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CAPITULO I .

INTRODUGCION .

En el ejercicioc de ruesirs sotividad profesional, uno de
los problemas qus con mayor frscusacia ss sufrents 8l odontée
logo es 1z presencia de lesiones gingivosstomatiticax en ps-~

clentes jévenss y acdultos.

Ea o1 objetivo de sszta teszis, presentar un trabajo de in
voatigacidn sobre el sislammiento del Barpesrvirus hominis como
caussnte de la Gingivoestomstitisz herpdtica.

Con sl deseo de que sate trsbsjo bsmaficie 2 quienes es-
tén interessdos en el estudic de asts wirus, asi como que ayu
de a evitar & s encontrar un tratsmismto eapscifico para esta
enfermadsd, ss incluys un capituic meneiomands lss saracteris
ticss y el comportamiento ques este viyms pressnta al asxr cul-
tivedo en c8lulas vives (embriéa ds pailo).

Es ol odontSlogo el gque csm frocushsia pusds y debe ser
el primero en deteciar la enfermedsd, por lo que §1 debs ser
ol mis interesado en sncontrar un tratamiento eficaz pars com
batir sste padecimiento tsn comfm y gemerelizsdo en toda la _
poblacibn mundial.




CAPITULO II.

a) ANTECEDENTES.

El curso de las enfermedades que efectuan al hombre ha~
cambiado notablemente en el siglo pasado y mbs afin durante -
los filtimos veinte afios del presente siglo. En loa palses --
mbs opulentos, loz avances de la higiene y de la quimiotera-
pia hen reducido notablemente l& mortalidad, y en menor gra-
do la morbilidad debidas a las enfermedades bacterianas y ~-
por protozoarios, pero han tenido poco efecto en la morbili-

dad debida & las infecciones virales.

Sin embarge el panorama de las enfermedades viraleg -~
tembién ha cembiado. La irmunizacidn y otras medidss pre =—-
ventivas han'conducido & la desaparicibén virtuasl de ls fie~
bre amarilla y de la viruela; en los paises tecnolbdgicamen-
te dsssrrolledos la poliomielitis y el sarampibn esthn de -
sapareciendo también y la rubeola pronto podrf seguirlos.
Lz misma civilizacibén condujo primere a la apapricién de la-
poliomielitis epidémica y despfies a su control por la vacu-

nacidn,.

Existen enfermedades para las cuales la ciencia aln no
ha encontrado forma de prevencibn, una de ellas ea la produ
cida por el Herpesvirus hominis(Herpes simple), que produce

1a Gingivoestomatitis.
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Il Herpesvirus es quizh el virus ngue esth mhs constante
mant. presente en ol hombre. .. intcecidn primaria ocurre du
»ante los primeros afoe de la vida, cuando declinan los anti

su~rves maternos y a menudo toma la forma de estomabitia ve~

g.ovlar,

Aunque se produzcan anticuerpos e% virus no es eliminag-
Jd» de’ cuerpo; se establece el ssbade de portador, que dura_
toda la vida y es inberrumpido por una serie de sbaques tran
sitorios de herpes. 5i se logra evitar la primoinfeccibn «-
durante la nifiez, puede ya no presentarse poster.ormente, 1o
cus: se debe & que los adultos vueusn ser menocs suscepiibles

a la infecc.én herpbtica primaria \ quizs como resultado de_

sue su onitelio es més grueso y resistente j, y también a -
que la verosimilitud de ser infectado dentro del hogar pusde
no sér tan grande pars los adultos como parsa los niftos{menos

exposicidén s las contsminaciones por saliva).

Ia frecuencia mhs alta de portsdores sgsanos del virus en
la bucofsaringe ocurre en nifios cuyas edades van de 1os 6 =-
messs a los 3 afios de edad; el virus se encuentra con menos_
frecusncis en los nifios de 4 a 14 affos, siendo raro en las -
personas de 15 afios o mayores, 6 en nifios menores de 6 meses.
Un corolario de esto es la observasibn de que T0%-90% de los

adultos tienen anticusrpos.
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El virus es transmitido mfs facilmente entre las famiw-
1iss de los grupos econbmicos més bajos; la explicacién mhs_
aparente es su vida en condiciones de hacinamiento asi como_

las normas higiénicas-

Se piensa que el virus se disemina por contacto direc-
to{aalive o heces) o en forma indirecta'por intermedio de _
utensilios contaminados con la saliva dé un portador del
virus. La fuente de la infeccibn para un nifio es por lo
general alguno de los padres que ha tenido alguna lesibn
herpética recurrente unos cuantos dies antes de que se ini-

cie en el nifio.

Aunque pusden resultar complicaciones clinicas graves
por la infecciébn de Herpesvirus recurrente, poco asfuerso _

ha sido hechq para desarrollar una vacuna eficaz,

Los odontblogos y los estudiantes de odontologia esta-
mos sisndo testigos de un aumento comparable en la frecuesn-
cia de la Gingivoestomatitis herpética, y la finalidad de _
este trabajo es poder aislar en el laboratorio a los virus
csusales, como un preludio esencial aplicable a los estudiosa

de los investigadores expertos en la materia.

Aquellos que van s ser odontélogos en los préximos
afios necesitan entender la naturaleza de esos cambios y
conocer lo suficiente de la biologia molecular de la répli

ce viral, para sacar provecho de la quimioterapia antiviral



:uando se desarrclla en procedimientos practicos, y para

soreciar la posibilidad del papel de los virus como agentes_
:aussies. Otra finalided de este trabajo es proporcionar al_
sstuciante y profesional de la odontologia un conccimiento _
bhsico que lo capacite para considerar las enfermedades virs
les tal como afligen al género humsno en las socledsdes urba
nizadas en dos senbidos: como problema,en sl manejo a nivel_

del paciente individusl y como problemas en la salud pfiblica.

Zs sabido que en el momento en que nosotros realizasmos
el examen oral al paciente encontramos en muchos de los ca-
gos signoa y sintomas de gingivoestomatitis, causada por el
Herpesvirus hominis, que se lleva como una infeccibn laten-

te gdouirida, enfermedad que interess ser conocida.



b) CARACTERISTICAS D& i.. ENFERMLDAD.

Dandole importancia a lo exprmsado sobre la necesidad _
de entender la naturaleza y 1a biologia de la réplica viral_
a continuacién en una forma somera sxpreso las caracteristi-

L4

cas de la gingivoestomatitis.

Esta es probablemente una de las enfermedades virales _
que con més frecuencla afectan al hombra. Se producen dos ti
pos de infeccibn, una primaria en una persona sin anticusrw~
pos neutralizantes y la segunda es una recurrante sn persc -

nas que tienen esos anticuerpos.

La Estomatitis herpética es uns snfermedad bucal comfn
gue aparece‘en nifios y adultos jovenss. Es raro que se pro-
duzca antes de los & meses de edad, de seguro por la prassa
cia de anticuerpos circulantes en el nifio, derivados de la_

madre irmune.

La enfermedad que se da en nifios es con frecuencia, sl
ataqus primsrio y se caracteriza por fiebre, irritabilidad,
cefalea, dolor al tragar y linfadenopatia regionai. A los _
pocos digs la boca se torna dolorosa y la encia se inflama_
intensamente. También puede estar afectados labios, lengua,

m.icosa vestibular, paladar, faringe y amigdalas. sl poco



tiempo se forman vesiculas amarillentas, llenas de liquido,
se rompen y forman flceras que varian considerablemente de_
tamafioc. Es importante reconocer que la inflamacibén gingival

precede a la formacibén de filceras por varios dias.

El hecho de que sea posible recuperar el virus del her
pes en la saliva de pacientes durante la enfermedad, lleva_
a2 1a suposicibén de que la transmisibn e produce mediante _
la infeccién por gotas, aunque algunos investigadores creen

que es necesario que haya contacto directo.

La otra manifestacién de la snfermedad es la estomati-
tis recurrente herpética que suele ser observada en pacien-
tes adultos y se manifiesta en la clinica como una forma &=~

tenuada de la enfermedad primaria.

La forma recurrente de la enfermedad estf asociada con
traunatismo, fatige, menstruacibn, embarazo, infeccién de_
vias respiratorias superiores, transtornos emocionales,
alegria, exposicibén a la luz solar &6 lfmparas ultraviole--

tas 6 transtornos gastrointestinales.

Se desconoce el mecaniamo mediante el cual estos di-
versos factores desencadenantes provocan el estallido de_
lesiones, Bl virus una vez introducido en el cuerpo, re--
side en eatado latente dentro de las células epiteliales,
de manera que las lesiones recurrentes representan una ac

tividad de virus residuales y no una reinfeccién.



Las lesiones recurrentes por el nernes virus se produ~-~
ce en labios o en 1la boca. Zn cuslquiera de las localizacio-
nes, las lesiomes suelen ir.precedidas de una sensacibdn de _
ardor y tirantez, hinchazbn o leve sensibilidad en el lugar_

donde se Humwie formar las vesicules.

Es interesante saber que el herpes labial raras veces _
se presenta con otras lesiomes Intrsbucales y se piensa que_
el sitio permanente del herpesvirus latente sea el ganglio _
trigémino, pero las lesiones herpsticas pueden en muchas oca
ciones ser fuente propicliadora de infececiones bacterianas --
especislments en los casos sn gque el virus produce lesiones_

ulcerativas.



¢) CARACTERISTICAS DEL AGENTE ETIOLOGICO.(HerpeSViruS
hominis).

Loa virus han sido definidos como entidades submicrosco
pieas que se producen finicamente dsntro de células vivientes
espec{ficas y que pueden penetrar en csas células hubsped —-
desde el exterior. En ests trabajo me ;oncreté s6lo n tratar
al virus Herpes simple, denominado ahora Herpesvirus hominis,
y es por eso que a continuacibn expreso las carscteristicas_
mhs importantes que presenta este microorganismo ultremicros

copico.

Desde 1919 esa bien sabido que el Herpesvirus hominis
puede ser aisladoc de filceras febriles y que los tejidos que_
con prefersncia ataca que derivan del ectodermo y son piel,

mucosa, ojos y sistema nervioso central.

Puede también encontrarsele en la faringe, en la sali-
va y en las heces. Como en ocasiones es posible aislarlo a_
partir de la faringe de portadores aparentemente sanos, el_
aislamiento del virus del herpes no es por si miamo suficien
te evidencias como para considerar a este virus como agente -
etioldgico de la enfermsdad, cuyo disgnostico se intenta es-

tablecer.

Este virus es redondo y su tamsiico varia de 133 a 233 -~

nanbmetros con un promedio en difmetro d2 175 nanbémetros.



Cugndo tc le observa &l nicroscopis electrénico se distingue
uns estructurs interne ¥ une ceps viscosa ¢n el gxterior.

%1 virus del herpes simple Jdegeners rfpidamente en solu
cibén sslina fisioibgica (es extraordineriarmenete termosensi~-
ble), pero se estabiliza cusndo se le diluye en agua destils
da. En estado seco, puede tolerar temperaturas tan altas hag

ta de 90°C ¥y puede ser conservado en solucibén glicerinag sl -

50% a 4°C.

Se dessrrolla fhcilmente en cultivos de tejidos epite—~
liales, en cultivos cée cé&luiss .ela y en lag membransa corio=~-
alantoidea del embridn de pollo, formsndo en eatas placias ~-
blancas superficiales tenues y engrosamiento de la mamh»ana_
del embribn. Ademfis rresentaz un grupo de huéspedes saucenii-
bles muy amplio, ya gue puede infectar s conejos, cobavos, -
ratones , hamsters, retas ¥ como se menciond anterior;ente &

la membrana corioalantoides ael enbribn de pollo.



CAPITULO IIIL.

MATERIAL Y METODOS.

a) PACIENTES DE DIFERENTES EDADESS ¥ SBEX03 (CAB0S CLI~
NICOS3).

En este trabajo se estudiaron 12 casos clinicos de Gin-
givoestomatitis en personas con edades comprendidas entre --
los 2 y los 65 afios, tanto del sexo masculino como femenino.
Estos casos fueron eatudiados sn un consultorio del D.F y en
un laboratorio de produccibn de la industria farmacéutics, -
las muestras que ahi se obtuvieron se estudiaron y cultiva =
ron posteriormente en embriones de pollo y medios amerobios y

anaerobios en el laboratorio clinico,

El grupo de pacientes estudiado presentaba diferentes ~
egstados patoldgicos que ivan acompafisndo las manifestaciones
clinicas de la Gingivoestomatitis, para poder resumir las -~
caracteristicas que prssentsban estos pacientes he formulado

un cuadrc el cual se sncuentra a continuacidn,
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b) MATERI~L DB LABORATORIU PARa TOMu DS MURSYRAS,

La gelesccibn y uso adecuado del material de laboratorio
es fundamental para el &xito de todo trabajo experimental, -
La eficaecia del trabajo exije disponser de material adecuado
en cantidad y calidad, tenerlec en buena? condiciones, conve-
nientemente preparado e identificado, y bien ordenado para _
poder usarle inmediatamente en cualquier momento. Toda técni

ca debe ser cuidadosamente planeada preparando todo el mate-

risl que se necesite.

Como gran parte de este trabajo requiere de material es
téril deben observarse precauciones de asepsia en el manejo
del mismo para evitar contaminaciones. Todo el material debe
de esterilizarse inmediatamente después de su empleo, para __

que pueda ser msnipulado sin peligro de transmisién y difu -

Biéno

A continuacién se describe una lista de material que
fue indispensable utilizar en el laboratorio para la toma de

muestras y aislamiento del virus.,

-~ Jeringa de tuberculins de 1 c.c

graduadas en 0.0l c.c .
- Pinzas curvas de punta delgada .



- rgujas hipodérmicas calibre 27,
de media pulg. y 12-13 mm de long.

~ #inzas ofthimicas

- Iijeras de punia afilada

- Vidrio de reloj .

~ Cubre-objetos

- Forta-objetos

- Pipetas capilares

- Tubos de ensayo, slgoddn, gasas,
corddn y papel.

Para demostrar la existencia de ur virus, o pars aisliar
lo, la primera etapa es la recogida de ls muestra del hospe~
dador infectado., L2 toma debe hacerse en el riormenio en que _
se supongs que la ccnecentracibédn de wirus es mixirs, en nues-
tra caso cusnde se presenta la vesicula y sntses de que s8 -

rompa; todas las rmuestras deben de recogerse nsépsicsmenta,



¢) INSTRULEKRTAL DaNT-.L

1 instrumental dental utilizado en este trubsjo fue

i3

del gue nosobros utilizamos bésicemente eon Cperstoris Lon-

tal,

nrs ceracteristicas que tlsnm gue raunir aoie inzsru-
nentsl 23 gus debe estsr perfectenente osloprlliic:ic « o no
jerse con ruchas precauciones wpire svitzr sigune nons. ln.

cibn en las muesbtras.

&

£ conbinuacibn se describe 1o Listaz del Instrweni:sl
que fue Indispensazble utilizar psrs el exanen bucul fe 1os

vacientes.

~ Zspejo Dentzal.

- Hisopos de algoddn.
-~ Pinzas de Cursacibn.
- qutas de Pepel.

- Abate Lengusas.

- Algodbn.



d) EMBRIONES DE POLLO .

Antes de 1950, cuando el impacto del cultivo celular en
la virologia comenzd a hacerse sentir, el huésped esténdar _
para el cultivo de virus humanos fue el huevo embrionade ds
gallina ( el embribén de pollo en desarrollo ). La técnica -
fue descubierta por Goodpasture en 1931 y extensamente desa-
rrollada por Burnet sn los siguientes afios. Casi todos los -
virus conocidos en esa época se cultivaron en células de una
o de otra de las membranas embrionarias, es decir el amnios,

alantoides, corion o el saco vitelino.

Corrientemente se emplean casi exclusivamente embriones
de pollo, por las siguientes razones:
- Se pueden adquirir con facilidad
- Son baratos
- Tienen un tamafic adecuado
~ Estén relativemente exentos de infeccio-
nes y de contaminaciones extrafias

No ze forman anticuerpos contra el virus

proyectado

Para utilizar con 8xito el cultivo de embriones sviares

se reguiere conocer el desarrollo y fisiologisa de log mismos.

El embribén comienza a desarrollarse bajo la forma de -~
una membrana de células que recubre el polo superior de la =

yema (vitelo). Durante los primeros dfas se aprecia con difi
p £



cultad, pero a los 4-~5 dias de incubacién puede observarse fa
cilmente con el ovoscopio. A partir del 9o dia pueden obser-
varse a veces movimientos de deglucién. Despubs del 10o dia_
el embridén aumenta de tamafio y aparecen las plumas. El apara
to respiratorio se desarrolla entre los dfas 120 y 150. A me
dida que el embribén aumenta de tamafio, disminuye paralelamen
te ol volumen de los liquidos extra-embrionarios. Durante la
incubacibén hay una constante pérdida de agua por transpira--

cidn stravés de 1la chscars.

A partir del 50 dfa de incubacibén se unen los pliegues
laterales del amnios, quedande completamente el envuelto.
Del 6o al 13%c dia el 1liquido amnibtico es aproximadaments -
1 cc. por término medio. Hacia el dia 10o el corion rodea -
casi totalmente todo el contenido del huevo y esth en contac
to inmediato ocon la membrana que tapiza interiormente la chs

cara{f&rfara).

El alantoides aparece al %er dia y rfpidamente sumenta
de temafio a los 11 y 13 dias, Z1 corion y alantoides fusiona
dos se conocen con el nombre de membrana coricalantoidesa,muy
vascularizada, que funciona como 6rgano respiratorio del em-

bribno

En las primeras fases del desarrollo, los liquidos am-

nibdticos y alantoideo son, en esencia, soluciones ssalinas -



fosiolbgicas. Después del 120 dia sproximadamente, el conte-
nido proteico y la viscosidad del liguido amnibtico aumentan
este liquido es ligeramente alcslino durante los dias 7o al_

120, pero gl final de la incubacién su ph puede ser 6.

Durante las {iltimas 24-~-48 horas de incubacidn, el sgaco

vitelino queda incluido en la cavidad abdominal.

Algunos de los factores que influyen sobre el crecimien

to de virus en embriones de pollo son:

- 3dad del embribn

- Via de Inoculaesibdn

- Dilueién y volumen del inbculum

- Tempsratura de incubacidn

~ Tiempo de incubacibn tras la inoculacién
- Zstado fisioldgico y de nutricién de las

aves .

Los cinco primeros deben de estudiarse cuidadosamente _
para cada virus, puesto gue cada unc de ellos implica un pro

blema diferente e independiente.
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e) CULTIVO DEL VIRUS.

Lo virus son parésitos intraceluiares obligades, no
¢ ieden ser cultivados en ningln medio carente de células, --
v » muy complejo que este sea; crecen nicamente en el inte~
rior ls las cé&lulas. Esta necesidad pueds satisfacerse dig--
poniendo de células adecuadas que actfien como hospedadores.
.88 virosis humsna y animales se manifiéatan con signos cli-
nicos «2 infeccibdn, gue son suma de las intera6ciones de vi-
rus célula, y representan la respuesta del tejide, brgano o

sistera. Algunos virus tienen una rigida limitacibén o estric

ta prefesrencia por el hospedador natural.

Debe resumirse entonces a los animales de laboratorio,
embriones de pollo y cultivos histicos (celulares). Cada
uno de estos métodos tiene sus ventajas especificas. Serisa
tarea diffcil encomiar excesivamente la utilidad de unos y_
de otros, para el conocimiento pleno de los virus. Dejando
a un lado el hospedador empleado, el requisito esencial as
depositar o llevar el virus al punto en que pueda iniciar _

la infeccidn y reproducirse,

Los animales de laboratorio, embriones de pollo y me--
dios histicos se emplean para el aislamiento e identificg--

eibdn del virus.

Los snimales smon los hospedadores mhs complejos, ya
que estructuralmente sstfn integrados por tejidos y Srganos



m-y espscializados.

El embribén aviar, como los animales, posee tejidos y _
Sdrganos muy diferenciasdos, pero proporciona sistemas de in-
tensa actividad reproductora, que permite el estudio de los
virus en capas de una sola fila de células embrionarias. El
cultivo de virus en el embribn aviar es mfs seme jante a la_

interaceibén virus-célula, que lo podiamos llamar infeccibn

ortodoxa en los animales.

Los medios celulares o histicos todavia nos acercan
mfs @ las manifestaciones de la infeccién virica al nivel _
celular, La caracteristica fundamental y Gnica del cultive
celular es su aplicacibén al estudio analitico de los mecanig
mos biolbgicos, ya que sirve como modelo de las funciones _

de los tejidos y brganos muy especializados.

El oultive de los virus en un nuevo hospedador, requis
rae con frecuencia pases sucesivos, llamados a veces "ciegos”
o de "fe", hasta que los primeros sintomas de infecciébn son
evidentes, La adaptacién puede ir acompafiada de una modifi-
cacién de las caracteristicas del virus, que pueden llegar
haasta la pérdida de la patogenicidad para el hospedader na-
tursl.

Algunos virus son inestables y propensos a la varig--
cibén cusndo se inoculan a huevos hospedadores, mientras
que otros exhiben mfs rigidamente caracterfsticas constan-

tes.



Las variantes generalmente son estables e irreversivles en _
cuanto & su espectro de hospedadores, aunque vuelvan a inocu

larse al hospedador natural.

La inoculacibén a animales receptores fue el primer pro
cedimiento empleado para el cultivo de virus. Este método _
ha sido substituido en parte por el cultivo en embribén de _

pollo.

%1 hospedador natural es ideal para la multiplicacibén
de los virus, pero ssto no puede hacerse en la practica con

el hombre y los grandes animales.

Para el cultivo de los virus hay varios métodos que_
gse podrian uwtilizar, pero para la realizacién de este as~
tudio a mi me parecid utilizar el que a continuacibn des-

cribo por considerarlo el mhs indicado y preciso.

Zn este método se hace una chlmara de aire artificial
para tener la seguridad de que todo el indculum se ha de-
positedo en la membrana corioalantoidea. :#sta técnica es
muy Gtil para contar el nfimero de plstulas producidas por
el virus que dan lugar s lasiones mscroscdHpicas en ests

membrana. Los pasos a seguir son los sig.-

1.~ Sefialar exsctamente la posicibn del embriédn,

examinando el huevo al ovoscopio.



?,- Jolocanao e. huevo hor.zontuimanie con_
el embridn hacie arriba, sefislar en una
zona eguidistsnte de ambos polos, cual-
suiers de loz sig. dibujos:

s) Un &res de 1 em®

b) Un triangulo de 1 cm

¢} Tna lines de 19 rm aprox.

3.~ Con un pecusfic carborunde cortar la chs
cara en los puntos selialados, sin lesio
nar la f&rfara. Hacer una pequefia inci-
sién en la clscara & 1a sltura de la &

mara de sire.

4 ,~ Deginfectar las incisiones con tintura

de metafeno o iodo y dejar secar,

S.~ Emplesndo una sgujs de diseccibn, rom-
per la farfara en ls cimara de aire --
previamente sbierta pero sin lesionar la

menmbrana corioalantoidea.

6.~ Con una perita de gowms aplicada ai po
lo obtuso del huevo sobre la cfmars do.

aire, hacer un ligero vus:zlo. De est:_

modo el aire pasa stravis de ia aber-

tura fraguadés en lz farfara, en uno de

]Sl N



7o

9-"

los lados del hiwevo, permitiendo que 1la
membrana corioalantoidea se separe de _
ella. El. embribn, membranas y liquidos

pasan 2 ocupar el espacio de la chmara_
de aire normal del huevo, apareciendo _

una chmara de aire artificial.

Depositar el inbculum sobre la membrana
corioalantoidea, insertado una sguja del
calibre 27 y 1/2 pulg. de longitud atra
vés del orificio lateral de la chscars,

con el bisel hacia abajo.

Retirar la aguja, inocular otro huevo,
o depositar la jeringa en el tubo esté-
ril del que se tomd para la inoculacibn.

Cerrar las aberturas triangulares o cua
drangulares que hayamos hecho en la cis
cara con cinta adhesiva o esparadrapo _

de tamefio adecuado.






f£) MEDIOS DE CULTIVO BACTERIOLOGICOS.
~ Medio de Tioglicolato

El medio de tioglicolato fue descrito originalmente

por Brewer, como un medio que favorece el desarrollo ds mi-
eroorganismos estrictamente anaserbébicos asi como de aerobi-
os. El medio de tioglicolato original fue modificado para _
gue tuviera la calidad nutritiva del caldo de soya. Como rg
sultado de esto, la férmula corregida tiene un espectro de

desarrollo muy amplio de muchos tipos de microorganismos de
licados tanto de especies patdgenas como de las no patége—-

nag.

La f6érmula original también contenia azul de metileno,
pero actualmente no se le reincorpora el indicador Eh. Esto
evita la posible toxicidad del indicador y facilita también
el reconocimiento de un desarrollo temprano. Por lo tanto,
sl medio de tioglicolato, es el medio de elececidn para tra=-

bajos de diagnbstico.

Férmula en gramos por litro de agua destilada

Peptonsa 17.00
Peptona Phytone 3.00
Dextrosa 6.00
Cloruro de Sodio 2.50

Tioglicolato de Sodio 0.50




Ager 0.70

L-cistina D.25

Sulfito de Sodio 0.10
pH final 7.0 -

Preparacibén.~ Haga une suspensibdn con 30 grs. del mate-
rial deshidratado en un libro de =zgus destilada. Mezcle has-
ta obtener una suspensidn uniforme. Gaiiente agitando frecu-
entesmente y hierva durante un minuto. Distribuya en tubos de
ensayo, llen&ndolos hasta la mitad, y empleando de 15 a 18ml
en tubos de 15x2 cm. Si se usan matraces o frascos, debe con

servarse la proporeién de superficie a volumen.

Para la conservacibn de los cultivos, especialmente de
ios tipos gltamente fermentativos, cologue una pequefia can-
tided (aproximadamente 0.1 gramos) de GaCO3 en cada tubo

antes de introducir el ligquido.

Zsterilice en autoclave de 118° a 121°C ( no mhs de 15
iibras de presibén) durante quince minutos. Z1 medio debe ds
enfriarse s temperatura ambiente antes de usarlo. Debe alma
cenarse a temperatura ambiente y en lugar obscuro, si no es
th en recipientes sellados. nos recipientes sellados dsben

de almacenarse en refrigeracién.

El medio de tioglicolato en tubos de ensayo tapados _
con torundas de algodbn puede usarse hasts uns semana des-

pués de su preparacibn,



5i se prepsra en reciplentes cerrcdos con tapsa de rosca
nara evitar la pérdida de agu3 y la oxidacidén del medio, es~
te pueds conservarse inmedi;tamente e indefinidomente.Para _
obtener el mis alto grado de sensibilicdad y de eficiencis -
del med o de tioplicolato, los tubos deben de hervirse y en~
friarse a temperatura smbiente inmediatumente antes de usar-

se. s3to es de gran importancia para los cultives, pues la g

bullicibn le devuslve ou apapriencis uniformemente nebulosa.

Uso fSeneral.~-

%l medio de tioglicolato se caracteriza _
por su capacidad extrema de favorecer el desarrollo, de ino-
culaciones minimas, de una gran variedad de microorganismos
aerobios y anasrobios. lLas: especies mhs estrictamente serbdbi
288 se desarrollan en la parte superior, mientras que los ti
pos anaerbbicos se desarrollan en lus profundidades del mew-

dio.

El medio de tioglicolatc es por lo tanto muy recomenda-
do como un medio de usos generilies, y par& :i examen de cule
tivos de ssngre v de otros muchos materisles en los cuales _
es posible la presencia de unz varieded de microorganismos _

aarobios, facultativos o anaerobios.



CAPITULO IV .
RESULTADOS.

El trabajo refiere el estudio de 12 pacientes cuyos an-
tecedentes y menifestaciones clinicas aparecen anotados en _

-

los cuadros I y II.

Fueron 12 paclentes los sometidos & los estudios de la=-
boratorio corresspondientes de los cuales cinco (pacientes 1,
3,8,9 v 11) resultaron positivos al crescimiento del virus en
la membrana corioalantoidea del embribn de pollo, los resul-
tados obtenidos estén contenidos en el cuadro V; el paciente
no., 10 del sexo femenino y de 4 sfios que padecia atague sgu-
do acompsiiado de filceras y vesiculas en lengua y piso de la
boca que al.momento de la consulta se le encontrd con fiebre
no dié al cultivo lesiones francamente positivas, el resto _
de los casos los pacientes no. 2,4,5,6,7 y 12 resultaron ne-
gativos después de haber tratado de aislar el virus en la ==

membrana corioalantoidea del embrién de pollo.

Las muestras tomadas directamente de las vesficulas ne-
sando jeringas hipodérmicas estériles fusron conservadas en
proporciones de 1 8 10 en solucibén glicerinada estéril al =
50%; las muestres tomadas de lesiones ulcerosas fueron toma-
das atraves de hisopo impregnado de exudados y saliva‘de la
regibén lesionada y conservando el hisopo gumergido en la so-~
lueidn glicerinada al 50% sin respetar ninguna proporcién =

con relscidn a volumen.



Las prﬁebés bacterioldgicas slectuadas en el medio 1i~--
quido de tioglicolato fueron positivas a crecimiento'de gér-
menes sercbios y anaerobios gram positivos y gram negativos,
1o gue se considerd secundario en este estudio debido & gue
el propbsito principal del trabajo ez evidenciar la presen ~
cia del Eerpes virus hominis en las lesiocnes gingivoestomati

-~

ticas.

En los cultivos de tioglicolato se observd gue los ca-—
sos de los pacientes gue padecen lesiones ulcerosas en las _
diferentes partes de la cavidad bucal ofrscieron un crecimi-

ento bacteriano de mayor evidencia,

Los cultivos bacteridlogicos en los caS0S en gue S8 pue
do obtener ligquidos de las vesiculas fusron hechos depositan

do 0.1 de 1a muesatra obtenida en 10 m2 d.l medio de cultivo.

Después de haber procedido sl aislamiento del Heroos -
virus hominis {herpes simple), ¥y de heberle Inocuicdo en e
embrién de pollo ss encontreron verios cisos nositivos cue-
‘ycs resultados e internretaciones aparscen en el cucdro 7,
los resultados obtanidos y el método & seguir fue el sisui-

ente:



Paciente No.l- Presentabas vesiculas y filceras en cara
interna de caprrillos, la muestra que se tomo fue de las ve-
siculas en la regidn de los carrillos, presentd crecimiento
bacterisno positivo escaso en el medio de tioglicolsto y en
el embridn fus positivo a presencia de virus con engrosami-

anto de lo membranz corioslantoides.

Tacisntz 0.2~ frasentaba Ulceras en ladbio inferior,
la muesgtrs ~ue 32 tomd fue de e2s3s misma region, presentd
erecimisnto Lacterianc positivo en el medio de tioglicolato
v en el erbribn fus negativo. lo se encontrd ninguna lesibn

en el embridn de pollo.

Faciente Ilo.3~ Freosentaba vesiculas en comisura labial
v {ilesrs en carrillos, ls muestra que se tomd fue de la se~
liva 7 13 flczruss en zons de carrillos, presentd crecimien
to bacterizno positivo en el medio de tioglicolato y en el_
embrién fue positivo a presencis de virus con escase opaci-

dad de 1s membrens coricalantoidssa,

Taciente No.4~ Presentaba Ulceras en piso de boca ¥y
fondo de saco, la muestra se t?mé de las filceras en pisoc ds
bocs, presentd crecimiento bacteriano positivo en el medio_
de tioglicolato ¥ en el embridn {ue negativo. Ro se encon~--

tro ninguna lesidn en el embrién de pollo.

Paciente Fo.5- Presentaba ataque agudo con presencia

de ulceras y vesiculas en lengua, carrillos y labios, la



muestra se tomd de las vesiculas en lengua y carrillos,pre~-
gsentd crecimiento bacterianc positivo escaso en el medio de
tioglicolato y en el embribn fue negativo. Ko se encontré -

ninguna lesibn en el embridbn de pollo.

Paciente No.6- Fresentaba ulceras en fondo de saco, 1=z
muestra se tomd de 1lm ssaliva y las fQillceras de esa regibn,pre
sentd crecimiento bacteriano positivo en el medio de tiogli-
coleto y en el embridn fue negativo. Ho se encontrd ninguna

lesidn en el embribn de pollo.

Paciente No.7- Presentaba ulcersass en cara interna de
los lazbios y comisura labial, la muestra que se tomd fue de
1ss filceras en comisura labial, presentd crecimiento bacteri
sno positivo en el medio de tioglicolato y en el embribn fue
negetivo. Ko se encontrd ninguna lesibn en el embribdn de po-

1llo.

Faciente No.8- Fresentaba vesiculas y filceras en piso _
de la boca y fondo de saco, las muestras que se tomaron fue-
ron de la salive y vesiculas de fondo de saco, presentd cre-
cimiento bacteriano positivo en el medio de ticglicolato y _
en el embribén fue positivo & presencia de virus, con lesio--

nes no especificas en la membrana corioalantoidea.

Paciente No,9- Presentaba vesiculas en cara interns de

carrillos y labios, la muestra que se tomb fue de las vesi-



culas de los carrillos, presentd crecimientc bacteriano posi
tivo en el medio de tioglicolato y en el embribén fue posibi-
vo e presencia de virus, con presencia de placas blancas en

diferentes pertes de la membrana corioalantoidea.

Peciente No.10- Presentaba atague sagudo acompaifisdo de _
filceras y vesiculas en lengua y piso de boesa, la muestra que
se tombé fue de las vesiculas y filceras de iz lengus, presenw’
t6 crecimiento bacteriano positivo en el medio de tioglicolp
to ¥ *n el embribn fue negativo, sdemfs’no se encontraron leg
siones plenamente confirmatives en la membrsnz corioalzntoix<

desa,

Paciente No.l1l- Fresentaba vesiculsas en £l labio infe-
rior la muestrz ocue se tomd fue de la saliva y vesiculas
del lsebio inferior, pressntd crecimiento bacteriano positi-
vo en el medio de tioglicolato y en el embribn fue positive
a8 presencis de virus con preggncia de placas blenczs y opé-
cidad en la membrane coricalantcides.

)

Paciente Fo.12- Fresentsba ulceras en piso de boca y _
fondo de saco, la muestra que se tomb fue de las ulceres en
piso de boca, presentd crecimiento bacterisno positivo en _
el medio de tioglicolato yven el embridn fue negativo, ¥No

se encontrd ninguna lesibn en el embridn de pollo.
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CrrlIfus0 vV .
DISCUSTON

De los resultsdos obtenidos por los nétodos de lzborsto-
rio se encontrd una relacién entre lesiones ulceroswss {ilerpes
virus) y cstados fisiolbgicos como el stress, [enstruscibn ¥
Fiebre, 1l¢ cual nos lleva & la suposicidén qus hty una sstre--~
che relacidn de esbos estados fisioldgicos como principcles
fectores dessencedenantses para le epericibn de lesiornss de ti-

po herpéticu en la cavidad bucsl,

De los 12 casos clinicos estudisdos 10 ivan ascompafiados
de estados smocionales, fiebrs o de llenstruacibn. Al tomarse
la muestra de-las lesiones ulcerosss y de las vesiculas, tan-
bién se¢ toud muestrs de la saliva y al llevarla al medio de _
tioglicolato hubo en todos los casos creecimiento bacteriano,
pero solo en 5 de los casos hubo desarrollo en el snbridén de

pollo.

De lo cual se deduce que aproximadamente en 44% de los -
casos estudiados fueron positivos a la infeccéidn en el embri-
én de pollo. De los casos positivos el 906 ivan acompafiados _
de fiebrs y de stress y solo uno de menstruacidn. liientrasg-w-
que en el msdio de tioglicolato el 95/: de los casos fueron

francamente positivos.



encontrd sn lc Historiz clinice de los psacientes
sntecedentes de cue ya hsabien pzdecido le lasiones herpéti--
. J J¢

lcs nsusles tanbidn ivan scormpefiedus de eatsdos emocio-

nzles, Fiebrz2, Irbarazo & menstruacidn.

T8to nos puede llevar & la deduccidn de gue en el Q0%
de los crsos, las manifestszciones orsies con lesiones herpe
tices ivan acompafiades de Itress, Flebre y mensiruscifn, -
por 1o que podenos suponer gue el lerpesvirus hominis es un
virus labente en la cavidzd or:l 7 cus est& propenso a re--
producirss con 1z influeneiz de Lzclorcs dassncadensntas

ecomo los citedos enteriormente.,



CAPITOLO VI .
CONCLUSIORES »

Después de haber analizsdo e interpretado los resultados
obtenidos zs pueds llegar & los siguieniss conclusiones scbre

ol sislamienso del Herpesvirus hominis.

lo~ Da lom cultivos que se aislaron, ss sncontrd que las
lesiones gingivoestomatitioms ivan acompafiadas de bacterias,-
ssts conclusidn sa bass en cue hudo crecimisntio bacieriano en
el medio de tioglicolato , por lo que ss pusds pensar gue les
bacterias acompafian a dichas lesiones § son habitantes de la

floxre bucal.

20~ Se concluye también que 1a prassncias de infecciones
agudas es mds frecuente en nifios que en sdultos, yo pienso -~
que es por que el adulto ys tuvo contacto primario con dicho=s
virus lo que lo hace producir anticuerpos y crear un sistems
immunitario méds resistente.

30~ Rl virus sdlo puede crecer an oflulas vivas, n es~
te caso smbriones de pollo, esto se deduce por que en este me
&io si hudo crscimiento, en cazbio en un medic artificial ce-
mo ¢l medio de tioglicolato no hubo erecimiento viral.



40~ En todos los casos tanto los pomitivos como negati-
vos, se encontrd que ivan acompaiiados ds situaciones coxo el
stress, fisbra ¥y mztrmwiéu. por 1o gue se deduce gque estos
son facticres &asmaﬂmmﬁp paYrs. sl virue gque persanece ls-
tente en la doos.
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