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RESUMEN

El Herpesvirus humano-6 (HVH-6) es un Betaherpesvirus aislado por primera
vez en 1986 de pacientes VIH+, inmunodeprimidos y con trastornos linfoproliferativos.
Se adquiere en edad temprana de la vida, generalmente antes de los 3 afos,
presentando seroprevalencia >95% en poblacion adulta. Después de primoinfeccion
se caracteriza por su latencia y se puede reactivar generando diferentes patologias.
Las manifestaciones clinicas varian durante la primoinfeccién, reactivaciéon o a las
condiciones de inmunosupresion del paciente. Clinicamente, se asocia con
manifestaciones neurolégicas, dermatolégicas y fatiga cronica, sobre las cuales no
existen datos para el Departamento del Cauca. Este estudio evaluo la implementacién
de técnicas moleculares para diagnoéstico (QPCR) de HVH-6 y otros métodos
diagnoésticos convencionales. Los resultados fueron analizados en conjunto con los
hallazgos clinicos. Se incluyeron 48 participantes (30 Sospechosos y 18 No
Sospechosos de HVH-6),-17 hombres y 31 mujeres con edad promedio 45 afios (18-
79), a quienes se les realiz6 qPCR para ADN de HVH-6, ELISA IgG especifica para
HVH-6 y Test de Tzanck con una positividad del 17%, 85% y 23% respectivamente.
Las manifestaciones clinicas en los pacientes sospechosos de HVH-6 fueron
clasificadas como: Generales (83%), con compromiso Neuroldgico (99%), de Fatiga
Crénica (93%) y Dermatoldgicas (86%), datos generados por primera vez en el
Departamento del Cauca. Si bien se observé una baja carga viral mediante la técnica
molecular de gPCR, esta representa una herramienta diagnéstica que complementa y
agrega especificidad a las técnicas convencionales de ELISA y Test de Tzanck para

la identificacion y deteccion de HVH-6.

PALABRAS CLAVE. HVH-6, gPCR, ELISA.



ABSTRACT

Human Herpesvirus-6 (HVH-6) is a Betaherpesvirus first isolated in 1986 from HIV +
patients, immunosuppressed and with lymphoproliferative disorders. Acquired early in
life, usually before 3 years, presenting seroprevalence> 95% in the adult population.
After primoinfection is characterized by its latency and can be reactivated generating
different pathologies. Its clinical manifestations vary during primoinfection, reactivation
or immunosuppression conditions of the patient. Clinically, it is associated with
manifestations neurological, dermatological and chronic fatigue, associations on which
there are no data for the Department of Cauca. This study evaluated the
implementation of molecular techniques for diagnosis (qPCR) of HVH-6 and other
conventional diagnostic methods. We included 48 participants (30 Suspects and 18
Non-Suspected HVH-6), 17 men and 31 women with an average age of 45 years (18-
79), who underwent gPCR for HVH-6 DNA, specific IgG ELISA for HVH-6 and Tzanck
test with a positivity of 17%, 85% and 23% respectively. The clinical manifestations in
patients suspected of HVH-6 were classified as: General (83%), with Neurological
(99%), Chronic Fatigue (93%) and Dermatological (86%), data generated for the first
time in the Department of Cauca. Although a low viral load was observed using the
gPCR molecular technique, it represents a diagnostic tool that complements and adds
specificity to conventional ELISA and Tzanck Test techniques for the identification and
detection of HVH-6.

KEYWORDS: HHV-6, gPCR, ELISA.
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1. INTRODUCCION

El Herpes virus humano tipo-6 (HVH-6) es un virus miembro de la familia
Herpesviridae y subfamilia Betaherpesvirinae, fue aislado por primera vez en 1986 en
pacientes inmunodeprimidos con trastornos linfoproliferativos e infectados por Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH) (Gallo, 2006). Se caracteriza por permanecer latente
después de la primoinfeccién, lo que implica que la persona infectada es susceptible
de desarrollar reactivacion viral o co-reactivacion con diferentes virus como el VIH, el
citomegalovirus (HVH-5 6 CMV) y el herpes virus humano tipo-7 (HVH-7) después de
un evento de inmunosupresion o de estrés intenso cronico o agudo (Julio C. Klinger,
2005; Tomas Pumarola Sufié, 2002). Estudios seroepidemiolégicos demuestran que
el HVH-6 es adquirido en edades tempranas (alrededor de los 2-3 afios de edad) (Farr
T J, 1990) y presenta una elevada prevalencia en la poblacion, por lo que se estima
gue un porcentaje mayor al 95% de los adultos a nivel mundial se encuentran
infectados por el virus (Ahmed M Ashshi, 2000; Dewhurst S, 1993; Farr T J, 1990).

Las estadisticas nacionales y departamentales respecto a la prevalencia del
HVH-6 son desconocidas; no obstante, las observaciones clinicas realizadas por el
Inmundlogo Julio César Klinger y su amplio conocimiento en el campo de la virologia,
han permitido identificar casos presuntivos de HVH-6 en el Departamento del Caucay
ciudades aledafas. La identificacion de estos casos se ha basado en las examinacion
de manifestaciones clinicas frecuentemente causadas (Gallo, 2006) por el virus que
incluye lesiones en piel, caracterizadas por la presencia de roséola o exantema subito,
gue se extienden por el tronco, la cara y las extremidades, acompafiadas de fiebre,
cefalea e irritabilidad (Dedra Buchwald, 1992; Sumiyoshi. Y, Akashi. K, & Kikuchi. M,
1994), también se pueden encontrar alteraciones neurolégicas (Dedra Buchwald,
1992; J A Hill et al., 2015) y de fatiga cronica (L., 2006; VanElzakker, 2013). La
experticia del médico es fundamental para realizar el diagndéstico clinico del virus, ya
gue no se encuentra en los portafolios de los laboratorios clinicos de la ciudad las
pruebas diagndsticas necesarias para la demostracion de este agente causal
especifico. Esto conlleva a errores en el diagnostico lo que a su vez repercute en la

prescripcion de tratamientos que suelen estar dirigidos a enfermedades neurologicas
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o dermatoldgicas no asociadas al virus. Como resultado, el estado de salud del
paciente puede empeorar, dejando graves secuelas en su sistema inmunoldgico,
neuroldgico y dermatologico e incluso desencadenar la muerte (Gabriella Campadelli-
Fiume, Prisco Mirandola, & Menotti, 1999).

Este fue un estudio de corte trasversal descriptivo, donde se analizé una
poblacion de personas “Sintomaticas” con diagndstico presuntivo de infeccidon por
HVH-6 y de personas sanas sin signos ni sintomas relacionados al virus pero que
debido a la alta seroprevalencia del HVH-6, pueden ser portadoras del mismo. A todos
los participantes se les realizo las pruebas de diagndstico convencionales como la
deteccion de inmunoglobulina G (IgG) para deteccion de anticuerpos especificos anti-
HVH-6, y el Test de Tzanck (TT) para observar cambios citopaticos inducido por virus.
Adicionalmente, se les realizo la prueba de Reaccion en Cadena de la Polimerasa en
Tiempo Real (QPCR) para deteccion de amplificacion de ADN de HVH-6 previa
estandarizacion y validacion y se evaluo su utilidad como herramienta diagnostica para

los pacientes sospechosos de infeccion activa por HVH-6.

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La infeccibn por el HVH-6 puede ser fatal en pacientes fuertemente
inmunosuprimidos, o0 en pacientes inmunocompetentes con enfermedades asociadas
al HVH-6. La diversidad de las enfermedades atribuidas a HVH-6 podria explicarse por
la variacion en la secuencia genodmica viral que afecta el tropismo celular, la genética
del huésped y el estado inmunolégico del paciente (J. A. Hill, Sedlak, & Jerome, 2014).
Se ha documentado la asociacién del virus con el desarrollo de importantes
enfermedades como: esclerosis multiple, encefalitis, meningitis, neoplasias
hematolégicas, epilepsia, miocardiopatia cronica, progresion a SIDA en pacientes
VIH+, disfuncion hepatica, hepatitis, sindromes hematoldgicos y fatiga cronica (al.,
2010; Crawford et al., 2009; Loutfy, Fawzy, ElI-Wakil, & Moneer, 2010; R., 2010;
Saddawi-Konefka & Crawford, 2010; Wolz, Sciallis, & Pittelkow, 2012). Estas
patologias afectan a los habitantes del Cauca; sin embargo, no se han realizado
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estudios de asociacion con la infeccion por el HVH-6. Adicionalmente, no se cuenta
con reportes de seroprevalencia y mas aln, no se cuenta con pruebas especificas para
deteccidn y/o cuantificacion de HVH-6 en laboratorios de diagndstico clinico, obligando
a la remision de las muestras sospechosas de este virus hacia el exterior.

En la actualidad existen técnicas celulares, seroldgicas, citoldgicas y
moleculares comerciales para la deteccion de HVH-6, incluyendo el inmunoensayo
enzimatico (ELISA) para la deteccion de IgM e IgG, -cultivos celulares,
Inmunofluorescencia (IF), el TT, qPCR para ADN y Reacciéon en Cadena de la
Polimerasa Transcriptasa reversa (PCR-RT) para mARN, (Annie Gravel, Ruth Hall-
Sedlak, & Benedikt B. Kaufer, 2017; Bressollette-Bodin, 2014; Crawford et al., 2009;
Marcano-Lozada M, 2006; Yuki Higashimoto, 2016). Estas técnicas de laboratorio se
caracterizan por su rapidez, sensibilidad y especificidad, permitiendo detectar la
presencia del virus (infeccion activa o latente), en diferentes tipos de muestras
biolégicas. No obstante, en el Departamento del Cauca aun no se han implementado,
estandarizado, ni ofertado pruebas clinicas y moleculares que en combinacion con la
evaluacion clinica y las pruebas de diagnéstico ya existentes, permitan un diagnostico
mas preciso y oportuno para el HVH-6.

Por tal motivo, el presente trabajo tuvo como objetivo implementar métodos de
diagndéstico molecular para la deteccién del HVH-6 en pacientes del Departamento del
Cauca”, mas puntualmente la carga viral de ADN por gPCR. Este en combinacion_con
las técnicas diagnosticas convencionales de deteccion de anticuerpos IgG por ELISA
y Test de Tzanck, fueron evaluados como herramientas de soporte diagndstico para la
confirmaciéon de casos sospechosos de infeccién activa por HVH-6, generando asi la
hipétesis de que existe una asociacion directa entre la presencia de manifestaciones
clinicas observadas en los participantes y la carga viral de ADN de HVH-6. Por lo tanto,
la implementacion de técnicas moleculares para la deteccion temprana del virus en los
pacientes sera de gran importancia para confirmar el diagnostico y aplicar tratamientos
mas dirigidos y contribuir al mejoramiento de la calidad de vida de los portadores del
HVH-6.
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1.2. IMPACTO

Los resultados obtenidos en este proyecto sirvieron como base para la
implementacion de la técnica molecular de deteccion de ADN de HVH-6 por gPCR; la
cual en conjunto con las pruebas clinicas existentes (ELISA y TT), complementan el
diagnoéstico de HVH-6. Los datos obtenidos también permitieron una aproximacion
sobre las cifras de seroprevalencia de la infeccion por HVH-6, informacion con la que
no se cuenta en el Departamento del Cauca.

Es importante resaltar que este proyecto contribuy6 con la implementacién de
la tecnologia de gPCR en el laboratorio de Inmunologia, metodologia que queda al
servicio de la comunidad en general para el diagnéstico de HVH-6 y que puede ser
usada para el diagnostico de otros microorganismos causantes de patologias
prevalentes en esta region o que sean de interés para la comunidad cientifica.

Complementariamente, este estudio permitid identificar y clasificar las
manifestaciones clinicas mas relevantes asociadas al diagnostico de HVH-6 en esta
region del suroccidente Colombiano, las cuales permitirdn al cuerpo médico realizar
un diagnostico clinico mas preciso y oportuno, lo que a su vez se traduce en

tratamientos mas especificos y eficaces.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Implementar métodos de diagndstico molecular para la deteccion del
virus del Herpes humano tipo-6 en pacientes del Departamento del Cauca.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Diagnosticar la presencia del virus del Herpes humano tipo 6 en

personas Sintomaticas y No Sintomaticas del Departamento de Cauca.

2.2.2. ldentificar las posibles asociaciones entre caracteristicas clinicas y
diagndésticas en pacientes con sospecha de enfermedad por el virus del Herpes
humano tipo-6.

3. MARCO TEORICO

3.1. DESCRIPCION DEL HERPES VIRUS HUMANO TIPO-6 (HVH-6)

Estructuralmente el HVH-6, es un virus de DNA bicatenario, de simetria

icosaédrica con 162 capsémeros y provisto de envoltura. Su diametro oscila entre 160-

200 nm y su genoma tiene aproximadamente 160-170 pares de kilobases. Fue

descubierto por Robert Gallo y colaboradores en 1986 (H Agut, Bonnafous, &

PGautheret-Dejean, 2015; Gallo, 2006), quienes lo denominaron virus linfotropico de

células B humanas (VLBH), al ser aislado de sangre periférica de pacientes infectados

con el virus de Immunodeficiencia humana VIH y que simultAneamente presentaban

sindromes linfoproliferativos. En 1988, Yamanishi et al.,, demostraron que la

primoinfeccion por el HVH-6 era la responsable del exantema subito de la infancia o

roseola infantum.
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En el afio de 1996 se le designé como B herpes virus humano tipo-6, siendo
clasificado dentro del Grup | (dsDNA), Orden Herpevirales, Familia Herperviridae,
Subfamilia Bethaherpervirinae y en el Género Roseolavirus (Schleiss, 1996). A la fecha
se conocen dos cepas del virus; el HVH-6A y el HVH-6B, denominadas asi en el 2012
por el International Committee on Taxonomy of Viruses (Ablashi et al., 2014; Sufié,
Herndndez, Maeso, & Camacho) (Figura 1). La variante HVH-6A se asocia a
desordenes linfoproliferativos, mientras que la variante HVH-6B se asocia a roséola
infantil. Estos dos serotipos comparten el 95 % de nucledtidos, con algunas diferencias
estructurales y de terminales gendmicas, como por ejemplo sus perfiles de restriccion
por endonucleasas. Estas diferencias, aunque pequefias permiten clasificar los virus
por sus caracteristicas serologicas y morfolégicas en dos tipos de virus diferentes
denominados HVH6A Y HVH-6B. Su secuencia gendmica completa se encuentra en
el GenBank (Schleiss, 1996; Strausbaugh, Caserta, Mock, & Dewhurst, 2001).

B v &
— 1
233832832
> 9P % > >
O T > > W »u = »nu v
+= B X x = =
=
Roseoloviruses

Figura 1. Filogenia de los Herpes Virus Humanos. Homologia entre los Bherpesvirus y el
género Roseolavirus: HCMV, HVH-7, HVH-6A Y HVH-6B. Obtenido de: Current Opinion in
Virology 2014, 9:170-177.

El HVH-6 junto con el HVH-5 y HVH-7 (Figura 1), también comparten una gran
homologia y similitud genémica, ademas de su tropismo por los linfocitos T CD4", lo
qgue contribuy6 a clasificarlos dentro de la subfamilia Betaherpesviridae. Esto a su vez
les confiere gran similitud serologica y morfologica, por lo que las manifestaciones
clinicas especialmente las dermatoldgicas, neuroldgicas y de fatiga créonica son muy

similares en estos tres herpesvirus (H Agut et al., 2015; Schleiss, 1996).
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Se ha descrito el genoma del HVH-6A y HVH-6B como un segmento Unico (U)
de DNA de 145 kbp, flanqueado por regiones repetitivas directas idénticas (DR) de
9kbp. Los DR estan flanqueados por pacl y pac2 que son secuencias que estan
involucradas en la division y el empaquetamiento del genoma del HVH-6 (Figura 2).
Contiguo a pac2 estd una matriz de repeticiones telemétricas (TMR) idénticas a las
secuencias del telomero humano (TTAGGG), donde se cree es el sitio de integracion
del HVH-6, aunque este mecanismo aun no esta bien definido (Ablashi et al., 2014;
Flamand, 2014; Kaufer & Flamand, 2014; Schleiss, 1996).

HHV}6 genome
impTMR TMR impTMR TMR
U
DRL DRR
| | U1-U100 ORFs (143-145 kbp) | |
paci pacz paci pac2
- Current Opinion in Virology

Figura 2. Esquema del genoma de HVH-6. La regién Unica (U) del genoma HVH-6 (145 kbp)
esta flanqueada por dos secuencias de repeticion directas idénticas (10-13 kbp) denominadas
DRL y DRR. Los DR contienen secuencias pacl y pac2, secuencias teloméricas perfectas
(TMR) e imperfectas (impTMR). Modificado de: Chromosomally integrated HVH-6: impact on
virus, cell and organismal biology (Flamand, 2014).

En la regién U se encuentran los siete bloques principales de genes centrales
(U27-U37, U38-U40, U41-U46, U48-U53, U56-U57, UBBEX2-U77 y U81-U82),
comunes en los miembros de la familia de los herpesvirus (Pritchett & Ablashi, 2014).
Estos genes son conservados y codifican las proteinas que participan en la replicacion,
ensamble y empaquetamiento del genoma viral en un virion maduro y codifican una
serie de proteinas inmunomoduladoras con diversas funciones. El segmento U posee
ademas un bloque de genes (U2-U19) que se conservan entre HVH-6, HVH-7 y CMV
(Arbuckle, 2011; Dharam A, 2014; Geraldin A Dominguez, 1999). Se han identificado
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varias glicoproteinas de HVH-6, incluyendo homologos de gB, gH y gL que participan
en la entrada del virus a la célula hospedera y estarian implicadas en un posterior paso
del virus de una célula infectada a otra (Schleiss, 1996), y también se han identificado
anticuerpos monoclonal neutralizantes contra estas proteinas. Aunque en la actualidad
se desconoce la funcién de muchos de los genes asociados a HVH-6, aquellos bien
estudiados han permito desarrollar diferentes técnicas para la identificacién del virus y
su posterior diagnéstico de laboratorio (H Agut et al., 2015; Bressollette-Bodin, 2014;
Krug & Pellett, 2014; Richard Stanton, 2002).

El HVH-6, es el Unico virus de la familia herpesviridae capaz de integrarse a
nivel de los telomeros en las regiones repetitivas terminales de cualquiera de los
cromosomas humanos. En consecuencia, la adicion resultante de mas de 150 kb del
genoma del virus al ADN de la célula hospedera, resulta en una forma endogena
"heredada" conocida como herpes virus humano-6 integrado cromosdémicamente
(icHVH-6), Este es el mecanismo mediante el cual el HVH-6 puede transmitirse a la
progenie a través de la linea germinal, produciendo una infeccion congénita que se
estimada ocurre en el 1-2% de la poblacién mundial (Adam J. Bell, 2014; Breese C.,
2008; Flamand, 2014, J. A. Hill et al., 2016; Louis, 2014; Tweedy et al., 2016).

HVH-6 tiene alta afinidad por los linfocitos T CD4+, pero puede infectar toda
clase de células como las natural killer (NK), monocitos-macréfagos, células
dendriticas, astrocitos, oligodendrocitos, gametos, fibroblastos, células endoteliales y
células epiteliales (Gabriella Campadelli-Fiume et al., 1999; Geraldin A Dominguez,
1999). Las glandulas salivales son el principal sitio para el establecimiento de la
infeccion crénica viral, esto se demuestra por la frecuente deteccion mediante la
técnica de PCR del HVH-6 en saliva de personas infectadas crénicamente,
considerandose que el principal medio de transmision de este virus es la via oral. En
general, el ADN de HVH-6 se puede detectar mediante pruebas moleculares en
cualquier tipo de células y tejidos infectados incluyendo cerebro, piel, bazo, pulmon,
corazén, rifidén, glandulas adrenales, eséfago, duodeno, colon, higado y células
progenitoras de médula 6sea (Takemoto, Mori, Ueda, Kondo, & Yamanishi, 2004). En
las muestras de biopsia 0 necropsia puede demostrarse la presencia del HVH-6

mediante la utilizacion de métodos inmunohistoquimicos con anticuerpos
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monoclonales especificos dirigidos especialmente frente a las proteinas p101, p105,
pl09y pl16 (H Agut et al., 2015; Dahl H 1990; Locatelli et al., 2000).

La principal célula diana del HVH-6 es el linfocito T CD4+ activado, al cual se
une por intermedio de la molécula CD46 usandola como receptor de entrada
(Chevallier, 2013), este receptor participa en la regulacion del sistema de complemento
y es importante en el proceso de reactivacion del HVH-6 en pacientes post trasplante
de células sanguineas, médula ésea o sangre de cordon umbilical. Estudios in vitro
sugieren que el HVH-6 posee propiedades inmunomoduladoras, entre las que se
incluyen alteraciones en la expresion de receptores de superficie (CD3, CD46),
receptores de quimioquinas (CCR7 o CXCR4) o produccion de citoquinas (IL-2, IFN-
g, TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12 e IL-15), aspectos que probablemente contribuyen
de forma importante a la patogenia de la infeccion y en especial a su potencial
inmunosupresor (Becerra, 2014; Hudson, 2014; Mayne et al., 2001).

Clinicamente, la infeccién por el HVH-6 puede ser fatal en pacientes fuertemente
inmunosuprimidos  (VIH, diabetes, enfermedades autoinmunes, cancer o
trasplantados) (Y Asano et al.,, 1992; Chan et al., 1997; Chen M. et al., 1994; Le
Guennec et al., 2017; Ma et al., 2000; Peters & Rabkin, 2015; Soldan et al., 1997), o
en pacientes inmunocompetentes con enfermedades asociadas a HVH-6 (alergia a
medicamentos, hepatitis fulminante, sindrome febril, epilepsia, esclerosis mditiple,
encefalitis, meningitis, neoplasias hematoldgicas, epilepsia, embarazadas vy
miocarditis) (Arribas Anta et al., 2016; Bridgette Jeanne Billioux, 2014; Dreyfus, 2016;
Leibovitch & Jacobson, 2015; Leveque et al., 2011; Tesini, Epstein, & Caserta, 2014).

3.2. EPIDEMIOLOGIA

La seroprevalencia para HVH-6 a nivel mundial es aproximadamente del 98-
100% en poblacion adulta, esto debido que las personas se exponen al virus desde
edades tempranas (menores de 3 afios). Por ejemplo, Strausbaugh et. al.,, 2001
encontré que la poblacion pediatrica entre 6 y 9 meses ya se encuentra infectada por
HVH-6, asociado con roseola infantum y enfermedades febriles no diferenciadas
(Strausbaugh et al., 2001). Estudios relacionados han detectado que la infeccion
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temprana puede ser congénita (resultado de la transmision del icHVH-6 hasta un 2%),
transplacentaria en el 86% de los casos, o postnatal en el 14% de los casos (Caroline
Breese Hall & Jennifer A. Carnahan, 2008). Estos hallazgos coinciden con los descritos
por Baillargeon y colaboradores (2000), quien demostré que el 100% de mujeres
embarazadas y no embarazadas estudiadas estaban infectadas por el virus, estas
dltimas con titulos mayores de anticuerpos contra HVH-6: >/160 y >/320 Ul/ml
respectivamente, siendo el subtipo HVH-6A el mas comun (29%) (Baillargeon, Jacques
Piper, Jeanna Leach, & T, 2000).

En Colombia, hasta el momento no existen reportes epidemiolégicos de HVH-6.
Esto probablemente debido a que no es de notificacion obligatoria y que ademas
debido a la similitud de sus caracteristicas clinicas con la de otras entidades, es dificil

establecer un diagnéstico diferencial para esta infeccion en particular.

3.3. MANIFESTACIONES CLINICAS

La primoinfeccién por el HVH-6 ocurre prevalentemente via oral en los dos
primeros afos de vida, con mayor frecuencia entre 6-9 meses de edad. En los infantes
la infeccion inicial puede ser asintomética o presentar exantema subito también
llamado roseola infantum. Esta manifestacion clinica es generalmente autolimitada
(menos de una semana), cursa con fiebre y la aparicion de un exantema
maculopapuloso (Krug & Pellett, 2014). El exantema se presenta en tan solo el 20%
de los nifios con infeccidon primaria y en el 80% restante se asocia con un cuadro febril
inespecifico (Laina et al., 2010). En cuanto a las complicaciones asociadas a la
primoinfeccion por el virus, las cuales son poco reportadas en nifios se encuentran:
convulsiones (Kaufer & Flamand, 2014), sindrome hemofagocitico (Takagi, Unno,
Maruyama, Kaneko, & Obinata, 1996) y hepatitis fulminante (Yoshizo Asano et al.,
1990). En los adultos la primoinfeccion tardia puede cursar con una leve enfermedad
febril que se asocia al sindrome mononucledsico (Akashi et al., 1993). HVH-6 puede
establecerse de por vida en un estado de latencia que se caracteriza por la presencia
continua del genoma viral dentro de la célula infectada, pero sin replicacion activa del

virus (Kaufer & Flamand, 2014). Bajo condiciones de inmunosupresion, por ejemplo en
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pacientes trasplantados el virus se reactiva y acelera el rechazo del 6rgano lo que
conduce a la muerte (Herbein et al., 1996). Adicionalmente, aunque en menor
frecuencia, la infeccibn por HVH-6 puede causar complicaciones en pacientes
inmunocompetentes, incluyendo encefalitis, linfadenitis, problemas dermatologicos,
cardiomiopatias y sindrome de fatiga (Buchwald et al., 1992; Maric et al., 2004; Reddy,
Eliassen, Krueger, & Das, 2017; Y Sumiyoshi, 1994).

A continuacion, se hara referencia de las complicaciones mayormente descritas
para HVH-6.

3.4. ASOCIACION DEL HVH-6 CON ALTERACIONES DEL SISTEMA
NERVIOSO

El HVH-6 ha sido relacionado con el desarrollo de enfermedades neuroldgicas
que incluyen encefalitis, convulsiones, epilepsia del I6bulo temporal mesial y esclerosis
multiple. Las evidencias sobre esta relacion se basan en la identificacion del ADN viral
en tejido cerebral obtenido de autopsias o cirugias, a la titulacién de anticuerpos
IgM/1gG o a estudios inmunohistoquimicos, donde los resultados muestran un aumento
significativo de la presencia del virus en comparacion con muestras de individuos
sanos, indicando que el virus tiene tropismo marcado por células del sistema nervioso
central (SNC) (Ahlgvist et al., 2005; Donati et al., 2005; Takahashi et al., 1989). En la
esclerosis multiple (EM) la presencia del HVH-6, en oligodendrocitos, linfocitos T y
microglias, desempefia un papel importante en la desmielinizacion de las fibras
nerviosas, debido a que favorece mecanismos de mimetismo molecular ocasionando
el reconocimiento y degradacion equivoco de la proteina basica de la mielina (Tejada-
Simon, 2003); en consecuencia, se pierde la velocidad de conduccion del impulso
nervioso y de su respuesta, o que se manifiesta con pérdida de las propiedades de
conduccion motora (Chi et al., 2012).

El HVH-6 se relaciona con convulsiones febriles al causar inflamacion de las
meninges, con exantema subito y meningoencefalitis (Y Asano et al., 1992). Al realizar
PCR para la deteccion del ADN viral en muestras de liquido cefalorraquideo (LCR) de

pacientes con historia clinica de convulsiones, el virus fue detectado en 9 de 10
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muestras de pacientes con exantema subito que mostraron sintomas neuroldgicos; en
8 de 10 muestras de LCR procedentes de pacientes que tenian tres o mas
convulsiones febriles, y en 1 de 7 muestras de LCR de pacientes que presentaron una
sola convulsion. Estos datos sugieren que HVH-6 puede invadir el cerebro durante la
fase aguda de exantema subito y que la recurrencia de convulsiones febriles puede
estar asociada con la reactivacion del HVH-6 (Kondo, Nagafuji, Hata, Tomomori, &
Yamanishi, 1993). Otros estudios han demostrado que pacientes epilépticos tienen
entre 60-70% de positividad para HVH-6B en andlisis de cortes del I6bulo temporal
mesensial (Leibovitch & Jacobson, 2015; Millichap & Millichap, 2015). El HVH-6 se ha
encontrado activo en varios fluidos corporales como saliva, suero, orina y linfocitos de
sangre periférica de pacientes con EM. Estos datos podrian sugerir que el virus se
replica activamente en este grupo de pacientes con EM; sin embargo, no esta claro si
esto podia reflejar una reactivacion del virus latente o una primoinfeccién (Akhyani et
al., 2000; Sola et al., 1993; Soldan et al., 1997).

Datos mas recientes sugieren que aproximadamente la mitad de los pacientes
sometidos a trasplante de células madre (TCM) hematopoyéticas o trasplante de
médula ésea (TMO) desarrollan infeccion activa por HVH-6 y signos de compromiso
neurologico. El virus se ha asociado con el desarrollo de encefalitis limbica después
de TCM (Singh & Paterson, 2000) y se ha detectado en los astrocitos del hipocampo
después de TMO (Chan et al., 1997; Fotheringham, Williams, Akhyani, & Jacobson,
2008), lo que indica que el HVH-6 tiende a tener tropismo por los astrocitos del
hipocampo y que el hipocampo puede ser susceptible de reactivacién viral post-
trasplante (Fotheringham et al., 2008).

3.5. ASOCIACION DEL HVH-6 CON FATIGA CRONICA

El Sindrome de Fatiga Cronica (SFC), ha sido descrito recientemente como una
condicion debilitante, caracterizada por un conjunto de desérdenes heterogéneos que
incluyen sintomas neurolégicos como: fatiga, fiebre, dolor de garganta, cefalea,
mialgias, depresion, alteracion del suefio, del estado de animo, la memoria y la

concentracion (Bansal A.S., 2012; VanElzakker, 2013). Estos sintomas se atribuyen a
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una respuesta inmune post inflamatoria posterior a una infeccién viral, bacteriana o
enfermedades autoinmunes, y estan asociados con un incremento en los niveles de
citoquinas proinflamatorias como IL-13, TNFa, antiinflamatorias como el TGFf, y
aumento en la frecuencia de células NK y LT CD8+, fenbmenos que a su vez se
asocian con aumento de la replicacion viral. Estos hallazgos se correlacionan con la
habilidad de los herpes virus para colonizar las células T CD4+ y las células nerviosas
como el nervio Vago. (Bansal A.S., 2012; Crawford et al., 2009; Fernandez, 2002; L.,
2006; R., 2010). ElI HVH-6, ha sido asociado al SFC por su tropismo con estas células
y participar en la cronicidad de este sindrome. Estudios previos han demostrado
replicacion activa del HVH-6 en el 70% de cultivos primarios de linfocitos de pacientes
con SFC versus un 20% en personas sanas (Dedra Buchwald, 1992), demostrando
fuerte asociacion entre el HVH-6 y el sindrome de fatiga cronica (Komaroff, 2006; L.,
2006).

3.6. ASOCIACION DEL HVH-6 CON ALTERACIONES DERMATOLOGICAS

El virus HVH-6 ha sido asociado a diferentes enfermedades cutdneas (Wolz et
al., 2012). Por ejemplo, en la roséola infantum (exantema subito), la enfermedad se
caracteriza por fiebre alta, diarrea, erupcién cutanea leve a lo largo del tronco, el cuello
y la cara, con pequefias maculas o papulas de color rosa rodeadas de halos mas
claros; sin embargo no todos los nifios infectados desarrollan la fase eruptiva (Wolz et
al., 2012; Yamanishi et al., 1988). El HVH-6 también esta implicado como agente
causal de la pitiriasis rosacea, evidenciada por una elevada produccién de anticuerpos
contra el HVH-6 en algunos pacientes con esta enfermedad, sugiriendo una infeccién
activa por este virus. No obstante, la participacion de otros agentes como HVH-7 no
se descarta, pues no todos los pacientes presentan una produccion de anticuerpos
anti HVH-6 estable durante la infeccion activa (Broccolo et al., 2005; Drago, Broccolo,
Ciccarese, Rebora, & Parodi, 2015; Kosuge, 2000). Los pacientes con esta patologia
presentan parches escamosos, con una clasica forma oval, los cuales se distribuyen

inicialmente en el tronco y posteriormente se diseminan hacia las extremidades
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siguiendo dermatomas (Figura 3), aunque el prurito es comun, no siempre esta
presente (Drago, Broccolo, & Rebora, 2009; Wolz et al., 2012).

Figura 3. Lesiones dermatoldgicas. Fotos obtenidas de pacientes con lesiones tipo macular y
descamativas en abdomen. Lesiones tipo paulo-vesicular y puntos Rubi en piel de cuello y pecho.
Fuente: propia del autor.

Otras enfermedades dermatoldgicas asociadas a HVH-6 incluyen liqguen plano,
erupcion inflamatoria variable que causa papulas purpuras, poligonales, hipertroficas
o atrdficas, lineares o anulares, vesiculares o ulcerativas, esencialmente en las
superficies flexoras de las extremidades superiores (Lodi et al., 2005). Adicionalmente,
suele asociarse a purpura trombocitopenica idiopatica (Ma et al., 2000; Rinaldi, 2014);
puarpura fulminante que se manifiesta con fuerte hemorragia cutanea y necrosis
dérmica (Wolz et al., 2012); alergia a drogas que da lugar a la formacién de maculas
localizadas, papulas y pustulas que pueden progresar a eritroderma generalizado en
la piel (Neuman et al., 2013) y los sindromes de Stevens-Johnson (Peppercorn et al.,
2010) y Gianotti-Crosti; en este ultimo, los pacientes presentan papo-vesiculas
monomorfas tipicas de color rosa sobre los codos (Chuh, Chan, Chiu, Ng, & Peiris,
2002). Recientemente, el HVH-6 ha sido propuesto como co-factor en la urticaria
cronica idiopatica, y se acufié el término urticaria viral cronica para describir el

mecanismo por el cual, bajo las condiciones de un ambiente pro-inflamatorio
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(produccion de citoquinas tipo Th2), el HVH-6 podria reactivarse y desencadenar la
urticaria con importantes alteraciones cutaneas (Dreyfus, 2016).

3.7. OTRAS PATOLOGIAS ASOCIADAS A HVH-6

Distintas patologias han sido asociadas al HVH-6, entre las mas destacadas
encontramos: la purpura trombocitopenia idiopéatica en donde se ha descrito alta carga
viral de HVH-6 hasta en un 41% de los pacientes (Ma et al., 2000); en mieloma y EM
se han encontrado secuencias proteicas muy similares al de HVH-6, lo que sugiere
reactividad cruzada por sensibilizacion de las células B contra antigenos en el mieloma
y EM. . Un estudio publicado en 1995 por Challoner et al realizado con 86 muestras de
pacientes con EM y controles, permiti6 la identificacion un fragmento de 341
nucleétidos similares en un 99.4% al gen de union del ADN de HVH-6, mediante
secuenciacion del ADN se establecié que en el 97.2% de las muestras evaluadas
correspondian a HVH-6 variante B, tipo 2; demostrando asi una clara asociacion entre
HVH-6 y EM. (Alvarez-Lafuente, Garcia-Montojo, De Las Heras, Bartolomé, & Arroyo,
2006; Fernandez, 2002; Tejada-Simon, 2003).

Otra patologia asociados a HVH-6 es la reaccion de hipersensibilidad por
medicamentos, como carbamazepine, ceftriaxona, doxiciclina, vancomicina y
trimetoprim /sulfametoxazol, en estos casos se reporta una reactivacion del HVH-6 que
lleva a falla organica y un curso prolongado de la enfermedad (Matsuda et al., 2006;
Nehal Draz, 2013; Neuman et al., 2013). Adicionalmente, se ha reportado coinfeccién
del HVH-6 con otros agentes virales como Virus de Papiloma Humano (VPH) que se
relaciona con el aumento de la progresion del cancer de cuello uterino por alterar la
expresion de los genes del VPH en células epiteliales (Chen M. et al., 1994);
coinfecciones con CMV, relatan aumento en el rechazo trasplantes, lo que causa una
alta morbi-mortalidad (Jaskula et al., 2010; Nuria Tormo, Laura Cardenoso, & Juan
Carlos Hernandez-Boluda, 2010; Reddy & Manna, 2005; V., 2002; Zerr DM, 2005).

3.8. TRATAMIENTOS PARA LA INFECCION POR HVH-6
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Actualmente, a nivel mundial, ningn medicamento ha sido aprobado
exclusivamente para el tratamiento de HVH-6, siendo el tratamiento dirigido al manejo
de los sintomas asociados presentes en las personas afectadas. Sin embargo, el
medicamento que mas se utiliza es el ganciclovir (Bounaadja, Piret, Goyette, & Boivin,
2013; Mookerjee & Vogelsang, 1997). Algunos agentes anti-CMV como cidofovir,
foscarnet y el valaciclovir han sido usados via oral, los cuales han demostrado tener
efecto sobre el HVH-6 (Ljungman et al., 2008; Tokimasa et al., 2002).

Durante el tratamiento se debe vigilar el uso de otros medicamentos
inmunosupresores, para evitar la reactivacion de los Roseolavirus y complicaciones en
el paciente. (Szabd, 2017). En Colombia se encuentra disponible valaciclovir en
tabletas de 500 mg y 1 gr, con el inconveniente de que su costo es muy elevado y

estos medicamentos no estan cubiertos por los sistemas de salud publicos.

3.9. METODOS DIAGNOSTICOS

En la actualidad se han descrito una serie de pruebas que permiten identificar la
infeccion por el HVH-6. Sin embargo, estas presentan limitaciones en cuanto a su
interpretacion debido a la elevada seroprevalencia y a la persistencia del virus en
sangre y tejidos después de la primoinfeccion, dificultando diferenciar la infeccion
inicial de la reactivacion virica después de un periodo de latencia o una reinfeccién por
una nueva cepa viral (H Agut et al., 2015; Tomas Pumarola Sufié, 2002).

Los métodos para detectar la presencia del virus en diferentes tipos de muestras
incluyen los cultivos celulares, deteccion de antigenos y/o anticuerpos (IgM en fase
aguda o IgG en fase croénica o latente) (Tabla 1), técnicas de IF, inmunohistoquimica
o ELISA; deteccion de acidos nucleicos por técnicas moleculares como microarreglos
y PCR, visualizacion del virus mediante microscopia electronica y estudios de citologia
e histologia (Mayne et al., 2001; Tomas Pumarola Sufié, 2002; Tweedy et al., 2016).
Mas recientemente se ha descrito un ensayo de antigenemia para el HVH-6 sobre
células mononucleares de sangre periférica mediante la técnica de IF (H Agut et al.,
2015; Crawford et al., 2009; Giuseppe Locatelli, 2000; Sumiyoshi. Y et al., 1994).
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Tabla 1. Revision de procedimientos diagnosticos para HVH-6. La tabla presenta diferentes
metodologias diagnésticas para la deteccion e identificacion de HVH-6, con sus correspondientes
ventajas y desventajas.

Enfoque Diagndstico

Método

Ventajas y Utilidad

Desventajas y Limitaciones

Indirecto
(Serologia)

Directo

Pruebas de
deteccién directa
para IgG, IgM (IFA,
EIA)* y Avidez

Aislamiento viral en
células de cultivo

Deteccion de
Antigenos

PCR cualitativa de
ADN viral

PCR cuantitativa de
ADN viral en tiempo
real (QPCR)

Deteccion de
transcriptos virales
por RT-PCR**

PCR de gotita digital
(dPCR)

Facil recoleccién y
almacenamiento de muestras
de suero, técnicas de facil
acceso, diagnéstico de
infeccion primaria, estudios de
seroprevalencia

Método de referencia en
virologia, evidencia de virus
infeccioso, investigaciones

precisas de cepas de virus
Utiliza equipos convencionales,
evidencia la expresion del gen
del virus, discriminacion entre
HVH-6A y HVH-6B

Alta sensibilidad y
especificidad, discriminacion
entre HVH-6A y HVH-6B

Alta sensibilidad y
especificidad, discriminacion
entre HVH-6A y HVH-6B,
estudios de seguimiento
longitudinal, comparacién de
cargas virales en sangre versus
organos

Distinciébn entre infecciones
activas y latentes,

reconocimiento de infeccion
activa en sujetos con ciHVH-6
Método preciso para medir
cantidades de acido nucleico,
identificacion de ciHVH-6***

Falta de interpretacién para el
diagndstico de reactivacion, sin
discriminacion entre HVH-6A y

HVH-6B, respuesta
demorado/alterado Si la
inmunodeficiencia esta
presente, reactividad cruzada

con otros bethaherpesvirus
Método de trabajo intensivo, alto
costo, sensibilidad limitada

Necesidad de estandarizacion,
sensibilidad limitada con
reactivos actuales, dificultades
de lectura en algunos casos

Sin distincion entre infeccion
activa, latencia y ciHVH-6

Necesidad de estandarizacion
internacional, necesidad de
umbrales  especificos para
infecciones activas y ciHVH-6***

Sensibilidad limitada (por
evaluar), necesidad de
estandarizacion

Sensibilidad limitada (por
evaluar), adaptacibn a la
diversidad de especimenes
clinicos

*IFA, ensayo de inmunofluorescencia

*ELISA, ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas

*RT-PCR, PCR de transcriptasa inversa
***ciHVH-6, herpesvirus-6 humano cromosoémicamente integrado.
La disponibilidad de las pruebas mencionadas puede estar restringida en algunos centros médicos.
Tomado de: Laboratory and Clinical Aspects of Human Herpesvirus 6 Infections. Agut et al., 2015
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En general, estas técnicas celulares, histoldgicas, seroldgicas y moleculares se
caracterizan por su rapidez, sensibilidad y especificidad diagnéstica. Estas pruebas
permiten demostrar la presencia del HVH-6 asi como la respuesta humoral contra el
mismo, ayudando a diferenciar la infeccidn activa, latente o pasada. Adicionalmente,
permiten asociar la presencia del virus con alteraciones clinicas dermatoldgicas,
neurolégicas y de fatiga crénica, como resultado de la deteccion del virus en improntas
de lesiones, biopsias de piel y sangre (H Agut et al., 2015; D., 2016; Dreyfus, 2016).
Los ensayos de gPCR permiten la cuantificacion de la carga viral en la primoinfeccion
y en la reactivacion del HVH-6, esta reactivacion en pacientes inmunocomprometidos
es frecuente, ademés la qPCR confiere alta sensibilidad y especificidad, permite la

discriminacion entre los subtipos HVH-6A y HVH-6B, realizar estudios de seguimiento
longitudinal, y comparacion de cargas virales en sangre versus organos. Por tanto, la

deteccion y cuantificacién temprana, asi como el inicio de la terapia antiviral son

importantes para reducir posibles complicaciones (Yip et al., 2017).

Las técnicas que se mencionan a continuacién son usadas durante la ejecucion

de este proyecto para el diagnéstico de HVH-6.

3.9.1. Ensayos de qPCR para amplificacibn de ADN de HVH-6. De las
técnicas de biologia molecular para diagnostico de HVH-6 una de las
mas usadas a nivel de laboratorios es la PCR, ya sea en Tiempo Real
(9-PCR) o su variante la Transcriptasa Reversa (RT-PCR) (Ahlgvist et
al.,, 2005; Gautheret-Dejean & Agut, 2014; Norton RA1, 1999;
YoshikawaTetsushi et al., 2003). La deteccion de ADN viral mediante la
técnica de gPCR en muestras acelulares como el plasma o el suero es
un marcador de replicacion o de reactivacion viral del HVH-6,
reactivacion que se produce principalmente en pacientes
inmunosuprimidos.

En general, para efectuar el ensayo de PCR se realiza la
extraccion del ADN a partir de la sangre total, suero, plasma u otras

muestras como tejidos y biopsias, utilizando un Kit de extraccion para
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3.9.2.

ADN viral, o por métodos manuales los cuales son poco recomendados.
Después de extraido el ADN, se realiza el proceso de amplificacion
colocando en un tubo de reaccion (master mix) todo lo necesario para
la sintesis del fragmento de interés (Taq polimerasa, dinucledtidos,
ADN, buffer con magnesio, sales, oligonucleotidos, sondas especificas
para HVH-6 marcadas con fluorocromos). Los pasos de
desnaturalizacion, hibridacion y elongacion se realizan de forma
automatizada en un termociclador previamente programado. El
monitoreo, andlisis y cuantificacién del ADN se realiza por electroforesis
en geles de agarosa por PCR convencional o mediante programas
especializados que permiten determinar la presencia y la cantidad de
copias virales del HVH-6 presente en las muestras mediante gPCR (H
Agut et al., 2015).

En la actualidad los kit comerciales para gPCR de HVH-6
amplifican secuencias de los genes U53, U57 hasta U67 por ser
regiones muy conservadas en el genoma de HVH-6 (Deback C., 2008;
Karlsson et al., 2012), la sensibilidad y especificidad varia entre 70% y
99% de acuerdo a la casa comercial; la sonda usada y equipos en los
gue se estandariza, de ahi la importancia de elegir un buen kit
comercial.

La deteccion de niveles elevados de ADN de HVH-6 en suero o
plasma se asocia con a una infeccion activa, ademas permite evaluar
la monitorizaciéon del grado de replicacion viral y establecer su
correlaciobn con las manifestaciones clinicas y la respuesta al

tratamiento (Tomas Pumarola Sufi€, 2002).

ELISA para HVH-6. El ensayo de ELISA anti-HVH-6 se realiza
utilizando un kit comercial, el cual permite la deteccién de las
inmunoglobulinas tipo IgG e IgM presentes en el suero del paciente, con
el fin de determinar si previamente se ha expuesto el sistema inmune al

HVH-6 y confirmar si la infeccion es activa o latente. Brevemente, el
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3.9.3.

suero es diluido y se deposita en placas de ELISA (96 pozos) cuyo
fondo estard recubierto con antigeno nativo de HVH-6. Luego, se
realizaran lavados con una solucion buffer (Theo P. Sloots, John P.
Kapeleris, lan M. Mackay, Marissa Batham, & Devine, 1996). Si los
anticuerpos anti HVH-6 estan presentes en los sueros a evaluar, estos
se uniran a los antigenos inmovilizados. Después se realiza la adicion
de anticuerpos secundarios anti-lgM y anti-lgG humanos marcados con
enzimas, para la deteccion de las inmunoglobulinas respectivas (Fiebig
et al., 2017; Gutierrez J., 1997). La reaccion se revela por la activacion
de la enzima sobre un sustrato cromogénico que se cuantifica por
densidades Opticas y los resultados son directamente proporcionales a
la cantidad de anticuerpos presentes en la muestra del paciente.

Asi, el ELISA ha demostrado ser la técnica de eleccion para la
deteccion de IgG e IgM para HVH-6, presentando una sensibilidad y
especificidad hasta del 99.7% al ser comparado con el ensayo de IFA,
con la desventaja que no diferencia HVH-6A de HVH-GB (Abnova,
2017; Theo P. Sloots et al., 1996).

Test de Tzanck para HVH-6. El TT es una técnica indirecta que
identifica cambios citopéaticos inducidos en las células por los
herpesvirus como consecuencia de la replicacion viral. Se realiza
mediante la observacion directa al microscopio con lente 40X y 100X,
de diferentes muestras como sedimento urinario, liquido
cefalorraquideo, improntas de vesiculas y biopsias, entre otras. Las
muestras a estudio se depositan en placas portaobjeto que
posteriormente son fijadas y teflidas con colorantes de Giemsa, Wright
y/o Azul de toluidina. En ellas se buscan cambios citopéaticos como:
células gigantes multinucleadas, nucleos megaloblasticos e inclusiones
intranucleares e intracitoplasmaticas (Marcano-Lozada, Urrestarazu, &

Serrano, 2006). Alternativamente se pueden usar equipos y software de
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medicién automatizados para las correspondientes lecturas (Becerra-
Artiles, Santoro, & Stern, 2018).

EI TT por ser un método de diagnéstico rapido, facil y econémico,
presenta una sensibilidad de aproximadamente el 60-70%, siendo de
utiidad en el estudio de lesiones dermatoldogicas de etiologia viral
(Marcano-Lozada M, 2006).

4. ANTECEDENTES

La PCR con sus diferentes variantes, ha sido usada para identificar la presencia
del genoma del HVH-6 en diferentes patologias o para demostrar su asociacion con
otros virus que causan dafio al ser humano (Giuseppe Locatelli, 2000; Kaufer &
Flamand, 2014; Reddy & Manna, 2005; Takemoto et al., 2004; Y Sumiyoshi, 1994). La
deteccién, cuantificacidn y secuenciacion de acidos nucleicos del HVH-6 se han
combinado para convertirse en el “Gold Standard” de los procedimientos de
diagnostico aplicados a HVH-6A y sus variantes HVH-6A y HVH-6B (H Agut et al.,
2015; Gautheret-Dejean & Agut, 2014). La gPCR permite cuantificar la carga viral de
HVH-6 en nimero menor a 10 copias/ml de ADN viral, con sensibilidad de deteccion
hasta de 2-5 copias/ml en diferentes tipos de muestras, convirtiéndose en la técnica
de eleccidn para su identificacion, validandose frente al cultivo viral e IF.

Entre los estudios realizados para cuantificacion de HVH-6 por qPCR se
encuentran Tavakoli y colaboradores (2007) quienes detectaron ambos subtipos HVH-
6A y HVH-6B por gPCR en 1.482 muestras de LCR de pacientes con encefalitis o
meningitis, encontrando positivos 26 especimenes de 24 pacientes para HVH-6B, con
una sensibilidad de 5 copias de genes por reaccion (rango dinamico lineal de 5 a 5x106)
y tasa de deteccion de HVH-6 en esta poblacion de 1,75%. Concluyendo que la
encefalitis 0 meningitis en ausencia de un resultado de gPCR positivo para otros
agentes infecciosos, sugiere un papel importante para HVH-6 en la patogénesis de las
enfermedades del sistema nervioso central (Tavakoli et al., 2007). Otros estudios de
gPCR para la identificacion de HVH-6 en diferentes muestras clinicas y patologias, se

encuentran resumidos en la Tabla 2.
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Tabla 2. Antecedentes de qPCR para la deteccion de HVH-6. La tabla muestra el resumen de articulos sobre qPCR para HVH-6; autor,
objetivo, tipo de muestras, cebador usado, las condiciones de la gPCR, los resultados y la conclusién final.

CONDICIONES DE

AUTOR OBJETIVO MUESTRAS CEBADOR LA qPCR RESULTADOS CONCLUSION
Desarrollar un PCR ADN viral de tejidos TAQ6E (59- 50 °C por 2 min de Rango dindmico de 1-10° Ventajas: tiempo requerido,
cuantitativo, altamente infectados con HVYH- CAAAGCCAAATTATCC preamplificaciéon, 15 min de copias viral/prueba. Carga costos se reducen. Cuantifica
sensible, para la 6 de ratones SCID- AGAGCG-39) y TAQ6A desnaturalizacién a 95 °C y viral de HHV-6A mostr6 que con precision el ADN

) medicion de ADN de hu Thy/Liv o plasma (59- luego 40 ciclos de qc-PCR sobreestim6 (P 5 objetivo; menor manipulacion
Locatelliet HHv-6 en células humano. CGCTAGGTTGAGGAT desnaturalizacion a 95 °C 0.0001) las mediciones del menor contaminacion; el
al., 2000 derivadas de tejidos y GAT CGA-39), del por 15s e hibridacion y TagMan (40%). Repetibilidad formato de 96 pocillos da alto

fluidos corporales, fragmento de 133 pb del extension a 58 °C por 60s.  similar (CV, 4/24% y 6/31%), rendimiento para la

comparado con el kit gen U67 de HVH-6 Reproducibilidad de TagMan evaluacion a gran escala.

TagMan. fue superior a qc-PCR.

Desarrollar  conjunto 30 voluntarios sanos F:50 95°C por 30s, 30 ciclos de Amplificaron un fragmento de Demostraron que  estos

de cebadores para de las clinicas AATAGGAGCCTTGCT 56°C por 45s, hibridacion y ADN de 241 pb de HSV-1. nuevos cebadores son

detectar HSV-1, CMV dentales y 15 GGTCAGAAC 30 extension a 72°C por 30s Fragmentos de ADN de 224 capaces de identificar HSV-1,
Victoriaet Yy HVH-6 en hisopos sujetos sometidos a R:50 pb para CMV y 369 pb de CMV y HVH-6 en hisopos
al. 2005 orales mediante trasplante de CCTGGAACCCCACAA HVH-6. Amplificacién positiva orales mediante PCR

’ reaccion en PCR médula 6sea. AACCTAACG 30 de HSV-1y HVH-6 se observé anidada.
anidada en 24 sujetos sanos
Evaluar el kit CMV 436 muestras de HHV-6: fragmento del Las condiciones varian de El kit comercial mostr6 Los resultados demuestran
HHV-6, 7, 8 R-geneTM sangre total: gen U57 acuerdo al equipo de gPCR concordancia de 96% y 85% que el nuevo kit comercial
(Argene, Varilhes, HVH-6: n=175 HHV-7: fragmento del usado, no se especifican. en centros Ay B, correlacion CMV HHV-6, 7, 8 R-geneTM
Francia) para HVH-7: n=100 gen U42 ElI Gen U38 de ADN significativa (en A: r = 0,97 [p fue una herramienta eficiente
cuantificacion de HHV- HVH-8: n=161 HHV-8: fragmento de polimerasa fue el <0,001]; en B: r = 0,70 [p vy confiable para el

Deback et 6 vy la deteccidon gen ORF 26 amplificador de qPCR (H6- <0,001]). diagndstico de infecciones
al., 2008 cualitativa de HHV-7 y A), realizado en el Sensibilidad 50 copias/ml. por herpesvirus 6, 7, 8
HHV-8 y el uso de instrumento ABI Prism 7500 La prueba Bland-Altman y el
diferentes plataformas (Applied Biosystems), monitoreo prospectivo de
de extraccion y gPCR utilizando la tecnologia pacientes confirmaron la
en dos centros Ay B. TagMan. precision de estas técnicas.
Desarrollar un 405 muestras de NC001664 para HVH-6A 94 °C por 5 min, 40 ciclos de 23 (5,70%) de 405 LCR fueron SSPBRT-PCR puede
SSPBRT-PCR  para liquido y AF157706 para HVH- amplificacién con positivos por SSPBRT-PCR; 3 proporcionar resultados
deteccion y cefalorraquideo 6B. Los Genes de la ADN desnaturalizacion a 94 °C casos de HHV-6A y 20 casos rapidos, sensibles y
diferenciacion de polimerasa (U38) fueron por 15s, hibridacion y de HHV-6B. La tasa positiva especificos para la
Louetal., variantes de HVH-6 seleccionados como extension a 60 °C por 1 min. de HHV-6B fue mas alta que identificacion de HHV-6A y
2011 (HVH-6A y HVH-6B) genes blanco la de HHV-6A (P = 0.0004). HHV-6B y el manejo de la

en pacientes
pediatricos <2 afios
con encefalitis

Sensibilidad del
especificidad  del
para SSPBRT-PCR

95,24% vy
99,22%,

encefalitis por HHV-6.
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Bressollett
e-Bodin et
al., 2014

Hill et al.,
2016

Tamae
Ohyea et
al., 2016

Yip et al.,
2017

Desarrollar
herramientas
moleculares para la
deteccion y
cuantificacion de
ARNm de HVH-6 que
se pueden usar en un
entorno clinico

Identificar
eficientemente en
individuos  afectados

por ciHHV-6. Facilitar
estudios mas amplios
de importancia clinica
del ciHHV-6 como
estrategias de pruebas
eficientes.

Establecieron un
método basado en
PCR para producir
sondas FISH para
detectar el sitio de
integracion

cromosoémica de

iciHHV-6A. Kit: LA Taq

(Takara,Japan)
Compararon el
rendimiento de un

PCR cuantitativo de
HHV-6  desarrollado
internamente con un
kit disponible en el
mercado  RealStar®
HHV-6 PCR Kit.

60 muestras de
sangre total de 17
pacientes

trasplantados  con
células madre (ADN
de HVH-6> 1000 o
dos cargas de ADN
entre 100 y 1000
copias/ml)

2496 muestras
celulares. Grupos de
12 muestras se
determiné  HHV-6
con gPCR, en
muestras

individuales

positivas altas se
detectd ciHHV-6 por

PCR digital

Analizaron 13 casos
japoneses con
sospechaba de

HHV-6A o -6B, en
muestras de sangre
periférica por gPCR

72 muestras clinicas
y 17 muestra
control: 66 plasma, 3
CSF, 1 aspirado
nasofaringeo, 1
lavado
broncoalveolar y 1
biopsia de higado

ARNmM de genes
tempranos inmediatos de
U90 y genes tardios de
U100

5R(A): GTT AGG ATA
TACCGA TGT GCG TGA
T. 5R(B): TAC AGA TAC
GGA GGC AAT AGA
TTTG. 5R(P): FAM-TCC
GAA ACA ACT GTC
TGA CTG GCAAAA-
TAMRA

H6TAL,
TTTGCAGTCATCACGA
TCGG; H6TAZ2,
AGAGCGA-
CAAATTGGAGGTTTC;
sonda,
AAGCCACAGCAGCCA.
Estos amplifican los
genomas iciHHV-6A y -
6B. Gen U31

Patron plasmidico
utilizando el  vector
pCRII-TOPO (Invitrogen,
San Diego, CA, EE. UU.)
Clonado con un inserto
blanco del gen U65-66
de 176 pb de HHV-6

42 °C por 5 min, 94 °C por
10 sy 45 ciclos de 94 °C por
5s, 57 °C (U90 o GAPDH) o
59 °C (U100) por 20s, 72 °C
durante 15s.

50-C por 2 miny 95-C por 15
min, 45 cicles de 94-C por 1
min y 60-C por 1 min.

98 °C por 2,5 min, 35 ciclos
a 98 °C por 10s y 60 °C por
10 min, extension final a 60
°C por 10 min. EI ADN
genémico de HHV-6B, cepa
Z29 se utilizé6 como plantilla
de PCR.

50 °C por 2 minutos y 95 °C
por 10 minutos, 50 ciclos a
95 °C por 15 segundos y 60
°C por 1 minuto

Resultados cualitativos para
ADN del HVH-6, ARN U90 y
ARN U100 fue bueno. Cargas
de ADN de HVH-6 fueron méas
altas que las de ARNm. En
muestras clinicas, las
cantidades de ARNm de U100
y U90 fueron bajas y se asoci6
con cargas de ADN viral
>1000 copias/ml de sangre.

31 grupos tuvieron ADN de
HHV-6 positiva alta >10°
copias/pg. Cada grupo tenia
una muestra >10* copias/ug
de ADN de HHV-6. El ciHHV-
6 heredado se confirmé con
ddPCR en una muestra muy
positiva >10° copias/ug de
ADN de HHV-6

Confirmaron que las sefiales
de HHV-6 se ubicaron de
manera constante en la region

telomérica  en los 13
individuos iciHHV-6
examinados.

Rango dinamico de 102 a 10*°
DNA copies/ml y coeficiente
de determinacion (R2) de
0.999 para el ensayo interno.
La precision del ensayo
altamente reproducible con
coeficientes de  varianza
0.27% y 4.37%.

Ensayos de gPCR-RT son
métodos sensibles %
confiables para el monitoreo
de la transcripcién viral. Su
deteccion estd asociada a
altas cargas de ADN in vivo y
pueden ser herramientas
tiles para el diagnoéstico de
infeccion activa.

El ciHHV-6 hereditario se
puede identificar de manera
eficiente mediante el
agrupamiento de muestras
junto con las modernas
técnicas moleculares. Este
algoritmo puede utilizarse
para facilitar la identificacion
rentable de pacientes con
ciHHV-6

Este método proporciona un
enfoque simple y rapido para
el diagnéstico de iciHHV-6 en
el laboratorio clinico.

El método desarrollado qPCR
para HHV-6 es sensible y
confiable con menor costo
para la  deteccion vy
cuantificacion del ADN del
HHV-6 en comparacion con
el RealStar® HHV-6 PCR Kit.
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5. METODOLOGIA

5.1.DESCRIPCION DEL DISENO EXPERIMENTAL.

El objeto de este estudio fue implementar el método de gPCR para la
identificacion del virus HVH-6. Para tal fin, se selecciono el KIT comercial CMV, HVH-
6,7,8 R-gene™ marca QIAGEN que identifica la carga viral de los virus HVH-5, HVH-
6, y HVH-7 y se ajusta al equipo QuantStudio 3 de Thermofisher del laboratorio de
Inmunologia y Biologia Molecular de la Universidad del Cauca. Para la implementacion
de este kit se tuvo en cuenta el kit de extraccion de ADN recomendado por la casa
comercial y las indicaciones del fabricante en cuanto a la manipulacion de las muestras
y su almacenamiento. El kit de qPCR, utiliza la tecnologia Tagman de la nucleasa 5
también llamada sondas de hidrolisis, la mezcla de amplificacion que incluye dNTPs,
tampon de amplificacion, Taq polimerasa, sondas especificas para cada virus y sus
cebadores y sondas especificas para el control interno. Como controles de proceso de
la técnica se incluyeron curva de calibraciébn de 4 concentraciones diferentes, un
control interno de extraccion e inhibicion, control de sensibilidad, un control negativo y
los criterios de validacion de la prueba; Todas estas caracteristicas estan descritas
detalladamente en la metodologia.

Esta prueba fue realizada en 30 personas sintomaticas que de acuerdo a
criterios clinicos clasificados en la tabla 5, se consideraban “Sospechosos” de la
infeccion por el virus HVH-6. Los sujetos “Sospechosos”, hace referencia a los
pacientes que en los ultimos 6 meses y hasta la toma de la muestra habian tenido
signos y sintomas clinicos presuntivos de padecer enfermedad por el HVH-6, tiempo
estimado para que se presente la reactivacion del virus. Adicionalmente, esta prueba
se realizd en un grupo de 18 personas sin manifestaciones clinicas en el momento de
la toma de la muestra, los cuales fueron denominados como “No Sospechosos” para
HVH-6. Los participantes hombres y mujeres mayores de 18 afos, fueron captados
durante el mes de enero del afio 2017, hasta enero del afio 2018, a todos los

participantes se les solicito firmar consentimiento informado y se les realizé una toma
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de muestras sanguineas y orina, para la realizacién de la qPCR, TT y ELISA anti IgG
para HVH-6.

5.2. CALCULO DE MUESTRA

Teniendo en cuenta que la poblacion del departamento del Cauca es de un
millon cuatrocientos cuatro mil trescientos trece habitantes (1.404.313) y que la
incidencia a nivel mundial y de Latinoamérica de HVH-6 alcanza el 98%, se calcula el

namero muestral aplicando la formula para poblaciéon general:

Z2PQ
'l:
EZ2
1.96)2(0.98)(0.02
Lo aesrEes00)

(0.052

Aplicado al numero de habitantes del departamento del Cauca la formula es:

fZ?PQ
fE2+72PQ

nf =

(1.404.313) (1.96)2(0.98)(0.02)
nf = =30.10
(1.404.313)(0.052)+ (1.96)2(0.98)(0.02)

Dénde:

» Z=1.96 (Error aceptado bajo condiciones de normalidad).

P=0.98 (Numero de proporcién de incidencia)

E= 0.05 (5% Error estandar)

>

» 0Q=0.02 (Resta con la incidencia)

>

» [J=1.404.313 (Numero de habitantes del departamento del Cauca)
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El nimero de muestra tomado para el presente estudio fue de 30 pacientes con

sospecha diagndstica de infeccidén por herpes virus humano tipo 6.

5.3. DESCRIPCION DE PARTICIPANTES Y TOMA DE MUESTRAS

5.3.1.

5.3.2.

5.3.3.

Criterios de inclusién. Se incluyeron personas mayores de 18 afios de
edad, que en el momento de ingresar al estudio habitaban en el
Departamento del Cauca y presentaban dos o mas de las siguientes
manifestaciones clinicas: neuroldgicas, dermatolégicas o sindrome de
fatiga crénica (Tabla 5), que libremente aceptaron participar en el estudio

y firmaron el documento de consentimiento informado (Anexo 1).

Criterios de exclusién. Se excluyeron personas con algun estado de
inmunosupresién como: VIH positivos, diabéticos, con tratamiento por
medicamentos inmunosupresores, con alguna otra inmunodeficiencia o
gue al momento del ingreso presente alguna enfermedad infecciosa
comprobada; quienes se encontraban recibiendo tratamiento antiviral o se

negasen a firmar el consentimiento informado.

Captacién de los pacientes y toma de muestras. Se captaron treinta
(30) pacientes durante la consulta particular del médico inmundlogo Julio
César Klinger Hernandez, en las instalaciones de la Fundacion Julio
Klinger. Los pacientes presentaron caracteristicas clinicas presuntivas de
la presencia de infeccion por HVH-6 que incluyen manifestaciones
generales, neuroldgicas, de fatiga crénica y las dermatoldgicas,
documentadas para HVH-6 en la literatura y que fueron agrupadas en la
Tabla 5 de este estudio. Estos participantes fueron ampliamente
informados acerca del estudio y remitidos al laboratorio de Inmunologia y
Biologia Molecular de la Universidad del Cauca. Adicionalmente, se

incluyeron 18 personas denominadas “No Sospechosas” (sin signos o
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sintomas presuntivos de HVH-6, o cualquier otra enfermedad en el
momento de la toma de la muestra), con edad y sexo similares al grupo

de “Sospechosos”.

A continuacion, los participantes firmaron un consentimiento informado
(Anexo 1), y respondieron una encuesta (Anexo 2), este procedimiento fue
acompafado por tres estudiantes del programa de medicina, quienes
adicionalmente realizaron un examen fisico, toma de signos vitales y toma de
fotografias de las manifestaciones clinicas mas sobresalientes
(dermatoldgicas), con el objetivo de complementar la historia clinica y confirmar
criterios de inclusion y exclusion. Los datos fueron consignados y archivados de
acuerdo con los protocolos establecidos en los manuales de procesamiento de
muestras del Laboratorio de Inmunologia para su correspondiente analisis.

Para finalizar se procedi6 con la recoleccion de dos muestras de sangre
(méximo 7 ml); de una de ellas se obtuvo dos alicuotas de suero, que fueron
utilizados para deteccion de HVH-6, HVH-5 y HVH-7 por gPCR y para la
realizacién del ELISA de IgG de HVH-6 y VIH /2, y una segunda muestra de
sangre para la obtencion y almacenamiento de plasma para usarlo como
reserva. Los sueros y plasmas fueron almacenados a -20°C hasta su
procesamiento (Figura 4). Simultaneamente se solicit6 muestra de orina para
realizar el TT (aproximadamente de 30 ml). Las muestras fueron manipuladas
con las debidas técnicas de bioseguridad y de conservacién dentro del

laboratorio de Inmunologia y Biologia Molecular.
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Figura 4. Sistema de Almacenamiento de muestras. La imagen muestra crioviales de 1.5
ml, donde se almacenaron 0.8 ml de muestras de suero y plasma, los cuales fueron
codificados y almacenados a -20°C, hasta su procesamiento en el Laboratorio de
Inmunologia y Biologia Molecular de la Universidad del Cauca.

5.4. TECNICAS MOLECULARES Y DIAGNOSTICAS PARA DETECCION DE HVH-6

5.4.1. Reaccidon en Cadena de la Polimerasa en tiempo real (QPCR) para
deteccion de ADN de HVH-6. Para realizar este procedimiento se
adquirieron dos Kit comerciales; uno para extraccion de acidos nucleicos
denominado DNeasy Blood and Tissue para ADN viral (marca QIAGEN,
de Ref. 69504), con sensibilidad del 95% y especificidad de 92-97%; un
segundo kit para gPCR mudltiples cuantitativo para detectar y medir carga
viral para CMV, HVH-6,7,8 R-gene™ (marca ARgene, de Ref. 69-100),
gue amplifica simultaneamente ADN de HVH-6 con HVH-5, HVH-7 y HVH-
8, con sensibilidad analitica o limite de deteccion del 95% (510 copias/ml
de genoma de HVH-6 y 410 copias/ml de genoma de HVH-5) y
especificidad del 96% para qPCR y 97% con PCR cualitativo. Por ser de
interés en el diagnéstico diferencial de HVH-6 y para la validacion interna
de la prueba se realizé simultaneamente la deteccion de ADN de HVH-5
(con capacidad para procesar 60 muestras de cada uno) y como valor
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agregado a este estudio se realiz6 el HVH-7 (con capacidad para procesar

24 muestras). Este kit amplifica secuencias virales de interés que son:

A.

HVH-5. Gen que codifica para la proteina ppUL83. Tamario del fragmento

amplificado: 183 pares de bases.

. HVH-6. Gen que codifica U53. Tamafo del fragmento amplificado: 116

pares de bases. (Proteasa. Codifica una proteina de ensamble de la
capside viral).

HVH-7. Gen que codifica U42. Tamafio del fragmento amplificado: 123
pares de bases.

Estos ensayos se realizaron siguiendo las recomendaciones del

fabricante.

5.4.1.1.

Extraccion de ADN con kit DNeasy Blood and Tissue. Se realiz6 la
extraccion de ADN viral a partir de muestras de sueros previamente
recolectados y almacenados a -20°C. A continuacion, en viales de 1.5
ml marcados previamente, se mezcla 200 pl de buffer AL (dilucion), 20
pl de Proteinasa, 10 pl del reactivo IC2 (control interno positivo de
extraccion e inhibicion); a esta premezcla y en tubos por separado, se
adiciona 200 pl de control WO (control interno negativo de extraccion
e inhibicién) y 200 ul de cada muestra a analizar. Se incuba durante 10
minutos a 56°C, se agrega 200 pl de etanol (99%). Las muestras se
transfieren dentro de las columnas DNeasy Mini Spin y se centrifugan
a 8.000 r.p.m por un minuto. Se cambia de tubo, se adiciona 500 pl de
buffer AW1 (lavados) y se centrifuga a 8.000 r.p.m por un minuto. Se
repite el procedimiento anterior y se adiciona 500 pl de buffer AW2
(lavados), se centrifuga a 14.000 r.p.m por tres (3) minutos. Por ultimo,
se cambia de tubo, se agrega 50 pl de buffer AE (elucion), se incuba
por 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifuga a 8.000 r.p.m. El
ADN extraido se cuantifica en el GeneQuant con lecturas a 230, 260 y

280 nm y se almacena a -20°C, hasta el siguiente procedimiento.
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5.4.1.2.

Amplificacién de ADN con CMV, HVH-6,7,8 R-gene™. Se realizaron
los siguientes pasos: en tubos para PCR de 200 pl previamente
marcados (Tabla 3), se adiciona 10 pl de Premix: DNTPs, Taq
Polimerasa, sondas y cebadores especificos para cada virus y para el
IC2 marcadas con un fluorocromos (FAM y VIC), Cl2Mg y agua grado
molecular, con 15 pl de cada muestra a analizar, cada estandar de la
curva de calibracion (QS1: 1°250.000 copias/ml, QS2: 125.000
copias/ml, QS3: 12.500 copias/ml y QS4: 1.250 copias/ml), control de
extracciéon e inhibicion WO, control de sensibilidad SC y control
negativo RO (incluidos en el kit), estas mezclas se llevan al
termociclador en tiempo real para continuar el proceso de

amplificacion.

Tabla 3. Protocolo de montaje de gPCR. Protocolo de montaje de muestras y
controles para cuantificacion de ADN por qPCR para el Klit CMV, HVH-6,7,8 R-

gene™
- *
Volumen RS =Premezcla R6 —Premezcla* de R7 —Premezcla*
. de . ot e ot
Tipo de Muestra de e g amplificacion de amplificacion
Muestra/ul  2mplificacion HHV-6/ul HHV-7/ul
CMV e IC2/ul
IC2+WO0 -Control
interno 2/Agua grado 10 15 15 15
PCR
RO -H20 grado PCR 10 15 15 15
QS1 -Estandar de
cuantificacion 1 10 15 15 15
QS2 -Estandar de
cuantificacion 2 10 15 15 15
QS3 -Estandar de
cuantificacion 3 10 15 15 15
QS4 -Estandar de
cuantificacién 4 10 15 15 15
SC -Control de
sensibilidad 10 15 15 15
Muestras 10 15 15 15

desconocidas (n=30)

*Premezcla: DNTPs, Taq pol, Cl2Mg, H20 grado PCR, Sondas y Cebadores especificos.
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Los pasos de desnaturalizacion, hibridacion y extensién se
realizaron de forma automatizada en el equipo QuantStudio 3, Thermo
Fisher Scientific (Figura 5), que incluyo las siguientes condiciones:
activacion de la Taq Polimerasa 15 min a 95°C por 1 ciclo, amplificacion
y desnaturalizacion 10s a 95°C por 45 ciclos, hibridacion y extension
40s a 60°C por 45 ciclos, tiempo aproximado de corrida 1.30 horas.

El monitoreo, anadlisis y cuantificacion del ADN se efectu6
mediante el software QuantStudio™ Desing & Analysis v1.4, que
detecta la senal del fluorocromo “FAM” de las muestras, QS, SC, WO
y RO en el canal a 530 nm y del fluorocromo “VIC” del IC2muestras e
IC2WO en el canal a 560 nm y establece el valor del “Threshold”,
umbral o linea basal.

Los resultados fueron expresados en numero de copias/ml de
ADN viral por muestra, teniendo en cuenta la linea del umbral dada por
la curva de calibracién y calculando la sefial detectable (CT) para cada
muestra. La cuantificacion para HVH-6 y HVH-5 es lineal de 500
copias/ml a 107 copias/ml.

Estos parametros se cumplieron en su totalidad para validar la

prueba.

Experiment Method

Volume Cover

5 L 1050°C
Hold Stage PCR Stage

95.0°C 95.0°C
= - =
15:00 1.6:C/s o010
& & [oR-111]
16°Crs
M,EC

00:40
&«

Stepl Stepl Step2

ER

Figura 5. Sistema de cuantificacién qPCR. Equipo QuantStudio 3, de Thermo Fisher
Scientific y programa usado QuantStudio™ Desing & Analysis v1.4, para amplificacion de
muestras de qPCR y deteccion de ADN viral de HVH-6, HVH-5 y HVH-7. Fuente propia del
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5.4.2. Ensayo inmunoenzimético IgG para HVH-6. Se Tomaron 5 ml de sangre
venosa de cada paciente utilizando tubos vacutainer sin anticoagulante
(tapa roja). El suero se obtuvo por centrifugacién a 3.500 r.p.m. (10 min.)
y se almacenoé dos alicuotas de 1 ml a -20°C, una para las pruebas de
ELISA-PCR y otra alicuota de reserva. (Figura 4). El ensayo de ELISA
anti-HVH-6 se realiz6 utilizando el kit comercial: HHV-6 1gG ELISA Kit
(Marca Abnova, Ref. KA1457), con sensibilidad del 99% y especificidad de
95% vy validado para diagnostico en muestras de suero humano. El
procedimiento se desarroll6 siguiendo las recomendaciones del
fabricante, este kit permite la deteccion de las inmunoglobulinas tipo IgG
anti HVH-6 presentes en el suero del paciente.

Descripcidn del procedimiento: los sueros de participantes y controles
internos del kit (control positivo, control negativo y estandar-1) se diluyeron
1/100 y se incubaron por duplicado en un volumen de 100 ul por pozo
durante 60 minutos a temperatura ambiente en placas de ELISA (96
pozos) previamente sensibilizadas con antigeno nativo de HVH-6. Los
anticuerpos no unidos fueron removidos mediante una solucién de lavado
con PBS + 0,05% Tween 20. Posteriormente, se adicion6 el conjugado
formado por anticuerpos anti-lgG humanos (anticuerpos secundarios)
marcados con la enzima peroxidasa, se incub6 durante 60 minutos a
temperatura ambiente y se realiz6 un segundo lavado con la solucién de
PBS + 0,05% Tween 20. La reaccion se revela tras la adicion de un
sustrato cromogénico (tetrametilbenzidina) y después de 20 minutos de
incubacion se adiciond la solucién de parada. La lectura de las densidades
Opticas a 450-620 nanémeros se realiz6 en un lector de ELISA (Marca
Awareness de ANNAR Diagnostic).

Los resultados se expresaron en Unidades Internacionales (Ul/ml),
obtenidas al dividir el valor de la densidad 6ptica obtenida de la muestra
del paciente sobre el valor del “punto de corte” (se obtiene al multiplicar el
estandar 1 por el factor de correccion suministrado en el inserto del kit).

Los valores de referencia son: positivos mayores a 110 Ul/ml,
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indeterminado entre 90-110 Ul/ml y negativo menor a 90 Ul/ml, de
anticuerpos IgG anti-HVH-6.

Simultaneamente se realizé la técnica de ELISA para VIH-Y/2 (Murex HIV
Ag/Ab Combination, Ref. 7G79-09/-11), cuyos resultados se tuvieron en cuenta
como criterio de inclusibn para quienes presentaran anticuerpos anti-VIH

negativos (valores inferiores al punto de corte de 0.90 UlI).

5.4.3. TEST DE TZANCK. El procedimiento se le realizo a todos los
participantes, se les procesé una muestra de orina obtenida por mision
espontanea. 15 ml de orina fueron centrifugados a 3.500 r.p.m (10 min),
se descartd el sobrenadante, se resuspendio el sedimento urinario y se
extendieron dos gotas en laminas portaobjeto por duplicado. Las laminas
secas se fijaron con etanol absoluto y se colorearon con Giemsa y Wrigth,
para su correspondiente lectura en el microscopio de luz, mediante la
observacion directa con lente 40X y 100X (Figura 8), las lecturas se
realizaron por triplicado. Los resultados se reportaron como “positivo” o
“negativo”, de acuerdo a la presencia o ausencia de efectos citopaticos

observados en las células del sedimento urinario.

5.5.ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos obtenidos en este estudio fueron tabulados y almacenados en hojas
de Excel y llevadas a hojas de andlisis de Stata. A los datos se les realiz6 medidas de
tendencia central como media, mediana, porcentajes y percentiles. De acuerdo a la
prueba de Shapiro-Wilk, los datos tienen una distribucién no paramétrica, por tanto,
los analisis multifactoriales para determinar la asociacion de las pruebas de laboratorio
entre los dos grupos frente a los analisis de las variables clinicas, se analizaron con la
prueba U de Mann Whitney y las variables categéricas mediante la prueba Fisher,

estos analisis estadisticos se realizaron mediante el programa Stata v12.0.
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5.6. CONSIDERACIONES ETICO-LEGALES

Todas las consideraciones ético-legales como: la confidencialidad, la
participacion voluntaria, deberes, derechos, riesgos, beneficios y publicaciéon de
resultados, se encuentran en el consentimiento informado (Anexo 1). En todos los
casos, el documento de consentimiento informado lleva la firma y direccién de un
testigo, generalmente un familiar del participante (Ministerio de Salud, 1993). Esta
propuesta ha sido evaluada y aprobada por el Comité de ética de la Vicerrectoria de
Investigaciones de la Universidad del Cauca-Popayan (Anexo 3).

Al realizar la toma de muestras clinicas de cada paciente; agujas, tubos
vacutainer, algodones, servilletas, curas, guantes y material descartable, son
manejados de acuerdo con las normas de bioseguridad establecidas (Codigo Helsinki-
Cdbdigo Nuremberg resolucién 008430 de 1993, que rigen la ética en la investigacion
cientifica en Colombia) y en los protocolos establecidos en el Laboratorio de
Inmunologia en: Manual toma de Muestras (PM-FO-8.2-MN-1), Manual de limpieza,
desinfeccién y esterilizacion (PM-IS-8.2-MN-4) y en el manual de Manejo de residuos
de laboratorios (PM-1S-8.2-MN-5).

44



6. RESULTADOS

6.1. DESCRIPCION SOCIODEMOGRAFICA DE LA POBLACION

Los datos sociodemograficos se discriminan en la Tabla 4. En general para
todos los participantes (n=48) en este estudio, se encontrd que el género fue del 35.4%
(n=17) para masculino y del 64.6% (n=31) para femenino. La edad media y rango fue
de 45.5 (20-79) afos. El nivel de escolaridad fue predominantemente Universitario con
un 47.9% (n=23), seguida por la Segundaria y Técnica con 20.8% (n=10). En el estrato
social predomind la clase media con un 58.3%.
Para la procedencia se agruparon los municipios en categorias, asi:
a) Sin datos: el 6.2% (n=3).
b) Zona Popayan con la mayor frecuencia de 41.7% (n=20).
c) Zona Sur: Mercaderes, Argelia, Balboa, Patia, La Vega, Almaguer y Bolivar con
el 31.2% (n=15).
d) Zona Centro: Silvia, Tambo, La Sierra, Cajibio y El Rosario con el 8.3% (n=4).
e) Zona Norte: Santander de Quilichao con el 2.1% (n=1).
fy Otros: el 10.4% (n=5).
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Tabla 4. Descripcién de datos Sociodemograficos. Discriminacion de datos sociodemograficos

analizados para los grupos de Sospechosos y No Sospechosos de infeccién por HVH-6, obtenidos

a partir de la encuesta (Anexo 2.).

Sospechosos No Sospechosos
n=30 n(%) n=18 n(%)
GENERO Masculino 10 (20.83) 7 (14.58)
Femenino 20 (41.66) 11 (22.91)
EDAD MEDIA-RANGO 47.80 (21-79) 43.27 (20-77)
PROCEDENCIA Sin Dato 2(4.17) 1 (2.08)
Popayéan 12(25.00) 8 (16.67)
Sur 8 (16.67) 7 (14.57)
Centro 3 (6.25) 1(2.08)
Norte 0 (0.00) 1(2.08)
Otros 5(10.42) 0 (0.00)
ESCOLARIDAD Ninguna 0 (0.00) 1(2.08)
Primaria 4 (8.33) 0 (0.00)
Secundaria 8 (16.67) 2(4.17)
Técnica 7 (14.58) 3(6.25)
Universitaria 11 (22.92) 12 (25.00)
ESTRATO SOCIOECONOMICO 1y 2 (Bajo) 8 (16.67) 3(6.25)
3y 4 (Medio) 13 (27.08) 15 (31.25)
5y 6 (Alto) 9 (18.75) 0 (0.00)
ESTADO CIVIL Soltero 13 (27.08) 9 (18.75)
Casado 11 (22.92) 6 (12.50)
Unién Libre 4 (8.33) 1(2.08)
Otro 2(4.17) 2(4.17)
ICM* (KG/M2) Normal 17 (35.42) 8 (16.67)
Sobre peso
IObesidad 13 (27.08) 10 (20.83)

* |CM: indice de Masa Corporal
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6.2.VALIDACION DE LA TECNICA DE qPCR PARA HVH-6.

La validacion de la prueba de gPCR para HVH-6 se realiz6 usando la corrida
del kit para HVH-5 (Figura 6), debido a que este protocolo porta el fago de DNA (IC2)
para todas las muestras (control de extraccion e inhibicién) y cumplié los siguientes
criterios:

a) Los controles internos de amplificacion e inhibicién IC2, se detectaron en VIC
para el control negativo WOIIl y WOI (CT= 27,629 y 28,473) y en las muestras
tamizadas (n=48) (en la Figura 6 y 7 se presentan 3 ejemplos).

b) La curva de calibracion de los QS se detectdé en FAM, el CT para QS3 fue de
32,262 (debe estar entre 30 y 35 ciclos), el software del equipo trazé la curva
de calibracion (Figura 8) y el umbral o threshold fue 42.178.798.

c) El control de sensibilidad CS de la prueba estuvo dentro de los rangos
referenciados en el Kit (366 copias/ml).

d) El control negativo RO (agua grado PCR), no amplific6 para DNA de HVH-5
(INDETECTABLE).

e) El“Slope” fue de: -3.772 (rango -3.917<Slope<-3.103).

Estos mismos parametros se tuvieron en cuenta para validar los datos
generados para qPCR de HVH-6 (Figura 12) y HVH-7.
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Block Type+A1:N28

Chemistry
Experiment File Name
Experiment Name
Experiment Run End Time
Experiment Type
Instrument Name
Instrument Type

96-Well 0.2-mL Block

TAQMAN

D:\Users\Administrato\Desktop\CMV\CMV PROYID4477.eds
CMV PRUEBA
2018-01-27 12:29:40 PM PST
Standard Curve
Inmunologia
QuantStudio™ 3 System

Quantification Cycle Method Ct
User Name GIAG
Well | Sample | Target . R(superscrip Ct
Well Position | Name Name Reporter CT Ct Mean Quantity Y-Intercept t2) Slope Threshold
20 B8 WO Il [Target 1 FAM _|[Undetermined 47,986 0,998 -3,772 42.178,798
20 B8 WO Ill_|Target 2 VIC 27,629 27,629 5.501,841
91 H7 WO | |Target 1 FAM |Undetermined 47,986 0,998 -3,772 42.178,798
91 H7 WO | _|Target 2 VIC 28,473 28,473 5.501,841
31 C7 QS4 |Target 1 FAM 36,394 36,394 1.250,000| 47,986 0,998 -3,772 42.178,798
43 D7 QS4  |Target 2 VIC |Undetermined 5.501,841
43 D7 QS3 |Target 1 FAM 32,261 32,261 12.500,000| 47,986 0,998 -3,772 42.178,798
43 D7 QS3  |Target 2 VIC |Undetermined 5.501,841
55 E7 QS2 |Target 1 FAM 29,043 29,043 125.000,000{ 47,986 0,998 -3,772 42.178,798
55 E7 QS2 |Target 2 VIC |Undetermined 5.501,841
67 F7 QS1 |Target 1 FAM 24,893 24,893| 1.250.000,000| 47,986 0,998 -3,772 42.178,798
67 F7 QS1 |Target 2 VIC Undetermined 5.501,841
79 G7 Cs Target 1 FAM 38,313 38,313 366,923| 47,986 0,998 -3,772 42.178,798
79 G7 CS  [Target 2 VIC _|Undetermined 5.501,841
8 A8 RO Target 1 FAM _|Undetermined 47,986 0,998 -3,772 42.178,798
8 A8 RO |Target 2 VIC |Undetermined 5.501,841
1 Al 001 |Target 1 FAM _ |Undetermined 47,986 0,998 -3,772 42.178,798
1 Al 001 Target 2 VIC 30,778 30,778 5.501,841
2 A2 010 |Target 1 FAM _|Undetermined 47,986 0,998 -3,772 42.178,798
2 A2 010 Target 2 VIC 29,989 29,989 5.501,841
& A3 021 |Target 1 FAM _|Undetermined 47,986 0,998 -3,772 42.178,798
3 A3 021 Target 2 VIC 29,211 29,211 5.501,841
Figura 6. Datos experimentales de qPCR para HVH-5. Imagen generada por el equipo de

gPCR para HVH-5, mediante el programa de andlisis QuantStudio™ Desing & Analysis v1.4, en
el que se observan los resultados obtenidos para los controles negativos WO, la curva de
calibracion QS4/QS3/QS2/QS1, el control de sensibilidad CS, control negativo de amplificacion
RO y tres muestras de pacientes A1/A2/A3.
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Block Ty 96-Well 0.2-mL Block

Chemistry

Experiment File Name

Experiment Name

Experiment Run End Time

Experiment Type
Instrument Name
Instrument Type

TAQMAN

D:\Users\Administrator\Desktop\HHV 6\lorena.eds

HHV6 PROGRAMA

2018-01-27 08:44:08 AM PST

Standard Curve
Inmunologia

QuantStudio™ 3 System

Quantification Cycle Method Ct
User Name GIAG
Well | Sample [Target : Y- R(supers Ct
Weell Position| Name [Name REROUEEIET Quautity Intercep| cript 2) SIopE Threshold
8 A8 WO Il |Target 1 FAM _ [Undetermined 44,094 | 0,998 | -3,727 [ 11.750,298
8 A8 WO Il |Target 2 VIC 31,790 11.750,298
91 H7 WO | |Target 1 FAM _ [Undetermined 44,094 | 0,998 | -3,727 [ 11.750,298
91 H7 WO | |Target 2 VIC 29,109 11.750,298
31 C7 QS4  |Target 1 FAM 32,677| 1.250,000 44,094 | 0,998 | -3,727 [ 11.750,298
31 C7 QS4 |Target 2 VIC  |Undetermined 11.750,298
43 D7 QS3 |Target 1 FAM 28,531 12.500,000 | 44,094 [ 0,998 | -3,727 | 11.750,298
43 D7 QS3 |Target 2 VIC |Undetermined 11.750,298
55 E7 QS2 |Target 1 FAM 25,306 125.000,000 | 44,094 [ 0,998 | -3,727 | 11.750,298
55 E7 QS2 |Target 2 VIC  |Undetermined 11.750,298
67 F7 QS1 |Target 1 FAM 21,328]1.250.000,000 | 44,094 [ 0,998 | -3,727 | 11.750,298
67 F7 QS1 |Target 2 VIC  |Undetermined 11.750,298
79 G7 SC__ [Target 1 FAM 33,967 521,125 44,094 | 0,998 | -3,727 [ 11.750,298
79 G7 SC Target 2 VIC Undetermined 11.750,298
20 B8 RO |Target 1 FAM _ [Undetermined 44,094 | 0,998 | -3,727 [ 11.750,298
20 B8 RO Target 2 VIC Undetermined 11.750,298
6 A6 46 Target 1 FAM 44,535 0,761 44,094 | 0,998 | -3,727 [ 11.750,298
6 A6 46 Target 2 VIC Undetermined 11.750,298
16 B4 31 Target 1 FAM 40,347 10,121 44,094 | 0,998 | -3,727 [ 11.750,298
16 B4 31 Target 2 VIC |Undetermined 11.750,298
90 H6 53 Target 1 FAM 29,109 10.484,973 | 44,094 [ 0,998 | -3,727 | 11.750,298
90 H6 53 Target 2 VIC  |Undetermined 11.750,298

Figura 7. Datos experimentales de qPCR para HVH-6. Imagen generada por el equipo de
gPCR para HVH-6, mediante el programa de analisis QuantStudio™ Desing & Analysis v1.4,
en el que se observan los datos obtenidos para los controles negativos WO, la curva de
calibracion QS4/QS3/QS2/QS1, el control de sensibilidad CS, control negativo de amplificacion
RO, para validar los datos de tres muestras de pacientes positivas A6/B4/H6.
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Figura 8. Curvas de calibracion. La imgen muestra dos curvas de calibracion generadas
por el programa de analisis QuantStudio™ Desing & Analysis v1.4. La primera curva
corresponde al qPCR de HVH-5 y la segunda curva a HVH-6, necesarias para la validacién
y cuantificacién de técnica.
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6.3. RESULTADOS DE gPCR.

La carga viral por gPCR se evalu6 en todas las muestras incluidas en este
estudio (n=48) para la deteccion de ADN de HVH-6 y HVH-5 (CMV), mientras que para
HVH-7 se efectué en n=24 de las muestras que fueron escogidas al azar por ser esta
la capacidad del kit comercial de ARgene para HVH-7 (Figura 9). Las muestras que
amplificaron ADN tanto para HVH-6, HVH-5 y HVH-7 fueron 11 (23%) entre los grupos,
siendo 9 positivas en el grupo de los sospechosos y 2 en el grupo de los No
sospechosos, es de aclarar que ninguna muestra amplificd para més de un virus a la

vez.
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Figura 9. Resultados de qPCR para HVH-6/5/7. La figura muestra en el eje Y los resultados
positivos de la carga viral por gPCR para HVH5/6/7 en numero de copias virales de ADN por
ml de suero y en el eje X los grupos analizados: Sospechosos y No Sospechosos de
infeccion por HVH-6/5/7. No hubo significancia estadistica (p<0.005). Los datos fueron
comparados por el método de U de Mann Whitney.

6.3.1. Resultados qPCR para ADN de HVH-6. La amplificacion del ADN viral
de HVH-6 fue positiva en 8 de 48 muestras tamizadas (Figura 10), de las
cuales el 12.5% (n=6) corresponden al grupo de Sospechosos con un valor
medio de 357.335 de copias de ADN viral/ml (minimo: 761 y maximo:
10.484.973) y el 4.17% (n=2) pertenecen al grupo de No Sospechosos,
con valores medios de 111.523 (minimo 7.032 y maximo: 2.000.398)
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copias de ADN viral/ml. No se observé significancia estadistica (p=0.424)

al comparar los resultados positivos entre los dos grupos analizados.
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Figura 10. Resultados de qPCR para HVH-6. La figura muestra en el eje Y los positivos de
la carga viral por gPCR para HVH-6 en nimero de copias virales de ADN por ml de suero y
en el eje X los dos grupos analizados: Sospechosos y No Sospechosos de infeccion por
HVH-6. No hubo significancia estadistica (p<0.005). Los datos fueron comparados por el
método de U de Mann Whitney.

6.3.2.

6.3.3.

Resultados qPCR para ADN de HVH-5/CMV. La carga viral de HVH-5
(CMV) dio positivo en el 4.17% (n=2), los dos corresponden al grupo de
Sospechosos, con una media de 2.962 copias de ADN viral/ml y un rango
gue oscilo entre indetectable (menos de 10 copias/ml) y 87.538 copias/ml
de ADN viral. No hubo significancia estadistica (p=0.263) al comparar los

resultados positivos entre los dos grupos analizados.

Resultados qPCR para ADN de HVH-7. El analisis de la carga viral de
HVH-7 se realizo en 24 muestras de participantes seleccionados al azar,
se obtuvo una muestra positiva en el grupo de los Sospechosos que
equivale al 4.17% (n=1), con un valor de 40.625 copias/ml de ADN viral.
No hubo significancia estadistica (p=0.648) al comparar los resultados

positivos entre los dos grupos analizados.
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6.4.

RESULTADOS DE ELISA IgG PARA HVH-6.

Los anticuerpos por el método de ELISA IgG para HVH-6 (Abnova),
fueron positivos en el 85.5% (n=48) de los participantes. En el grupo de los
Sospechosos fue positivo en el 86.7% (n=26) y negativo en el 13.3% (n=4), con
valores medios y rangos de 315 (7-556) Ul/ml. En los No Sospechosos fue
positivo en el 83.3% (n=15) y negativo 16.6% (n=3), con valores medios y
rangos de 257 (9-567) Ul/ml (Figura 11), observandose titulos mas altos en el
grupo de los Sospechosos sin presentar significancia estadistica (p=0.751). El
valor de referencia Positivo es mayor a 110 Ul/ml y Negativo para valores

menores a 90 Ul/ml.
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Figura 11. Resultados de IgG para HVH-6. La figura muestra la distribucion de los resultados
de la técnica de ELISA para IgG de HVH-6 en los dos grupos analizados, sospechosos y no
sospechosos. La doble linea indica el punto de corte que corresponde a 90-110 Ul/ml. En la
parte superior los positivos (85.5%) y en la inferior los negativos (14.5%). No hubo significancia
estadistica (p<0.005). Los datos fueron comparados por el método de U de Mann Whitney.
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6.5.

RESULTADOS DEL TEST DE TZANCK.

Los cambios observados en las muestras analizadas positivas incluyen:
células gigantes con nucleos megaloblasticos y/o binucleados, con cromatinas
desplazadas y condensadas (Figura 12). En TT fue positivo 30% (n=9)
Sospechosos, dando una significancia estadistica mediante analisis de Fisher
(p=0.042), al ser comparado con el grupo de No Sospechosos para los cuales

el TT arrojo resultados negativos 0% (n=0) en su totalidad.

Figura 12. Test de Tzanck. Se observan imagenes de células gigantes binucleadas y
multinucleadas, nicleos con cambios megaloblasticos y cromatinas desplazadas, en frotis de
sedimento urinario de pacientes seropositivos y con sospechosa clinica de infeccion por HVH-
6 (Lente 100X), analizados en el Laboratorio de Inmunologia de la Universidad del Cauca.
Fuente propia del autor.
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6.6. CLASIFICACION DE MANIFESTACIONES CLINICAS DE HVH-6

Se tuvieron en cuenta las manifestaciones clinicas presentadas en los ultimos
seis meses (tiempo estimado para que se genere la reactivacion del HVH-6). Los
resultados se presentan en la Tabla 4, donde las manifestaciones clinicas fueron
agrupadas en cuatro categorias asi:

A. Sintomas generales: Fiebre, dolor de cabeza, dolor de garganta, resequedad
oral, ulceras en la boca, vomito, diarrea, pérdida de apetito, pérdida de peso.

B. Sintomas neuroldgicos: Depresion, decaimiento, perdida de la memoria,
perdida de la concentracion, fotofobia, irritacion ocular.

C. Sintomas de fatiga crénica: Dolor en los nddulos linfaticos, dolor fibromuscular,
dolor poliarticular, suefio alterado, suefio no rapador, malestar post-esfuerzo.

D. Sintomas dermatolégicos: Exantema, roséola, vesiculas, papulas, puntos rubi,
liguen plano, sensaciones extrafias en piel, hinchazén, equimosis,
hipergueratosis, lesiones sebaceas, hiper e hipo pigmentacion, prurito y lunares

de carne.

6.7. PRESENCIA DE MANIFESTACIONES CLINICAS DE HVH-6

Las manifestaciones clinicas tamizadas en el grupo de Sospechosos de
infeccién por HVH-6 se presentan en la Tabla 5. Se observé la presencia de sintomas
Generales en el 83% (n=25), con predomino de cefalea en el 63% (n=19) e hiporexia
(pérdida del apetito) en el 56.7% (n=17). Las manifestaciones Neurologicas estaban
presentes en el 96.6% (n=29), el porcentaje que mayor se present6 fue el decaimiento
con un 73.3% (n=22), perdida de la memoria del 70% (n=19) y perdida de la
concentracion del 60% (n=18). Las manifestaciones de Fatiga Cronica se presentaron
en el 93.3% (n=28), con mayor frecuencia se observo el suefio no reparador en un
73.3% (n=22), dolor fioromuscular en un 70% (n=21) y el malestar poliarticular en un
63.3% (n=19). Los sintomas Dermatoldgicos estuvieron presentes en el 86.6% (n=26),
la mayor presencia fue de vesiculas-maculas-papulas con un 53.3% (n=16), el
exantema, puntos rubi-lunares de carne en el 33.3% (n=19).

55



Tabla 5. Presencia de manifestaciones Clinicas. Se reporta el porcentaje de

signos y sintomas observados en los Sospechosos de infeccion por HVH-6.

SINTOMAS Presencia Ausencia
n(%) n(%)

GENERALES Fiebre 10 (33,33) 20 (66,67)
Cefalea 19 (63,33) 11 (36,67)

Dolor de Garganta 11 (36,67) 19 (63,33)

Xerostomia 9 (30.00) 21 (70.00)

Ulceras/Boca 6 (20.00) 24 (80.00)

Vomitos 7 (23,33) 23 (76,67)

Diarrea 11 (36,67) 19 (63,33)

Hiporexia 17 (56,67) 13 (43,33)

Pérdida de peso 14 (46,67) 16 (53,33)

NEUROLOGICOS Depresion 17 (56,70) 13 (43,30)
Decaimiento 22 (73,30) 8 (26,70)

Perdida/memoria 21 (70.00) 9 (30.00)

Perdida/concentracion 18 (60.00) 12 (40.00)

Fotofobia 7 (23,33) 23 (76,67)

Irritacién ocular 9 (30.00) 21 (70.00)

Sensaciones extrafas en piel 15 (50.00) 15 (50.00)

FATIGA CRONICA Linfadenitis cervical 7 (23,33) 23 (76,67)
Linfadenitis axilar 9 (30.00) 21 (70.00)

Dolor fibromuscular 21 (70.00) 30 (30.00)

Dolor Poliarticular 19 (63,33) 11 (36,67)

Suefio no reparador 22 (73,33) 8 (26,67)

Malestar post esfuerzo 16 (53,30) 14 (46,70)

DERMATOLOGICOS Exantema 10 (33,33) 20 (66,67)
Roseola 5(16,67) 25 (83,33)
Vesiculas-Méaculas-Papulas 16 (53,33) 14 (46,66)

Puntos Rubi-Lunares de Carne 10 (33,33) 20 (66,67)

Liquen Plano 15 (50.00) 15 (50.00)

Hinchazon 8 (26,67) 22 (73,33)

Equimosis 1(3,33) 29 (96,67)

Hiperqueratosis 1(3,33) 29 (96,67)

Lesiones sebaceas 1(3,33) 29 (96,67)

Hiper pigmentacion 6 (20.00) 24 (80.00)

Hipo pigmentacion 3(10.00) 27 (90.00)

Prurito 4 (13,33) 26 (86,67)
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6.8. ASOCIACION DE VARIABLES DE LABORATORIO Y DE
MANIFESTACIONES CLINICAS.

Al analizar los resultados de las muestras positivas para TT se observo que
todas fueron positivas (100%) para la IgG de HVH-6 por ELISA (media: 355 Ul/ml), y
adicionalmente tres de estas muestras positivas para TT (33.3%) fueron
simultdneamente positivas para qPCR de HVH-6 con 97.307, 10.121 y 10.484.973
copias/ml de ADN viral y una para gPCR de HVH-7 con 40.675 copias/ml de ADN viral.
Presentando significancia estadistica (P=0.027).

Al confrontar las muestras que fueron positivas para gPCR de HVH-6 (n=8) en
el grupo de los Sospechosos con los anticuerpos IgG por ELISA de HVH-6, se encontré
que el 87.5% fueron positivas para ambas pruebas, solamente un paciente fue
negativo (12.5%) para la 1gG, el cual presento una carga viral de 10.121 copias/ml de
ADN para HVH-6.

Se cruzaron los datos obtenidos de las pruebas de qPCR para HVH-6/5/7,
ELISA IgG para HVH-6 y TT, con las diferentes manifestaciones clinicas (Tabla 6), se
observé que hubo asociacidén estadisticamente significativa entre algunos sintomas
clinicos y las pruebas de laboratorio mediante analisis Fisher (P<0.05). Entre las
asociaciones positivas sobresalen:

a) La gPCR de HVH-6 con: vomito, dado que 4 de 6 Sintomaticos positivos

para la carga viral de HVH-6 exhibieron esta manifestacion clinica, al igual
que los puntos Rubi/lunares que estaban presentes en 5 de los 6
Sintomaticos qPCR+. Para la gPCR de HVH-6/5/7 la asociacion fue con
linfadenitis axilar y malestar pos esfuerzo.

b) El ELISA IgG para HVH-6 positivo y el malestar post esfuerzo estaban

presenten en 16 de 26 Sintomaticos.

c) Para el TT fueron la cefalea y la depresion, presentando una asociacion

negativa, lo que significa que estos sintomas son independientes de la

positividad o negatividad de la prueba.
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Tabla 6. Asociacién de pruebas de laboratorio con manifestaciones clinicas. Se
observa el cruce de las pruebas de laboratorio realizadas para HVH-6 con las
manifestaciones clinicas presentadas. Resultado de significancias con la prueba de

Fisher.
SINTOMAS gqPCR HVHG6 aPCR ELISA TZANCK
HVH6/5/7
GENERALES
Fiebre 0.372 1.000 0.272 0.675
Cefalea 1.000 0.225 0.611 0.042*
Dolor de garganta 0.372 1.000 1.000 1.000
Ulcera 0.571 1.000 1.000 0.637
Vémito 0.016* 0.153 0.548 1.000
Diarrea 0.156 0.687 1.000 1.000
Hiporexia 1.000 0.443 0.113 0.443
Pérdida de peso 1.000 1.000 0.315 1.000
NEUROLOGICOS
Depresioén 0.360 0.123 1.000 0.049*
Decaimiento 0.645 0.195 0.284 0.643
Pérdida/memoria 0.637 1.000 1.000 0.666
Pérdida/concentracion 0.660 0.418 0.632 0.678
Fotofobia 0.290 0.393 1.000 0.143
Irritacion ocular 0.329 0.389 0.563 1.000
Sensacion Extrafia en Piel 1.000 1.000 1.000 0.682
FATIGA CRONICA
Linfadenitis cervical 0.290 0.071 1.000 1.000
Linfadenitis Axilar 0.141 0.029* 1.000 0.681
Dolor Fibromuscular 0.637 0.681 1.000 1.000
Dolor Poliarticular 1.000 1.000 0.611 0.225
Suefio No Reparador 1.000 1.000 0.550 0.195
Males post-esfuerzo 0.378 0.046* 0.037* 0.236
DERMATOLOGICOS
Exantema 1.000 1.000 1.000 1.000
Roseola 1.000 1.000 1.000 1.000
Vesiculas, Papulas, Maculas 1.000 0.440 1.000 0.694
Estrias 0.637 0.210 0.563 0.210
Puntos Rubi y Lunares 0.009* 0.115 0.584 0.115
Liquen Plano 1.000 1.000 1.000 1.000
Hinchazoén 1.000 1.000 1.000 0.374
Equimosis 1.000 1.000 1.000 1.000
Lesiones sebaceas 0.200 0.300 1.000 1.000
HiperpigmentPacion 0.571 0.329 1.000 0.329
hipopigmentacion 0.501 1.000 0.360 1.000
Prurito 0.169 0.563 0.454 1.000

*Test de Fisher. p<0.005
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7. DISCUSION

El HVH-6 es conocido por causar diferentes patologias en los seres humanos,
por lo que cobra importancia un diagnoéstico oportuno y eficaz. Existen métodos de
diagnosticos para su identificacion y cuantificacion, sobresalen los que detectan
Antigenos (cultivos celulares e IF), los que determinan la produccién de anticuerpos
(ELISAS, IFI, WB) y los métodos moleculares que identifican, confirman y cuantifican
la presencia del genoma de HVH-6 (QPCR, PCR-RT y dPCR) (Karlsson et al., 2012;
Tomés Pumarola Suié, 2002; Yip et al., 2017). Estos métodos diagnésticos se
consideran faciles, rapidos y econdmicos de realizar en cualquier laboratorio. En este
estudio se realizaron las pruebas de gPCR para HVH-6, HVH-5 y HVH-7, ELISA 1gG
HVH-6 y Test de Tzanck, para que queden implementadas y disponibles en la region.
Adicionalmente, permitan una mayor correlacion entre las manifestaciones clinicas de
los pacientes con los resultados de laboratorio.

La validacion de la prueba de qPCR para ADN de HVH-6 cumplié todos los
parametros establecidos en el inserto del kit usado en este estudio de la marca ARgene
(curva de calibracion, los controles internos de extraccion e inhibicion, control negativo
y control de sensibilidad). Llama la atencién que este kit identifica simultaneamente
HVH6/5/7/8, y que los controles de extraccion e inhibicibn de las muestras
desconocidas se amplificaban con los reactivos de HVH-5, por lo que se debe realizar
la qPCR de HVH-6 simultdneamente y usando la misma muestra extraida para su
montaje. En el futuro este método de gPCR se deberé realizar con un kit especifico
solo para HVH-6, que lo identifique en forma separada de los otros herpes virus HVH-
5/7/8 y preferiblemente que se clasifiquen los serotipos en HVH-6A y HVH-6B, para
una mejor correlacion clinico-laboratorio, ya que qPCR puede identificar y distinguir
con precision entre las especies A y B de HVH-6 (Geraldin A Dominguez, 1999). Se
conocen sus diferencias serologicas, epidemiologicas, Yy gendmicas, mas
recientemente se han diferenciado sus implicaciones clinicas, como por ejemplo que
la cepa de HVH-6B se asocia mayormente con roseola infantum o rosacea, convulsion
febril y epilepsia en nifios y rechazo de 6rganos en trasplantados, mientras que el

HVH-6A se asocia con enfermedades crénicas en los adultos como EM, encefalitis y
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sindrome de fatiga cronica (Ablashi et al., 2014; H. Agut, Bonnafous, & Gautheret-
Dejean, 2017; Collin & Flamand, 2017; Hansen, Bundgaard, Biltoft, Rossen, &
Hollsberg, 2017; Sotzny, 2018).

En este estudio se detectd una positividad del 12.5% para ADN de HVH-6 en el
grupo de los Sospechosos, un porcentaje bajo a lo esperado en estos pacientes con
multiples manifestaciones clinicas, indicando que los niveles altos de ADN viral se
podrian encontrar en los 6rganos afectados y no en circulacion sanguinea, lo que
podria explicarse por el tipo de muestra utilizado, ya que no se procesaron biopsias de
piel u otro érgano, LCR u orina (J. A. Hill et al., 2016; Lou, Wu, Cai, Wu, & Shang,
2011; Yip et al., 2017). Por tanto, se puede deducir que un resultado negativo en suero
o plasma no descarta una infeccién activa del HVH-6 o de los otros herpesvirus en un
organo o tejido blanco, por ejemplo: utero, cerebro, tiroides, higado y piel (HVH-6
FOUNDATION, 2018).

Otro aspecto a tener en cuenta es el tipo de reactivos utilizados en el montaje
de la técnica (el Kit de la marca ARgene fue importado de Estados Unidos), es muy
importantes el tipo de cebadores o iniciadores (Tabla 2), ya que la seleccién debe
hacerse buscando la identificacibn de secuencias mas especificas y estables del
genoma del HVH-6 a amplificar debido a su alta capacidad de mutacion y teniendo en
cuenta los serotipos HVH-6A y HVH-6B que circulan en cada region (Collin & Flamand,
2017; Dharam A, 2014; Engdahl, 2016), ya que presentan diferente distribucién en los
tejidos humanos, esto se ha evidenciado por que los dos virus difieren en su
prevalencia en regiones geogréficas separadas, datos que son desconocidos para esta
areay la no discriminacion entre HVH-6A Y HVH-6B podria ser una limitante para este
estudio, por lo que se sugiere realizar estudios posteriores de identificacion y
secuenciacion del HVH-6 con cepas virales propias de esta region.

En el grupo de personas sin sintomas o0 No Sospechosos de infeccion por HVH-
6 la positividad de la gPCR fue del 4% (Figura 10), aspecto que puede asociarse a
gue algunas personas no sintomaticas exhiben ocasionalmente bajas cargas virales
de ADN de HVH-6, dato asociado a la alta prevalencia del virus reportada a nivel
mundial (hasta 100% en poblacion adulta) y a las personas que son portadores icHVH-
6 (Okuno et al., 1989; Pantry & Medveczky, 2017; Per, 2017; Telford, Navarro, &
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Santpere, 2018). Adicionalmente, icHVH-6 cursa con una infeccion persistente de bajo
nivel en los tejidos, al estar presente en cada célula nucleada hospedera, afectando la
cuantificacion de ADN por técnicas de gPCR. Incluso, en la amplificacién en muestras
de sangre total, las "cargas" de ADN de ciHVH-6 pueden ser significativamente mas
altas (>1x10° copias/ml), que en los nifios con viremias por infecciones primarias por
HVH-6. (Tamae Ohyea, 2016; Tweedy et al., 2016).

Los resultados de laboratorio clinico obtenidos para la prueba IgG de HVH-6
por la técnica de ELISA (Figura 11) en todos los participantes, arrojo un porcentaje de
positividad del 85%, que se correlaciona bien con lo reportado en la literatura (70-
100%) (H Agut et al., 2015; Baillargeon et al., 2000). Este dato es nuevo para el
Departamento del Cauca, ya que no existen reportes al respecto. Es conocido que la
técnica de ELISA puede presentar reactividad cruzada de anticuerpos entre los
distintos miembros de la familia betaherpesvirus (CMV, HVH-6, HVH-7), por tal motivo
se recomienda para este tipo de estudios realizar pruebas que sean mas sensibles y
especificas, que eviten los falsos positivos. Ademas, para poder interpretar la
presencia de IgM e IgG de HVH-6 frente a las manifestaciones clinicas, se requiere de
un mayor conocimiento de la respuesta inmune humoral contra este virus en las
diferentes etapas de su patologia (infeccién primaria, latencia, reactivaciéon e ciHVH-6)
(H Agut et al., 2015). Por tanto, las principales indicaciones para los analisis
serologicos siguen siendo actualmente el diagnéstico de infeccion primaria, la
identificacion de sujetos con/sin HVH-6 y su uso en estudios de seroprevalencia, con
la desventaja de que el ELISA no diferencia entre HVH-6A y HVH-6B. No obstante,
titulos elevados de anticuerpos anti IgG de HVH-6 se correlacionan bien con infeccion
aguda o reactivacion cronica de este virus. (Gutierrez J., 1997; Tomas Pumarola Sufié,
2002). Este aspecto se evidencio en 5 de los Sospechosos, los cuales presentaron la
gPCR positiva para HVH-6 y a la vez titulos altos de la IgG contra HVH-6 (>400 Ul/ml).

Analizando los resultados obtenidos en la técnica de ELISA versus la gPCR de
HVH-6 en el grupo de los Sospechosos, se encontrd que un paciente fue negativo (48
AU/ml) para IgG de HVH-6, y su carga viral de ADN fue positiva (10,121 copias/ml), al
revisar los datos clinicos se evidencio que el paciente recibio un afio antes tratamiento

con “Ciclosporina A”. Revisando en el vademécum farmaceéutico las acciones de la
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ciclosporina A, encontramos que es un medicamento conocido por presentar
propiedades supresoras de las células del sistema inmune principalmente los linfocitos
Ty B, al afectarse las células B se disminuye la produccion de anticuerpos lo explicaria

este hallazgo. (http://www.igb.es/cbasicas/farma /farma04/c051.htm)

El Test de Tzanck fue la técnica que dio significancia estadistica entre los
Sospechosos y No Sospechosos y también al asociarla con las manifestaciones
clinicas como cefalea y depresion (p<0.042), esta es una técnica de primera
generacion con una sensibilidad aproximada del 70% vy facil de realizar en cualquier
laboratorio. Los resultados del TT sumado a los del ELISA de IgG anti HVH-6,
corrobora que contintan siendo técnicas de primera opcion en nuestro medio para el
tamizaje en el diagnéstico de HVH-6, puesto que son economicas y faciles de realizar.
No obstante, este método no permite identificar directamente la infeccion para el HVH-
6, por lo que se hace necesario integrarla con la g°PCR de HVH-6. Estos podran ser
implementados como pruebas diagndsticas de rutina para toda clase de patologias
infecciosas asociada al HVH-6, apoyando al diagndéstico clinico de una forma mas
eficaz y confiable.

Clinicamente se clasificaron los signos y sintomas para HVH-6 en cuatro grupos
asi: Generales (83%), Neuroldgicos (97%), Fatiga Cronica (93%) y Dermatoldgicos
(87%), siendo mas evidentes en la poblacion del Departamento del Cauca las
manifestaciones de tipo neurolégico y de fatiga cronica (Tabla 5), motivo frecuente de
consulta médica en la Fundacion Julio Klinger en el Departamento del Cauca (Julio C.
Klinger, 2005; Sotzny, 2018). Al cruzar los datos obtenidos en las pruebas de
laboratorio con las manifestaciones clinicas, se encontrd que algunos de los sintomas
tenian asociacion significativa (Tabla 6), entre las que sobresalen sintomas como
linfadenitis axilar, malestar post esfuerzo, puntos Rubi, vomito, cefalea y depresion.
Debido que el virus presenta tropismo por diferentes tejidos, se presenta diversidad en
manifestaciones clinicas.

Una de las intenciones de este estudio era poder encontrar una posible
asociacion entre las manifestaciones clinicas y la positividad del HVH-6 mediante la
técnica de gPCR, para asi establecer un posible perfil clinico de la enfermedad
provocado por HVH-6. No obstante, debido a la baja positividad de la prueba entre los
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Sospechosos, esto hace plantear la necesidad de la blusqueda de la infeccion en los
tejidos especificos y no solamente en sangre periférica. Adicionalmente, se observo
gue la gran mayoria de los pacientes aqui presentados como Sospechosos recibieron
tratamiento con Valaciclovir y presentaron mejoria de sus sintomas. Lo que hace
suponer que el HVH-6 u otro de los Betaherpesvirus fuera el causante de la
enfermedad.

Se espera, que estos datos presentados, contribuyan a un mejor entendimiento
de las patologias causadas por el HVH-6 y por los otros herpesvirus, aportando al
conocimiento del personal del area de la salud y motive a un diagndstico oportuno y
eficaz (H. Agut et al., 2017; Collin & Flamand, 2017; Szabd, 2017; Yamanishi et al.,
1988).

8. CONCLUSIONES

8.1. Por medio de este estudio, queda implementada la técnica de qPCR de
HVH-6/5/7/8, para ser puesta al servicio del cuerpo médico y de la comunidad en
general, a nivel regional y nacional. Aln queda mucho por conocer acerca de HVH-6
y de los demas Bethaherpesvirus, como los mecanismos de integracion cromosomica,
causas de reactivacion, de latencia, mecanismo de produccion de enfermedad y los
posibles blancos terapéuticos, dejando las puertas abiertas a la investigacion en este
tema (Gallo, 2006).

8.2. El kit comercial ARgene, cuenta con un protocolo de montaje que tiene un
alto grado de complejidad en el momento de la adaptacion del protocolo al equipo
utilizado QuantStudio 3. Por lo que se concluye que qPCR a pesar de ser una técnica
“facil, rapida, sensible y especifica”, tiene una complejidad mayor y necesita personal
entrenado en el area de la biologia molecular, ademas se debe continuar con estudios

de estandarizacion, validacion y secuenciacién del HVH-6.
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8.3. En este trabajo se logré identificar los sintomas clinicos mas relevantes
para diagnoéstico diferencial de HVH-6 en el Departamento del Cauca, clasificandolos
en generales, neuroldgicos, dermatoldgicos y de fatiga cronica. Esperamos que esto
ayude a los clinicos a identificar pertinentemente esta patologia y a ofrecer un

diagndstico y tratamiento oportuno a los afectados por HVH-6.

9. RECOMENDACIONES

9.1. El tamafio de muestra se debe incrementar para futuras
investigaciones, esto permitirA obtener una asociacion estadistica con mayor
fuerza en el estudio, al correlacionar las cargas virales para HVH-6 con las

manifestaciones clinicas y que los resultados sean mas concluyentes.

9.2. Continuar con estudios de casos y controles o de cohortes, en los
cuales se pueda hacer seguimiento mediante la carga viral para diagndstico,

tratamiento y seguimiento de los pacientes.

9.3. Se sugiere para préximos estudios tener en cuenta otros insumos
0 marcas de reactivos para mejorar la estandarizacion de la técnica, la sensibilidad
y la especificidad, y conjuntamente trabajar otro tipo de muestras como biopsias,

sangre total, LCR y orina.

9.4. Complementar con técnicas de Inmunofluorescencia, PCR de
transcriptasa reversa y secuenciacion para diferenciar los dos serotipos HVH-6A 'y
HVH-6B y simultAneamente diferenciarlo del HVH-5 y HVH-7 con quienes

comparte similitud a nivel genético, epidemiolégico y de manifestaciones clinicas.
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11. ANEXOS

Anexo 1. FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Investigadores:

Esp. Gloria Inés Avila (Estudiante de Maestria)

Dr. Julio César Klinger (Director Investigacion)

Dra. Rosa Amalia Duefias Cuellar (Coinvestigadora)
Dra. Victoria Eugenia Nifio (Coinvestigadora)

PACIENTES

Estan invitados a participar en este proyecto de investigacion

60 hombres o mujeres mayores de 18 afios residentes permanentes del Departamento del
Cauca, 30 que presenten signos de alteraciones dermatolégicas, neuroldgicas y fatiga crénica
y 30 controles sanos.

Este formato de consentimiento contiene dos partes:
a) Hoja de informacién (para compartir informacion sobre el estudio con usted)
b) Certificado de consentimiento (para firmar si usted decide participar)

Se le dara una copia del consentimiento informado

Parte |: Hoja de Informacion

Introduccion

El herpes 6 es un virus que tiene la capacidad de infectar células de la sangre y manifestarse
a través de diferentes formas como: erupciones o manchas en la piel, dificultades en el
movimiento de extremidades, dolor generalizado, cansancio y alteraciones en el sistema
nervioso. Si no se trata adecuadamente, la enfermedad puede ocasionar graves molestias,
sentimiento de frustracion e incluso ser mortal.

Realizaremos una investigacion con las personas que presenten algunos de estos signos y
sintomas, les explicaremos en qué consiste el estudio y como pueden participar en el proyecto.
Si usted desea participar en la investigacion puede hacer preguntas en cualquier momento y
consultar con su familia 0 amigos antes de tomar la decision de formar parte del proyecto.

Propdésito de lainvestigacion
Queremos averiguar si las manifestaciones clinicas tipicas del herpes 6 coinciden con los
resultados obtenidos por medio de pruebas de laboratorio.

Seleccidén de los participantes

Usted esta cordialmente invitado a formar parte de este proyecto de investigacion por ser
mayor de 18 afios de edad, pertenecer a esta comunidad y por presentar algunos de las
manifestaciones antes mencionadas.
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Participacion voluntaria 'y Derecho a rehusar o aretirarse

Usted puede elegir voluntariamente si quiere ser parte del proyecto de investigacién o no. En
caso de no participar, ninguno de sus servicios de salud a nivel municipal y departamental se
vera afectado. Usted puede retirarse del estudio en cualquier momento si asi lo desea. En ese
caso, sus muestras seran descartadas.

Procedimientos del estudio:

Si usted presenta alguna de las manifestaciones tipicas del herpes 6 se le solicitara:

e Permitir que un médico especialista le realice una valoracion fisica, que podra incluir
algunas preguntas generales sobre usted, su familia y del lugar donde vive.

e Permitir toma de signos vitales.

e Permitir la recoleccibn de muestras de sangre, orina, esputo y/o piel (en caso de
presentar lesiones) por personal capacitado.

e Autorizar el almacenamiento del suero de su sangre en refrigeracién para futuras
investigaciones. Sus datos personales nunca seran revelados.

Le pediremos permiso de tomarle fotografias. Si usted lo autoriza, las fotografias serdn usadas
solamente para divulgacion cientifica y no seran usadas sin su consentimiento. Las fotografias
que identifiguen su rostro quedaran con un velo digital para que usted no pueda ser
identificado. Del mismo modo, datos explicitos de su vivienda como direccion o evidencia de
la via, calle o carrera no seran usadas en esta investigacion. Si usted no desea que se tomen
fotografias, esto no afectara su participacion en el proyecto. Los datos y resultados obtenidos
no seran usados para discriminacion étnica, social, politica, religiosa, econdémica ni de ninguna
indole.

Riesgos y molestias

La toma de la muestra de sangre no tiene ningun riesgo, usted sentira una molestia leve en el
momento de la extraccion;, en caso de necesitar muestra de piel esta se tomara
cuidadosamente mediante un raspado en el lugar de la lesion.

Beneficios

La muestra y la informacion dada por usted nos permitira detectar la presencia del virus en su
organismo a través de métodos cientificos avanzados. Los resultados le seran entregados
impresos, y de resultar positivos, usted podra llevarlos a su entidad prestadora de salud con
el fin de que le den un tratamiento mas especifico y combatir sus molestias.

Incentivos

Usted no recibira ningun incentivo de indole econdmico (no se le dara dinero) por participar en
el estudio, pero se le facilitard la recoleccion de la muestra en su propia casa o cerca de ella.
Los andlisis de sangre no tendrdn ningun costo y se le entregaran los sus resultados
personalmente. También sera informado oportunamente en caso de que necesite tratamiento
médico.
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Confidencialidad

A su informacion solo tendran acceso los miembros del grupo de investigacion quienes
desarrollaran este proyecto. La informacién serd guardada bajo llave en la oficina de
Investigacién en Inmunologia y Enfermedades Infecciosas de la Facultad de Ciencias de la
Salud de la Universidad del Cauca. Cuando sus datos sean registrados en computador, no
incluiremos su nombre sino un cédigo asignado para usted. Solo el equipo de investigacion
sabra cual es su cadigo unico. De este modo, podremos comunicarle si encontramos algo que
requiera atencion meédica. Cuando expliguemos nuestra investigacion a otras personas, solo
mostraremos cifras sin indicar personas, es decir, no usaremos su nombre o nada que permita
gque otras personas sepan quién es usted. Esta investigacion contiene los elementos éticos
que la ley y la doctrina exigen (cAdigo Helsinki-Codigo Nuremberg resolucion 008430 de 1993)
y que rigen la ética en la investigacién cientifica en Colombia.

Divulgacién de resultados

Una vez toda la informacion haya sido analizada, los resultados del estudio seran presentados
a la comunidad a través de una reunion y usted serd invitado a participar. También
escribiremos sobre nuestros resultados, de modo que otras personas alrededor del mundo
puedan aprender de esta investigacion.

¢A quién contactar?

Si tiene preguntas, las puede hacer ahora o luego. Se le dara una copia de este consentimiento
escrito. Sitiene preguntas adicionales, por favor contacte a: Dr. Julio César Klinger, Esp. Gloria
Inés Avila, Dra. Rosa Amalia Duefias Cuellar, o Diana Lorena Mora Obando en el Laboratorio
de Inmunologia y Enfermedades Infecciosas de la Facultad de Ciencias de la Salud de la
Universidad del Cauca. Carrera 6 N° 13N-50 de Popayan, sector de La Estancia. Tel: 8209875
0 82098 00 Ext. 2720.

Esta propuesta ha sido evaluada y aprobada por el Comité de ética de la Vicerrectoria de
Investigaciones de la Universidad del Cauca-Popayan. Contacto: Helder Mauricio Chacoén
Villota - Presidente (encargado) Comité de Etica para la Investigacion Cientifica, Teléfono
8209900 Ext. 2633.
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Parte Il: Certificado de consentimiento informado

PACIENTES

He sido invitado a participar en la investigacion sobre el virus herpes 6. Entiendo que se me
realizard un examen meédico y que se analizard una muestra de mi sangre. He leido y
comprendido la informacién anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera
satisfactoria. Se me ha explicado que mi nombre sera codificado para proteger mi identidad,
la confidencialidad de los datos y el derecho del anonimato.

Del mismo modo se me ha hecho conocer que los datos y resultados no seran usados para
ninguna discriminacion étnica, politica, social, religiosa, econdmica ni de ninguna indole y que
podré retirarme de la investigacion sin previo consentimiento ni con ningun tipo de detrimento
para mi. Se me ha explicado que los datos seran usados para andlisis y socializacion en forma
grupal y que no se hardn apreciaciones particulares que identifiqguen a ninguan tipo de
participante.

He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o
difundidos con fines cientificos. Convengo en patrticipar en este estudio de investigacion.

Caddigo

Fecha

Nombre legible del participante

Documento de identidad No.

Firma del participante

Si el participante no puede escribir: Huella digital

Testigos

He sido testigo de que se ley6 exactamente el formulario de consentimiento al participante
potencial, y él/ella ha tenido la oportunidad de hacer preguntas. Confirmo que el/la participante
ha dado consentimiento libremente.

Nombre Firma No. documento

Nombre legible del investigador
Firma del investigador
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Anexo 2. FORMATO DE ENCUESTA

INFORMACION DEL PACIENTE CODIGO:

Fecha Fecha y Lugar de nacimiento

Documento de identidad Edad (afios) Sexo
Grupo sanguineo _____ Afiliacién a salud Teléfono

Direccion de residencia actual

Correo electrénico

Ocupacion Estrato socioeconémico
Estado civil: Soltero Casado Union estable Otro
Escolaridad: Ninguna Primaria Secundaria Técnica Universitaria

ANTECEDENTES FAMILIARES:
Algun familiar cercano (padres, hermanos, tios, primos) ha sufrido alguna enfermedad:

[0 De la cabeza o los nervios. Si No Cual
0 Del corazén o presion alta. Si No Cuél
[ Del pulmén. Si No Cual

[1 Del estomago o intestino. Si No Cual
(1 De los rifiones. Si No Cual

00 Cancer. Si No Cuél

ANTECEDENTES PERSONALES:

Antecedente de Lactancia Materna Si No

¢ Ha estado hospitalizado, bajo tratamiento médico o le han realizado alguna cirugia?
¢ Cudl?

En el Ultimo mes, ha tomado algin medicamentoSi _ No__ Cual
Se ha realizado prueba paraVIHSi ___ No

Ha presentado alguno de los siguientes problemas de salud:

[0 Cancer. Si No

(1 Diabetes. Si No

O Hipertension. Si No

[0 Hipotiroidismo. Si No

[1 Alergias. Si No A qué es alérgico

[J Trastornos mentales. Si No Cual

[1 Mareos, desmayos o convulsiones Si No

[0 Enfermedades del rindn y las vias urinarias Si No

[1 Enfermedades de los ojos Si No Cual

[0 Enfermedades de la tiroides Si No Cual

[1 Enfermedades del corazon Si No Cuél

[0 Enfermedades del pulmén Si No Cual

[J Enfermedades del higado Si No Cual

[J Enfermedades del estdmago o intestino Si No Cual
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00 Enfermedades de la piel Si No Cual

MANIFESTACIONES CLINICAS
Ha presentado en los ultimos seis (6) meses:

O Fiebre. Si No

[0 Dolor de cabeza. Si No

0 Depresién/decaimiento. Si No

[0 Dolor de garganta. Si No

[0 Problemas de memoria o concentracion. Si No

[0 Dolor en los nédulos linfaticos cervicales o axilares. Si No
0 Dolor muscular. Si No

0 Dolor de las articulaciones multiples. Si No

0 Suefio no reparador/alterado. Si No

[0 Malestar post-esfuerzo. Si No

[0 Vomito o diarrea. Si No

0 Pérdida del apetito. Si No

0 Lesiones en piel: Exantema o roséola. Si No

[ Vesiculas, maculas, papulas o puntos Rubi. Si No
O Liquen plano. Si No

[0 Sensaciones extrafias en la piel/hinchazén. Si No
0 Pérdida de peso. Si No

Examenes de laboratorio

[1 Anticuerpos contra HIV V2. Positivo Negativo Otro
O LCR: Glucosa , Proteinas , Células
[J Hemograma: Hto Hb Leucocitos PMN Linf Mono
Baso Plaguetas
HALLAZGOS POSITIVOS AL EXAMEN FiSICO GENERAL:
Peso: Talla: IMC: FC: TA:
FR: Temperatura:

Nombre del Investigador(es) que realizé la encuesta
1.

2.

Fecha:

Lugar y Ciudad:
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Anexo 3. AVAL COMITE DE ETICA

|J:§} Vieerrectoria de Investigaciones
=
Universidad
del Cauca

EL COMITE DE ETICA EN INVESTIGACIONES DE LA UNIVERSIDAD DEL
CALUCA

CERTIFICA:

Gue el proyvects tiulado: “Implementacion de melodos moldculares pata &
diagrostice del herpes virus humano 6 en pacientes del departamento del Cawca”,
presentado por el doctor Julio César Klinger, docenta de [a facultad de Ciencias de
la Salud de la Universidad del Cauca, se ajusia a los réquermeentos biodticos como
lo estipula la Fesolucidn 003430 de 1993 del Ministerio de Salud MNacional y

teniendo en cuenta que no se trata de un provecto gue contemple ensayos clinicos,
s& gmite el requernimienio establecsdo en la resolucion 2378 de 2008, del Minskerio

Macional de |la Proteccion Social, y en fal virud no representa riesgoe para las
pEFSONES que pariopadan en el provects de investigacidn.

El presante proyecto requiere de Consenfimiento Informado, de acweerda &on 108
articulos 15 v 18 de la Resolucion 008430 de 1553, del Ministerio de Salud Nacional,
&l cual fue presentado de conformidad con dicha noma.

Concepio: Proyacts sin riesgo. Aprobado aval élico
Por lo tanto, se ke concedio & aval &tico en reunion del Comité de Etca para la

Investigacion de ka Universidad del Cauca, segun consta en el acta N° & del dia 8
de junio de 2016,

Se axpide la presenle cenificacion en Popayén, a ks vaintinueye (29) dias del mes

de marzo de dos mil diecsiete (2.017) ..

HELDER MALIRICIO CHACON VILLOTA
de Etica para la Investigacion
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Anexo 4. CARTA DE PARTICIPACION DE LA FUNDACION JULIO KLINGER

fﬂ ”’ Jﬂ (A
Popayan 04 de Mayo de 2016 Julio Klinger

Sefores

Universidad del Cauca
Vicerrectoria de Investigaciones
Popayan, Cauca

W ol el VIH Y Sid))

Asunto; Certificado cofinanciacion proyecto Herpes virus humano tipo-6
Apreciados sefiores,

En mi calidad de representante legal de la Fundacion Julio Klinger NIT No.
900.183.862-1, me permito manifestar nuestra intencion de participar como
cooperadores en el desarrollo del proyecto; “Implementacion métodos moleculares
para el diagnéstico del Herpes virus humano-6 en pacientes del Departamento del
Cauca’. En caso de resultar éste aprobado, bajo los términos de referencia y
reglamento de la IX Convocateria de apoyo a proyectos de investigacion,
desarrollo e innovacion, en el marco de maestrias, doctorados y especialidades,
Médico Quirrgicas, la fundacion se compromete a aporar los pacientes
diagnosticados  clinicamente con herpes vius  humano tipo-6  (previo
consentimiento informado), para que se les realice pruebas moleculares y de
laboratorio a fin de confirmar el diagnostico. En total, el valor de contrapartida en
especie de la fundacion sera el equivalente a la consulta y diagnostico de 30
pacientes, comrespondientes a CUATRO MILLONES, QUINIENTOS MIL PESOS,
moneda corriente ($ 4.500.000),

Cordialmente,

Con 1300

Raquel(Bastidas Rosero
Representante legal
Fundacion Julio Klinger
i




