivo 3. Relacionar la infeccién por VPH con la infeccion por HCMV
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1. Disefio experimental

Se realizé un estudio observacional, descriptivo y transversal. La poblacién de
estudio fueron mujeres en edad fértil que acudieron a sus servicios en los laboratorios
de Delia Barraza en colaboracion con el laboratorio de Microscopia de la Facultad de

Ciencias Quimico-Bioldgicas.

Se obtuvo una muestra de endo-exo cérvix a partir de un citocepillo. El proyecto
se llevé a cabo en el laboratorio de Microscopia de la Facultad de Ciencias Quimico-

Bioldgicas de la Universidad Autonoma de Sinaloa.
8.1.1. Criterios de inclusion

e Muestras de endo-exo cérvix de mujeres en edad fértil que asistieron a
sus servicios en Delia Barraza
e Mujeres que aceptaron participar en el estudio por medio de la carta de

consentimiento informado
8.1.2. Criterios de exclusion
¢ Muestras de mujeres que no firmaron la carta de consentimiento informado
8.1.3. Criterios de eliminacion
e Muestras con insuficiente cantidad o degradacion del DNA para su analisis
8.1.4. Tamafo de la muestra

Se calcul6 el tamafo de la muestra para una poblacion finita de acuerdo con los

datos obtenidos en el INEGI del afio 2020.
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Donde:

n= Nz?pq _ (793 059)(1.962 )(0.80)(0.20)

~ (N—1)e?+2%pq _ (793 059 —1)(0.12)+(1.962)(0.80)(0.20) 61.46

n = Individuos necesarios para el estudio
N = Tamafio de la poblacion
Z? = Seqguridad del 95% (1.96 al cuadrado)
e = Error maximo admisible (0.1)
p = Probabilidad a favor (0.80)
g = Probabilidad en contra (0.20)

8.2. Materiales

8.2.1. Muestra bioldgica

Las muestras cervicales fueron recolectadas con la ayuda de un citocepillo
utilizado en los frotis cervicales. Luego se colocaron en tubos de 15 ml con PBS 1X
para su conservacion, transporte y almacenamiento a una temperatura de -4°C hasta

Su procesam iento.

8.3. Metodologia

8.3.1. Extraccién de ADN

Se realizo la extraccion con el uso de un kit comercial Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega®). Primero se concentr¢ la pastilla de células, para ello la
muestra se agito vigorosamente por votex y se transfirio a un tubo eppendorf de 1.5
ml. Luego se centrifugd a 14 000 rpm/1lmin y se decant6 el sobrenadante,
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Posteriormente se agrego 600 ul de solucion de lisis de ndcleos mas 7 ul de proteinasa
K (10 mg/ml), se mezclaron por pipeteo e incubaron a 55°C durante 24 horas. A
continuacion, se agregaron 3 ul de solucion de ARNasa e incub6 a 37°C durante 30
min. Transcurrido el tiempo se le agregaron 200 pl de solucién de precipitacion de
proteinas y se agitd por vortex por 20 segundos para después ponerlo en hielo durante
5 minutos y centrifugarlo a 14 000 rpm/4min. El sobrenadante resultante se transfirio
a un microtubo nuevo de 1.5 ml y se le agrego 600 pl de isopropanol frio, para luego
mezclarlo por inversion para centrifugarlo a 14 000 rpm/1min y decantar el

sobrenadante cuidadosamente.

Finalmente, se le agregaron 600 ul de etanol al 70%, se mezclé por inversion
suave y centrifugd a 14 000 rpm/1min (2 veces). Se dej6 secar la pastilla de ADN en
una campana de extracciéon durante 20 min para agregar 50 pl de solucion de

rehidratacion de ADN, la cual se incub6 a 65°C por 1 h.
8.3.2. Determinacion de la integridad del ADN

Para la integridad del ADN se realiz6 una PCR para el gen constitutivo GAPDH

de 614 pb (Heydt y col., 2014). Los primers que se utilizaron fueron los siguientes:
G6F=5 — GAGTCCACTGGCGTCTTCA -3
G6R=5- GTCTGCAAAAGGAGTGAGGC - 3

Las condiciones del mix de reaccion fueron 9.5 ul de agua inyectable, 3 ul de
MgClz, 1 ul de DNTP’s, 5 ul de buffer 10X, 0.25 ul de primer G6-F, 0.25 pl de primer
G6-R, 1 ulde Tagy 5 pl de ADN (Heydty col., 2014). Las condicionas del termociclador

fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial 95°C/3min, desnaturalizacion 95°C/40s,

44



alineamiento 55.8°C/40s, extension 72 °C/35 s, extension final 72 °C/5 min en un total
de 35 ciclos (Heydt y col., 2014). Los productos obtenidos se visualizaron en una
electroforesis en gel de agarosa al 2% a 90 V en 80 minutos con la ayuda de un

transiluminador Spectroline Select Series (Heydt y col., 2014).
8.3.3. PCR para el gen UL123 de HCMV

Se utilizaron primers para el gen UL123 que codifica para la proteina de la region
antigénica temprana inmediata (MIE) de HCMV para su identificacion, donde se
obtuvieron productos de 300 pb que se visualizaron en una electroforesis en gel de
agarosa al 2% a 100 V en un periodo de 40 minutos (Demmler y col., 1988). Los

primers que se utilizaron son los siguientes:
MIE4F= 5-CCAGCGGCCTCTGATAACCAAGCC-3’
MIESR= 5- CAGCACCATCCTCCTCTTCCTCTGG-3’

Las condiciones del mix de reaccion fueron 11.5 pl de agua inyectable, 2 pl de
MgCl2, 1 pl de DNTP’s, 2.5 ul de buffer 10X, 1 pl de primer MIEF4-F, 1 pl de primer
MIEF5-R, 1 ul de Tag y 5 yul de ADN (Demmler y col., 1988). Las condicionas del
termociclador fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial 95°C/5min,
desnaturalizacion 95°C/45s, alineamiento 53°C/45s, extension 72°C/1min, extension

final 72°C/5min en un total de 35 ciclos (Demmler y col., 1988).
8.4. Analisis estadistico

Los datos fueron representados por medio de tablas y graficos con la ayuda del

programa Excel. También se utilizo el paguete de software estadistico IBM SPSS para
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el andlisis de los datos. Haciendo uso de la prueba Ji? de Pearson o exacta de Fisher,

segun corresponda. Se hara uso de un grado de significancia estadistica de p<0.05.
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IX. RESULTADOS

Objetivo 1. Determinar la frecuencia de HCMV en muestras de endo-exo ceérvix

de mujeres en edad fértil del estado de Sinaloa
9.1. Descripcion de la poblacion

La recoleccion de las muestras se realizo de febrero de 2021 a noviembre de
2022 obteniendo un total de 152 muestras cervicales correspondientes a mujeres en
edad fértil que asistieron a sus servicios a los laboratorios Delia Barraza en

colaboracion con el laboratorio de Microscopia.

El estudio incluyé mujeres con un rango de edad que oscilaba de los 16 a 49
afos, con un promedio de edad de 31 afios. Se muestra la distribucion de las edades
respecto al numero de mujeres. Las edades de las mujeres en edad fértil participantes
se clasificaron desde la edad de 15 afios hasta los 49 afios de 15-19 (6, 3.9%), 20-24
(22, 14.5%), 25-29 (32, 21.1%), 30-34 (37, 24.3%), 35-39 (26, 17.1%), 40-44 (19,
12.5%) y 45-49 (10, 6.6%); donde se observa una mayor cantidad de mujeres en las
edades que van desde los 25 a 34 afios, principalmente en los grupos 30-34 con el
24.3% de mujeres en edad fértil y seguido del grupo de edad de los 25-29 con el 21.1%.
Por otro lado, hay una disminucién en el nUmero de mujeres a partir de las edades de

los 35 afios a los 49 afios (figura 6).

Por otro lado, de acuerdo con el lugar de procedencia de las mujeres en edad
fértil el 88% eran de Culiacan (133/152), y el otro 12% (19/152) pertenecian a
Guamuchil (4%, 6/152), Guasave (3%, 5/152), Mazatlan (2%, 3/152), Mochis (2%,

3/152) y Navolato (1%, 2/152) (figura 7).
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Figura 6. Distribucién de las edades de las mujeres participantes. Se muestra la
clasificacion de las edades de las mujeres que va desde los 15 hasta los 49 afios;
donde se puede observar un mayor numero de mujeres en las edades que
comprenden los 25 a 34 afios, también se observa una disminucion del nimero de

mujeres a partir de los 35 afios hasta los 49 afos.
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Figura 7. Lugar de procedencia de la poblacién. Nos sefiala la distribucion de las
mujeres en edad fértil de acuerdo a su lugar de procedencia. El 88% pertenecian a
Culiacén, seguido de Guamuchil (4%), Guasave (3%), Mazatlan (2%), Mochis (2%) y

Navolato (1%).
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9.2. Identificacion molecular de HCMV

Se analizaron muestras cervicales de mujeres en edad fértil del periodo de
febrero 2021 a noviembre 2022 y se les realizé una PCR para el gen GAPDH como
control de integridad del ADN (figura 8). Se obtuvo un total de 152 muestras y se les
realizo la identificacion de HCMV mediante la amplificacion del gen UL123 con un

tamafo de 300 pb (figura 9).

Se identific6 a HCMV en el 7.2% (11/152) de las muestras de endo-exo cérvix
pertenecientes a las mujeres en edad fértil participantes (figura 10). De acuerdo con la
positividad por grupos etarios, de 15-19 (0%, 0/6), 20-24 (9.1%, 2/22), 25-29 (12.5%,
4/32), 30-34 (2.7%, 1/37), 35-39 (7.4%, 2/27), 40-44 (0%, 0/19) y 45-49 (20%, 2/10).
Se observé una mayor positividad en los grupos de edad de 45-49 con un 20%,

seguido del grupo de 25-29 con un 12.5% y de 20-24 con 9.1% (figura 11).
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Figura 8. Amplificacion del gen GAPDH por PCR. Se observa una banda de 614 pb
correspondiente al gen constitutivo GAPDH como control de integridad del ADN. De
izquierda a derecha, primero se encuentra un marcador de 100 pb, luego el control
negativo, control positivo y 6 muestras que presentan una banda correspondiente a

GAPDH.
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Figura 9. Amplificacion del gen UL123 por PCR. Se observa una banda de 300 pb
correspondiente al gen UL123 indicando positividad a HCMV. De izquierda a derecha,
primero estd un marcador de 100 pb, seguido de un control negativo, un control positivo
y un total de 9 muestras analizadas. La muestra marcada con el nimero 3 presenta

una banda de 300 pb correspondiente a HCMV.
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Figura 10. Identificacion molecular de HCMV. Se identifico la presencia de HCMV

en un 7.2% (11/152) de las mujeres en edad fértil.
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Figura 11. Positividad por grupos etarios. Se muestran las frecuencias de acuerdo
con los grupos de edades, la mayor positividad observada fue en el grupo de 45-49

(20%), seqguido del grupo de 25-29 (12.5%) y de 20-24 (9.1%).
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Objetivo 2. Asociar los datos demograficos (lugar de procedenciay edad) con la

infeccién por HCMV
9.3. Analisis de la asociacion de datos demograficos con la infeccion por HCMV

Los datos demograficos que se tomaron en cuenta fueron la edad y el lugar de
residencia de las mujeres en edad fértil de Sinaloa. De acuerdo con el andlisis la
asociacion de la edad con la infeccidén por citomegalovirus no es estadisticamente

significativo (p=0.305) (Tabla 1).

Por otro lado, la relacion del lugar de residencia con HCMV se obtuvo positividad
a CMV en Culiacan del 7.5% (10/133) y de Guamuchil el 16.7% (1/6), en donde en
Guasave, Mazatlan, Mochis y Navolato no hubo positividad a HCMV (Figura 12).
Ademas, no hubo asociacion estadisticamente significativa entre el lugar de residencia

y la infeccién por citomegalovirus (p=0.782).
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas de la poblacion y la infeccion por HCMV

Caracteristicas demograficas de las mujeres en edad fértil

Positividad a HCMV

Variable o ¢ ad ért dep
Frecuencia %
Edad
15-19 6 0 0
20-24 22 2 9.1
25-29 32 4 12.5
30-34 37 1 2.7 0.305"
35-39 26 2 7.4
40-44 19 0 0
45-49 10 2 20
TOTAL 152 11
LUGAR DE
PROCEDENCIA
Culiacén 133 10 7.5
Guamuchil 6 1 16.7
Mazatlan 3 0 0 0.782"
Mochis 3 0 0
Guasave 5 0 0
Navolato 2 0 0
TOTAL 152 11

“Prueba exacta de Fisher
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Figura 12. Asociacién del lugar de residencia de la poblacion con la infeccion
por citomegalovirus. La grafica nos muestra que, de acuerdo con la positividad a
citomegalovirus, el 7.5% (10/133) corresponde a mujeres en edad fértil que pertenecen

a Culiacan mientras que el 16.7% (1/6) pertenecian a Guamuchil.
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Objetivo 3. Relacionar la infeccidon por VPH con la infeccion por HCMV

9.4. Analisis de la asociacion de la infeccion por VPH con la infeccién por HCMV
La asociacion de los datos ginecoldgicos, en este caso la infeccion por virus del

papiloma humano (VPH) con la infeccion por HCMV no presenté asociacion

estadisticamente significativa (p=0.696) (Tabla 2).

La coinfeccién que mostré la positividad a VPH con CMV fue del 6.6% (3/31)
mientras que aquellos que eran negativos a la infeccion por VPH y positivos a

citomegalovirus fue del 9.7% (8/121) (Figura 13).
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Tabla 2. Infeccidén por VPH en la poblacion y la infeccion por HCMV

Infeccién por VPH de las mujeres en edad fértil

Positividad a HCMV

. Mujeres Valor
VRIS e Bl de
Frecuencia % P
VPH
Positivo 121 8 6.6
0.696"
Negativo 31 3 9.7
TOTAL 152 11

“Prueba exacta de Fisher
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Figura 13. Coinfeccion de VPH con HCMV. Nos muestra la coinfeccion de acuerdo
con la positividad, donde tenemos que el 6.6% de las mujeres en edad fértil positivas

a citomegalovirus también eran positivas a la infeccion por VPH, por otro lado, el 9.7%

solo era positivo a CMV y no a VPH.
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X. DISCUSION

En este estudio se analizaron muestras de endo-exo cérvix obtenidas por medio
de un citocepillo en mujeres en edad fértil (15-49 afios) en el periodo que comprende
desde febrero de 2021 a noviembre de 2022. Las secreciones genitales en adultos son
descritas como un liquido frecuente en la diseminacion de HCMV, lo que concuerda
con lo reportado en los diversos estudios en donde se han identificado factores de
riesgo sexuales asociados a la seropositividad de HCMV (Cannon y col., 2015). Por
otro lado, el HCMV se ha identificado de manera recurrente en el tracto genital
femenino durante la Ultima etapa del embarazo debido a su reactivacion y el cual puede
ser detectado tanto en fluidos cervicales como vaginales (Begnel y col., 2021).
Ademas, la deteccion de HCMV en secreciones cervicales se ha determinado como
un predictor de infeccidon congénita en mujeres embarazadas, teniendo en cuenta que
la infeccién por HCMV es la causa mas frecuente de infeccion congénita (Tanimura y
Yamada, 2018). También la excrecion de HCMV se ha detectado con mayor frecuencia
en secreciones vaginales en comparacion con la orina o sangre, detectando cargas
virales mas elevadas entre mujeres seropositivas sanas en edad fértil, y son las
muestras mas adecuadas para evaluar la excrecion de HCMV en mujeres

embarazadas seropositivas (Ju y col., 2020; Sapuan y col., 2022).

Las mujeres en edad fértil participantes comprenden las edades de 15 a 49 afios
de acuerdo con lo dictado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (OMS, 2018).
Se obtuvieron muestras de endo-exo cérvix de mujeres en edad fértil con un rango que
oscilaba de los 16 a 49 afios y con un promedio de 31 afios. La clasificacién de los
grupos de edades de las mujeres en edad fértil participantes fue de acuerdo con la
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clasificacion otorgada por la INEGI en el afio 2020 y las edades fueron distribuidas
desde los 15 a 49 afios en 7 grupos. En los grupos de edad de 25-29 (21.1%) y 30-34
(24.3%) hubo un mayor porcentaje de mujeres. Nuestros datos coinciden con lo
reportado en otro estudio realizado en China con mujeres en edad fértil con un rango
de edad que se encontraba entre los 20 a 45 afios y con un promedio de 30 afos,

donde la mayoria tenia entre 25 a 34 afos (Ju y col., 2020).

De acuerdo con el lugar de procedencia de las mujeres en edad fértil, el mayor
porcentaje provenian de Culiacan en un 88% vy el resto (12%) de Guamuchil (4%),
Guasave (3%), Mazatlan (2%), Mochis (2%) y Navolato (1%). Sin embargo, no se

encontré diferencia estadisticamente significativa (p=0.782).

En este estudio se obtuvo una frecuencia de HCMV en mujeres en edad fértil del
7.2% (11/152). A nivel mundial la frecuencia reportada de detecciéon de HCMV en
muestras de cérvix es del 18.9% y en América del Norte del 12.8% (Raju, 2014). Por
otro lado, en el mundo se han reportado positividades en muestras de cérvix que varian

desde el 1.4% al 66% (Staykova y col., 2016).

De acuerdo con lo reportado en Suecia por Berntson en 2013, obtuvieron una
frecuencia del 11.5% (35/305) de infeccion por HCMV en muestras de cérvix de
mujeres jovenes sanas (23-26 afios) poblacion con mas riesgos de infecciones de

transmision sexual (Berntson y col., 2013).

En comparacion con Staykova en 2016 en Bulgaria, se obtuvo una mayor
frecuencia en nuestro trabajo (7.2%) comparado con lo reportado por ellos que fue del
5.8% en muestras de cérvix de mujeres asintomaticas casadas provenientes de una

ciudad pequefia, consideradas como poblacion de bajo riesgo (Staykova y col., 2016).
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Una manera de evitar el contagio con HCMV es principalmente al educar y
fomentar las medidas de prevencidén correspondientes (Izquierdo y col., 2021). Sin
embargo, el conocimiento acerca de la infeccidn por citomegalovirus es bajo a nivel
mundial (Smithers-Sheedy y col., 2022). Por ejemplo, de acuerdo con lo reportado en
Australia solo el 16% de las mujeres embarazadas ha escuchado acerca del
citomegalovirus, solo 1 de cada 6 de ellas lo conoce y el 58% no sabe como se infecta
una persona con el HCMV (Smithers-Sheedy y col., 2022). Por otro lado, los
profesionales de la salud a cargo de las mujeres embarazadas menos del 10% les
hablan acerca de la prevencion de la infeccion por citomegalovirus (Smithers-Sheedy

y col., 2022).

La principal forma de prevencion son las medidas de higiene las cuales reducen
el riesgo de infeccion por HCMV; especialmente el lavado de manos considerado el
pilar en la prevencion de las enfermedades infectocontagiosas (lzquierdo y col., 2021).
Un habito de higiene que se intensific6 hasta un 84% mas con la llegada de la
pandemia en el 2020 por el virus del SARS-CoV-2 y se extendio en los diferentes
ambitos sociales, laborales o familiares lo cual contrajo cambios positivos en los
habitos de higiene de la poblacion en general a nivel mundial (PAHO, 2021). Ademas,
otras medidas preventivas que se optaron durante el periodo de la pandemia fue el
confinamiento y distanciamiento social que conllevo a la reduccion de las interacciones
y contacto entre las personas (Reyes-Ramos y Meza-Jiméne, 2021). En un estudio
realizado en un Hospital Infantil en Henan, China por Zhang en nifios de 1 a 18 afios,
se recopilaron datos epidemioldgicos desde 2016 hasta 2022 para observar el impacto

de la pandemia por COVID-19 en la infeccion por citomegalovirus (Zhang y col., 2023).
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Donde se observé que las infecciones por HCMV disminuyeron en los nifios de todas
las edades después de la pandemia, es decir, la positividad (ADN-CMV, IgM-CMV) fue
significativamente mayor antes de la pandemia que después de la misma (Zhang y
col., 2023). Lo que sugiere que la infeccion por citomegalovirus en nifios cambio antes
y después de la pandemia, los cambios asociados pueden ser principalmente las
mediadas que se tomaron durante la pandemia como la suspension de clases y las

medidas de higiene (lavado de manos) (Zhang y col., 2023).

Se analizaron los datos de mujeres en edad fértil por grupos etarios, que
comprendian de los 15 a 49 afios. Se mostré un aumento en el nUmero de participantes
de los 15 a 34 afios; lo cual concuerda con lo registrado por la Secretaria de Salud en
México donde menciona que en las instituciones del sector salud se realizan las
pruebas de citologia cervical principalmente para mujeres de 25 a 34 afios y en
aguellas que hayan comenzado una vida sexual activa (Secretaria de Salud, 2015).
También la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) recomienda la realizacién
de estas pruebas a partir de los 25 afios y hasta los 64 afios (OPS, 2022). Por otro
lado, a partir de los 35 hasta los 49 afios se presenta una disminucion en el nGmero
de mujeres en edad fértil, que concuerda con lo reportado por los Centros para el
Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC) que menciona que las mujeres entre
mas edad tengan es mayor la probabilidad de que no se realicen ninguna prueba de

citologia cervical (CDC, 2022).

De acuerdo con la positividad de los grupos etarios, se observo un mayor numero
de mujeres positivas a la infeccion por HCMV en el grupo que comprendia las edades

de 45-49 (20%, 2/10), 25-29 (12.5%, 4/32) y 20-24 (9.1%, 2/22). Seguido de las edades
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de 35-39 (7.4%, 2/27), 30-34 (2.7%, 1/37), 15-19 (0%, 0/6) y 40-44 (0%, 0/19). No se
demostré diferencia estadisticamente significativa de la edad con la infeccion por

HCMV.

En un estudio realizado por Li en 2023, coincide con nuestros resultados donde
en el grupo de 15-19 afios no se presentd ninguna frecuencia al igual que nuestros
resultados de un 0% en el mismo grupo (Li y col., 2023). Ademas, concuerda con lo
reportado por Zhang en 2023, donde la positividad por HCMV disminuyé en nifios de
5 a 18 afios después de la pandemia de COVID-19 debido a las politicas aplicadas por

el gobierno (Zhang y col., 2023).

En 2011 por Silver, realizé un estudio en la India en mujeres (25 a 85 afios) que
no estaban embarazadas y la mayor positividad detectada fue en los grupos de 25-29
(25.81%) y 30-34 (33.67%), concuerda con los resultados obtenidos en nuestro trabajo
donde una de las mayores positividades fue en el grupo de 25 a 29 afios (12.5%)

(Silvery col., 2011).

Ademas, en un estudio en China en mujeres seropositivas sanas en edad fértil la
frecuencia de HCMV fue mayor en el grupo de 20-24 (17.6%), seguido de las edades
de 25-34 (10.2%) y de 35-44 (9%); concuerda con los resultados obtenidos de las
positividades de los grupos de 35 a 44 afios donde obtuvimos un 7.4% en las edades

de 35 a 44y de un 0% en las edades de 40-44 (Ju y col., 2020).

Dentro de las mayores positividades encontradas fue en las edades de 20-24
(9.1%) y 25-29 (12.5%) lo cual podria interpretarse debido a una vida sexual mas
activa, la mayor prevalencia de patégenos asociados al comportamiento sexual y de

enfermedades de transmision sexual (ITS) de dicha poblacion (Ju y col., 2020;
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Berntson y col.,, 2013). También podria deberse a factores sociales como la
participacion mas temprana y prolongada de las mujeres en edad fértil en el cuidado
de nifios pequefios y bebés potencialmente infecciosos, donde se ha reportado que el
50% de las mujeres en edad fértil tienen riesgo de infeccion primaria por HCMV debido
al contacto con nifios (Warnecke y col., 2020; Davis y col., 2017). Por otro lado, las
tasas de natalidad mas elevadas se encuentran en las mujeres entre 20 a 34 afios en
Estados Unidos (Lanzieri y col., 2016). Y de acuerdo con lo reportado por la INEGI en
el afio 2021, el mayor numero registrado de nacimientos correspondian a madres con
una edad que oscilaba entre los 20 a 29 afos (51.4%) (INEGI, 2021). Segun lo
reportado y nuestros resultados los grupos de edad de 20 a 29 afios, donde se
presentd una de las mayores positividades a HCMV, representan un grupo de riesgo
en donde la transmision congénita puede ocurrir en un 50% de mujeres con infeccion
primaria por HCMV en el embarazo y en un 2% en mujeres con infeccion no primaria
(Davis y col., 2017). Debido a que existe una mayor susceptibilidad a una infeccion
primaria y factores de riesgo como lo son el intervalo entre embarazos en un lapso
menor a 24 meses y un aumento de la paridad (Lanzieri y col., 2016). Sugiriendo una
posible transmision de HCMV de la madre al hijo, en caso de estar embarazada o a

una pareja sexual (Berntson y col., 2013).

Por otro lado, la mayor positividad encontrada en nuestro trabajo fue en las
edades de 45 a 49 afos con un 20% en donde Silver reporté una positividad similar
del 21.21% en el mismo grupo etario (Silver y col., 2011). Y en un estudio elaborado
por Staykova en 2016 solo encontré positividad en mujeres mayores a 35 afios (rango

de edad de 17 a 57 afos) (Staykova y col., 2016). De acuerdo con lo reportado por

66



Sharghi en 2019, el riesgo de presentar una infeccién por citomegalovirus aumenta
con la edad y especificamente en mujeres embarazadas la frecuencia es mas alta en
mujeres menores a 30 afios (Sharghi y col., 2019). También De la Calle establece que
la prevalencia mundial de HCMV en mujeres en edad fértil aumenta a causa de la edad

(De la Calle y col., 2022).

Algunos de los factores asociados a la frecuencia alta por la infeccion por HCMV
en esta edad puede ser debido a la prevalencia asociada a la edad avanzada, si son
mujeres que han dado a luz a méas de un hijo y si han tenido un namero mayor o igual
a 10 parejas sexuales en su vida (Tinoco-Racero y col., 2014; Lanzieri y col., 2016).
Cabe resaltar que de acuerdo con lo reportado la infeccién por citomegalovirus es una
infeccion frecuente a nivel mundial y en mayores de 40 afios del 50 al 85% han cursado
con la infeccién (Tinoco-Racero y col., 2014). La cual se puede dar también debido a
una infeccién secundaria, es decir, por una reinfeccion por otra cepa o una reactivacion
principalmente (Tinoco-Racero y col., 2014). Citomegalovirus posee la capacidad de
permanecer de forma latente durante afios en los diferentes tipos de células (que
actuan como reservorio) (Tinoco-Racero y col., 2014). Su reactivacion se origina desde
los sitios de latencia y es ocasionada por diversos estimulos, como la inmunodepresion
o enfermedades criticas (Tinoco-Racero y col., 2014). Es decir, cuando el sistema
inmunoldgico estd comprometido o debilitado; las reactivaciones ocasionan la
eliminacion del virus y potencialmente causar infecciones, principalmente en personas
con respuestas inmunitarias debilitadas (como personas mayores 0
inmunodeprimidas) (Muller y Di-Benedetto, 2024). Ademas, HCMV ocasiona una

inflamacion persistente que contribuye al desarrollo y progresion de enfermedades que
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se relacionan con la edad, como enfermedades cardiovasculares, trastornos
neurodegenerativos y cancer (Muller y Di-Benedetto, 2024). Intensifica la patogénesis
de estas enfermedades, lo que conlleva a considerarse como un factor de riesgo la

infeccion por citomegalovirus en personas mayores (Miller y Di-Benedetto, 2024).

La variacion entre las positividades podria deberse a diferencias en factores en
el comportamiento sexual, el origen geografico y la poblacién estudiada (Staykova y
col., 2016). Las poblaciones estudiadas en comparaciéon a la nuestra principalmente
eran con caracteristicas especificas de las mujeres como el no estar embarazadas,
casadas, considerando la sintomatologia y la seropositividad previa de las mujeres. De
acuerdo con lo reportado la prevalencia de la infeccion por HCMV es muy frecuente y
variable a nivel mundial dependiendo de la poblacién y la localizacién geografica; por
eso la importancia de conocer la distribucion de la infeccion por HCMV en los diversos
grupos de personas y regiones en el mundo (Tinoco-Racero y col., 2014). Datos que
generan conocimiento sobre la eliminacion de citomegalovirus en las muestras de

endo-exo cérvix de mujeres en edad fértil en Sinaloa.

Finalmente, la coinfeccion de VPH con HCMV se ha reportado que podria
aumentar el riesgo de cancer en el cuello uterino (Chan y col., 2001). Diversos estudios
han encontrado que el HCMV y el VPH podrian funcionar como cofactores en el
desarrollo de cancer cervical (Sanchez-Gonzéalez y col., 2023). Se reporta que los
productos de los genes tempranos inmediatos de citomegalovirus pueden transactivar
otros genes virales y celulares (Chan y col.,, 2001). No se ha asociado al

citomegalovirus como un agente etioldgico del cancer, sino se ha descrito que funciona
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mas bien como un oncomodulador, aunque no ha sido investigado a detalle (Kienka y

col., 2019).

En nuestro trabajo se obtuvo una coinfeccion del 6.6% de HCMV con la infeccion
con VPH, de acuerdo con lo reportado a frecuencia bruta en el mundo de coinfeccién
de HCMV con VPH es del 36.5% (Raju, 2014). En un estudio realizado por Kienka en
2019 reporté una coinfeccion del 12% (7/60) en mujeres de bajos ingresos y no
embarazadas, donde no hubo asociacion estadisticamente significativa entre la
infeccion por CMV y el estado de VPH. Por otro lado, Sanchez-Gonzalez en un estudio
realizado en un Hospital Regional en Chiapas la coinfeccidén reportada fue del 2.2%
(2/89) en mujeres casadas (Sanchez-Gonzélez y col., 2023). Por lo tanto, se ha
determinado que la frecuencia de coinfeccién de HCMV con la infeccion por VPH varia
con la distribucion de la poblacion especifica, de acuerdo con los estudios realizados
anteriormente (Raju, 2014). Ademas, no se encontré asociacion de la infeccién por

VPH con HCMV estadisticamente significativa (p=0.696).
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Xl. CONCLUSIONES

11.1. Conclusién general
o Se identific6 HCMV en un 7.2% de las muestras de endo-exo
cérvix de las mujeres en edad fértil de Sinaloa
11.2. Conclusiones especificas
. Primer estudio en Sinaloa de identificacion de citomegalovirus en
muestras de endo-exo cérvix en mujeres en edad fértil
o La mayor positividad se presentd en los grupos etarios de 45-49
(20%), 25-29 (12.5%) y 20-24 (9.1%)
o La asociacion de la infeccibn por HCMV con la edad, lugar de

procedencia o la infeccion por VPH no fue estadisticamente significativa
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Xll.  PERSPECTIVAS DEL PROYECTO

e Conocer a profundidad mas datos sociodemograficos y gineco-obstétricos de
las mujeres en edad fértil para determinar su asociacién con la infeccibn por
citomegalovirus

e Conocer la sintomatologia de las mujeres al momento de realizar el estudio

e Ampliar el estudio a Hospitales de diferentes partes de Sinaloa

e Realizar un analisis de los genotipos circulantes de las mujeres en edad fértil y

asociarlos a la gravedad de la enfermedad
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14.1. Productos Académicos

ANEXOS

Identificacion molecular de citomegalovirus humano (HCMV)

en muestras de cérvix de mujeres en edad fertil de Sinaloa
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RESULTADOS Y DISCUSION

INTRODUCCION

La infeccién por citomegalovirus humano (CMVH) afecta de un
40 a casi el 100% de la poblacién mundial. Es un patdgeno
importante, miembro de la familia Herpesviridae y de la
subfamilia Betaherpesvirinae, y es la causa mas frecuente de
infeccidn congénita (0.2-6%) y conlleva el mayor nimero de
secuelas (principalmente problemas de sordera) y enfermedad
significativa en  pacientes  inmunocomprometidos. La
seroprevalencia varia de acuerdo a la region y el nivel
socioecondmico. En México se eslima que el 90% de la
poblacién ha sido infectada al final de la adolescencia. En
mujeres en edad féril la seroprevalencia oscila entre el 80-90%.
La genotipificacion de CMV se basa en las glicoproteinas virales
de la envoltura, principalmente se encuentra constituido por la
gB, la cual desempefia un papel importante en la entrada del
virus a la célula y puede influir en la patogenicidad viral. En
diversos estudios con grupos de mujeres y nifios, se ha
reportado una mayor prevalencia de los genotipos gB1 y gB2,
ademas se ha determinado que existe una asociacion entre los
genotipos y la gravedad de la enfermedad; sin embargo, poco
se conoce en poblacion sinaloense.

MATERIALES Y METODOS

La poblacién de estudio fueron mujeres sinaloenses en edad
fértil quienes donaron una muestra de células de endo-exo
cérvix. Las muestras fueron tomadas mediante el empleo de un
citobrush y fueron utizadas para la extraccion de ADN,
utilizando un kit comercial de Promega. Para determinar la
integridad del ADN se realizé una amplificacién de un fragmento
del gen constitutivo GAPDH por PCR. Se identificd el genoma
viral mediante la identificacion del gen UL123 por PCR, el cual
codifica para la proteina de la regidn antigénica temprana
inmediata (MIE). Posteriormente, se obtuvo un fragmento del
gen ULS5, que codifica la glicoproteina B (gB) del HCMV, el cual
sera utilizado para la secuenciacion y posterior analisis.

Tubo de 15 ml con un
citobrush en PBS

A el CONAHCYT, a la Universidad Autdnoma de Sinaloa, a la
Facultad de Ciencias Quimico Bioldgicas y al equipo de trabajo
del laboratorio de Microscopia, que han influido en mi formacidn
y en la realizacion de mi trabajo.

+ ldentificacion mnlecular de HCMV UL123 H

Figura 1. Amplificacién de UL123 por PCR. Se cbserva la banda de 300 pb
comrespondiente al fragmenta del gen UL123 esperado, indicando positividad a
HCMV. De izquierda a derecha, marcador de 100 pb, contrel negativa, control
positivo y 14 muestras analizadas.

+ Identificacion del gen ULSS (gB):

Figura 2. Amplificacion del gen UL5S por PCR. Se observa una banda de 300
pb correspondiente al gen ULSS indicando positividad a HOMV. De izquierda a
derecha, marcador de 100 pb, control negativo, control positive y 1 muestra

analizada.
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Figura 3. Infeccién viral por grupos etarios. Se mueslra el nimers de
mijeres posilivas y negativas a HCMV per grupos de edades, donde el grupe de
25-29 afics presenit la mayor frecuencia de infeccion por HOMV.

mPositivas = Negativas La frecuencia de infeccidn por

CMV en el cuello uterino de

(111152) muj_eres alrededor del mundo
oscila entre el 1.4-66% de
acuerdo a Staykova. Las

93% medidas de higiene (lavado

(1411152) de manos) reducen el riesgo

Figura 4. Ildentificacion molecular de de infeccion_por HCWMY, una
HCMV. Se identificé |a presencia de HCpy S3n3  costumbre  que  se

en el 7% (11/152) de las mujeres en edad INtENSifico (84%) posterior a la
firtil. pandemia por SARS-CoV-2.

CONCLUSIONES

Se identificd HCMV en un 7% de las muestras de endo-exo cérvix
de las mujeres en edad féril, donde la mayor positividad se
presentd en las edades de los 25-29 afios (12.5%). La infeccidn por
HCMV se encuentra presente en Sinaloa, es importante continuar
con el monitoreo de la infeccion en dicha poblacion.
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XV. SIGLAS Y ABREVIACIONES

SIGLAS Y ABREVIACIONES

DEFINICION

AC

ADN
ARN
ARNasa
BV

cDC
CcMmv
CMV-HIG

DE
DNTP’s
dsADN

EGFR

FcRn
GAPDH
gB

gCl
gCll
gClil
gH

gL

Complejo de ensamblaje viral
Acido desoxirribonucleico
Acido ribonucleico
Ribonucleasa

Vasos sanguineos fetales

Centros para el Control y la Prevencion
de Enfermedades

Citomegalovirus

Globulina hiperinmune especifica para
CMV

Gen temprano tardio
Desoxirribonucleétidos trifosfatos
ADN de doble cadena

Receptor del factor de crecimiento
epidérmico

Receptores Fc neonatales
Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
Glicoproteina B

Complejo de glicoproteina |

Complejo de glicoproteina Il

Complejo de glicoproteina lli
Glicoproteina H

Glicoproteina L
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gV

gN

gO
HCMV
HLA

Hpi
HSPC

HSPG
HSV-1
HSV-2

IBM SPSS
IE

IgG
igM

INEGI

IR

LCR
MCP
MgCi2
MIE
MIEP

Glicoproteina M

Glicoproteina N

Glicoproteina O

Citomegalovirus humano
Antigenos leucocitarios humanos
Horas posteriores a la infeccion

Células madre y progenitoras
hematopoyéticas

Proteoglicanos de sulfato de heparan
Virus del herpes simple 1
Virus del herpes simple 2

Paquete Estadistico para las Ciencias
Sociales

Gen temprano inmediato
Inmunoglobulinas G
Inmunoglobulinas M

Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia

Repeticion invertida

Largo

Gen tardio

Liquido cefalorraquideo

Proteinas principales de la capside
Cloruro de magnesio

Genes tempranos inmediatos

Promotor temprano inmediato

88



MMP
NVAC
OMS
OPS
Pb
PBS
PCR

PDGFR

PDGFRXx

PEG

PPAR

RC
RCIU
S

SARS-CoV-2

SCP
SNHL
STB
Taq
Tfs

TGFBR3

Metaloproteinasas de matriz

Comité Asesor Nacional de Vacunas
Organizacion Mundial de la Salud
Organizacion Panamericana de la Salud
Pares de bases

Solucién amortiguadora de fosfatos
Reaccion en cadena de la polimerasa

Receptor del factor de crecimiento
derivado de plaquetas

Receptor alfa del factor de crecimiento
derivado de plaquetas

Tamano pequeno para la edad
gestacional

Receptor activado por el proliferador de
perosxisomas

Compartimentos de replicacion
Restriccion del crecimiento uterino
Corto

Coronavirus 2 del Sindrome Respiratorio
Agudo Severo

Proteinas pequefias de la capside
Pérdida auditiva neurosensorial
Sincitiotrofoblastos

ADN polimerasa

Factores de transcripcion

Receptor 3 del factor de crecimiento
transformante beta
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ToRCH

TR
UL
Us
VEB
VIH
VPH

Toxoplasma gondii, rubéola,
citomegalovirus, herpes simple 1y 2

Repeticion terminal

Unico largo

Unico corto

Virus de Epstein-Barr

Virus de la inmunodeficiencia humana

Virus del papiloma humano
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