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l. INTROOUCCION. 

El virus Herpes SiMple es uno de los agentes infecciosos Más coMunes que 

atacan a la población, provocando lesiones en p1el y Mucosas principalMente; de 

acuerdo al serotipo (tipo 1 ó tipo 2>, ataca de Manera predoMinante en algunas 

zonas corporales <Tabla ll. Pertenece a la FaM1lia Herpetoviridae, a la que 

adeMás, pertenecen otros virus de iMportancia Médica COMO el virus Epste1n-Barr 

responsable de la Mononucleosis infecciosa y de procesos tuMorales; el virus 

Varicela Zoster que provoca varicela con lesiones de tipo vesicular principel

Mente en piel, MUY seMejentes a les producidas por Herpes SiMple; y el CitoMe

galovirus, responsable de Muchos defectos congénitos en recién nacidos, inclu

yendo probleMas en Sistel'l4 Nervioso Central <SNC> (31). 

El virus Herpes SiMple <HSV> tiene un genoMa constituido por DNA de do

ble cadena con un peso Molecular eproxiMedo de 100 Millones de daltones, que 

codifica por lo Menos para 50 proteinas (26), de las cuales 27 son considera

·des estructurales, El DNA por si MiSMO es infeccioso, tanto en estado nativo 

coMo desnaturalizado C33, 52> • 

. El genoMa está rodeado por algunas proteínas forMando una capside ico

sehédrica Que Mide alrededor de 100 nM de diaMetro y que contiene 162 capsó

Meros; esta cápside está cubierta por une estructura que seMeje una MeMbrane 

trilaMlnar que contiene lipidos, poliaMinas y glicoprote!nes, siendo estas 

últ1MB5 les que deterMinan de Manera iMportente la especificidad del virus. 

A esta estructura trilaMinar se la ha denoM1nedo envoltura y perece ser la par

te iMportente, aunque no indiepenseble, pare que el virus infecte a la célula 

(33 ). 

La entrada del virus e la célula puede darse por fusión de MeMbranas 6 

por endocitosis; durante la infección se observe Que ocurre transcripción del 
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ONA viral en etapas teMprenas, aún antes de la propia duplicación del.genoMa, 

produciendose antígenos virales llaMados teMpranos Que pueden detectarse en la 

superf1c1e de una célula infectada. Un efecto observable del virus es. la inhi

bición de la síntesis de MecroMoleculas celulares <DNA y proteínas), la cual 

es total a las 7 horas postinfección <24). 

En cultivo de células se ha observado que la infección por herpes puede 

darse por fusión de dos células, una de ellas infectada con el virus; 6 por 

siMple difusión del virus de una célula a otra. Ante la presencia de anticuer

pos neutralizantes contra el virus en el Medio de cultivo, el HSV provoca 

placas líticas que perMiten su cuantificac16n C22>. El efecto citopático que 

produce el herpes ee variable, consiste desde el redondeaMiento, redondeaMien

to y agloMereci6n hasta la fusión celular produciendo células gigantes <IS>, 

este efecto parece estar deterMlnado por las glicoproteinas codificadas por el 

virus (25, 26, 32, 35). 

El enseMblaje del virus ocurre en el núcleo, ocasionando le forMación de 

cuerpos eos1nófilos correspondientes al Material genÓMico viral, ya que lacro

Matina de la célula se desplaza hacia la MeMbrana nuclear. El virus adquiere la 

envoltura a partir de la MeMbrana citoplásMice ó, en la Mayoría de los casos, 

de le MeMbrana nuclear. 

El Modo de traneMisión del virus Herpes SiMple es por contacto directo, 

princ1pelMente por ruta oral o genital ya que estas son las zonas corporales 

Mas coMunMente afectadas. La infección por HSV en un individuo da COMO 

resultado la lisis celular en el sitio o tejido afectado, produciendose gran 

cantidad de particulas infecciosas, posteriorMente, el virus se establece en 

estado latente. El HSV entre en el organisMo a través de superficies Mucocu

táneas y, de ahi, eMpieza e colonizar los ganglios sensoriales correspondien-
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tes, Migrando principalMente a traves de los nervios. El virus puede alcanzar 

otros órganos por las vías heMatógena y/o linfática; cuando se iMplanta en ce-

rebro produce encefalitis, lo cual es de alto riesgo en niños y en personas in-

Munodepri~idas. Co~unMente el virus no llega a SNC y entra en su fase latente. 

TABLA 1. PROPIEDADES DEL VIRUS HERPES SIMPLE. 
SITIO DE LA INFECCION Y NUMERO DE CASOS (34). ~ 

SITIO DE INFECCION 

l. lesiones suaves o ModeradaMente severas 
(personas Mayores de 1 año>. 

A. Lesiones urogenitales 
l. Mujeres (vulva, cérvix, vagina, etc) 
2. HoMbres (pene, uretral 

B. Infecciones no genitales 
l. GingivoestoMatitis o asintoMático 
z. Herpes labial 
3. Queratitis y/o conjuntivitis 
4. DerMatitie: al Arriba de la cintura 

bl Abajo de la cintura 
cl Manos y brazoe 

C. Infecciones latentes 
l. Ganglios trigeMinales o torácicoa 
z. Ganglio sacral 

Il. Lesiones usualMente severas a fatalea 
(personas Mayores de 1 año) 

A. Meningoencefalitis (cerebro, cordón espinal} 
B. Esclerosis Múltiple (cerebro) 
C. EczeMa herpetico <piel, pulM6n) 
D. Infeccion generalizada (órganos viscerales> 

III. Infecciones en recten nacidos 

TOTALES 

HSV-1 

34 
6 

131 
84 
za 
84 

4 
13 

21 
0 

86 
0 

11 
2 

36 

540 

~ La tipificación se realizó por In~unofluorescencia. 

HSV-Z 

272 
187 

3 
0 
1 
3 

72 
11 

0 
5 

2 
1 
0 
1 

74 

632 

TOTAL 

306 
193 

134 
84 
29 
87 
76 
24 

21 
5 

BB 
l 

1l 
3 

110 

1172 
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La infección priMaria en la zona oral tiene un periodo de incubación de 

3 a 12 dias; la Mayoría de las veces es asintoMatica (entre BB y 99Y. de los ca-

sos l y se adquiere en la infancia• sin eMbargo, cuando se Manifiesta, suele ser 

bastante severa produciendo un cuadro clasico denoMinado gingivoestoMatitis; en 

ocasiones se presenta taMbien faringitis durante la infección priMaria. En la 

priMera o segunda seMana de la enferMedad se desarrollan anticuerpos <36), pero 

éstos no aseguran una lnMunídad perManente ya que, con frecuencia existen recu-

rrencias, independ1enteMente del nivel de anticuerpos neutralizantes contra el 

virus presentes en •l suero (14>. 

El herpes labial recurrente tiene lugar en una parte considerable de la 

población. Las lesiones eMpiezan con eriteMa y/o papula y rápidaMente progresan 
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a vesiculas, usualnente en 12 horas (la vesícula es la forna caracteristica 

cono se presentan las infecciones por HSV en piel); éstas dan lugar posterior-

nen te a úlce'ras, costras y f inalnente sana la lesión (Figura l ). Este cuadro 

clínico conprende un periodo de 8 a 10 dias (51), pero en pacientes innunode-

prin1dos puede alargarse hasta 30 dias ó nas <57). Las lesiones caracteristicas 

sobre nenbranas húnedas son las úlceras, que se fornan de nanera rápida y sanan 

gradualnente desde la periferia hacia el centro de la nisna <36>. 

La infección genital prinaria por HSV tiene un periodo de incubación de 

3 a 7 dias; nuchas veces se adquiere en la adolescencia, cuando el individuo 

conienza su vida sexual, pero alcanza un náxino entre 25 y 27 años en los 

honbres y entre 20 y 24 años en las nujeres (4), edad que coincide con una na-

yor actividad sexual. La infección prinaria suele ser bastante nas severa que 

TABLA 2. CARACTERISTICAS DE INFECCIONES GENITALES 
POR HERPES SIMPLE <36 >. 

CARACTER IS TI CA PRIMARIO 
HOMBRE MUJER 

n=63 n=l26 

- Síntonas prodrónicos <%pacientes) 39 68 
- Dolor ('l. pacientes) 95 99 
- Disuria (Y. pacientes) 44 B3 
- Adenopatía con dolor <Y. paclentes) 80 81 
- Núnero pronedio de lesiones a la aparición 15. 7 15.4 
- Area de la lesión ( nn2» 427 550 
- Duración de la lesión <diasl 16. 5 19.7 
- Duración de excreció~ del virus (diasl 10. 5 11.8 
- Título pico del virus en la le5ión (nedia 

ge0Metr1ca logl0> 

RECURRENTE 
HOMBRE MUJER 

n=218 n=144 

53 43 
67 88 

9 27 
23 31 
7.5 4,B 

62.7 53.5 
10.6 9.3 
4.2 4.9 

4.1 2.9 

las recurrencia5. Se ha visto que en las MUJeres, un factor inportante en la 

recurrencia es la nen~truación, nientras que en el honti~e lo es el contacto 
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sexual <28>. La Tabla 2 Muestra algunas características iMportantes del herpes 

genital en infecciones priMarias y recurrentes, respect1vaMente. 

El virus Herpes SiMple taMbien causa infecciones oculares provocando le

siones en la córnea y en la conjuntiva. El periodo de incubación es de 2 a 12 

dias; la infección se inicia en conjuntiva, despues de dos seManas, se eMpiezan 

a desarrollar lesiones en la córnea produciendose figuras dendríticas, adeMás, 

existe blefaritis con vesículas al Margen del párpado. Cuando la lesión es 

solaMente en conjuntiva, aana en dos o tres seManas. UsualMente, tanto la cór

nea coMo la conjuntiva sanan coMpletaMente (31>. Aprox1MadaMente el 25% de los 

pacientes con herpes ocular presentan infecciones recurrentes pero no ha sido 

posible aislar al virus en la etapa de latencia (31). 

Las infecciones recurrentes 3e deben a que el HSV perManece en el orga

niBMO de Manera latente, siendo 6sta una caracteristice coMún de todos los 

MieMbroe de la FaMilia Herpetoviridae (31). En el estado latente, el genoMa 

viral está integrado a la célula huesped de Manara que existen, en proMedio, 

0.1 equivalentes de genoMe virel por célula, en el caso de HSV. Le infección 

latente perece iMplentarse en l~s neuronas de los ganglios sensoriales (281, la 

presencia de ONA viral en el estado latente soleMente puede detectarse por téc

nicas de hibridización o por cultivo Mixto de ganglios con células sensibles al 

virus. 

La latencia, une vez iniciada, persiste por periodos prolongados, 6 aun 

de por vida, en el orgeni11Mo. E11to dep~nde de Muchos factore5 tales-coMO el 

nuMero de neuronas que 11e infectan de Manera latente de11pue5 de una infección 

priMaria y el nuMero de neuronas en que ocurre la reactivación durante cada 

recurrencla; taMbien depende de la sobrevlvencia de la neurona despue& de la 

reactivación y, de le posibilidad de establecer nuevos grupos de neuronas in-
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fectadas latenter1ente des pues de cada epi:;odio recurren_te '(28) • .. Parece ser 

que la respuesta inl'lune es el factor Ma5 iMportante pa~a .. l'ledia~.cllÍ·t~an.sicíón 
del estado agudo al estado latente de la infección. 

La reactivación del virus puede ser provocada por ciertos factores que 

actúan directa o indirectal'lente sobre el virus en estado latente; por ejeMplo, 

alguno:; factores que actúan sobre la piel COMO la luz UV puede Mediar la reac-

tivación gracias a que favorece una sintesis increMentada de prostangland1nas, 

que favorecen la Multiplicación viral <S>. Otros factores que favorecen las 

recurrencias son' fiebre, infecciones de tipo bacteriano COMO neuMonia neur10-

coccica C36); la utilización de fárr1acos inr1unosupresores: enferr1edades cróní-

ces COMO cáncer y, en general, aquellos factores que depriMen la respuesta in-

Munológice. 

En periodos recurrentes, la Mayoria de los pacientes desarrollan les10-

nes herp~ticas, sin eMbargo, en algunos casos la reactivación se reduce a la 

excreción del virus de Manera asintoMática <14, 34, 37). La frecuencia del 

proceso de reactivación puede depender del estado general del organisMo, natu-

raleza e intensidad de los factores inductores ~del tlpó antig6nico del virus 

latente en un ganglio particular. Ciertos estudloa Muestran que entre pacientes 

con un priMer episodio de infección genital con HSV-1, solaMente el 14% experi-

Mentó un periodo recurrente subsecuente, coMparado con el 60% de aquellos in-

fectado5 con HSV-2 (46). Se cree, aunque ae carece de pruebaa deterr1inantes, 

que los periodos recurrente& van aiendo Menos severoe en un paciente en la 

Medida que transcurre el tieMpo desde la infección prlMarla (28>. 

La latencia del virus Herpes Sir1ple ha sido un factor iMportante pare 

que el virus no haya podido ser erradicado debido a que puede haber reactiva-
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clón y, en estado product1vo, transM1s16n del MlsMo. Ex1sten taMb1en otras 

causas , COMO la falta de un sisteMa preventivo adecuado; una vacuna con el vi

rus atenuado no es recoMendable ya que hay evidenc1as Muy fuertes para atribuir 

al virus prop1edades oncogénicas <18, 45>. La carencia de un fárMaco eficaz 

contra las infecciones herpéticas es otra de las razones por las que este virus 

no ha sido controlado: algunos, tienen acción contra el v1rus cuando se halle 

en estado productivo pero no se ha deMostrado que alguno de ellos actúe sobre 

el v1rus latente para eliMinarlo <54>. 

El virus Herpes SiMple es de gran lMportanc1a coMo probleMa de salud, 

debido a que gran parte de la población padece infecciones debidas a este virus 

(ya sea en estado productivo 6 en estado latente>, coMo lo deMuestran Muchos 

estudios, algunos de los cuales se Mencionan a continuación' 

CESARIO, 1969. En une casa hogar ~era niños, el 32% de los ni~os que te

n1an anticuerpos contra HSV excretaban al virus periodicaMente, le Mayoria de 

Manera asintoMática <34>. 

DOUGLAS, 1970. En un estudio con adultos que pre5entan anticuerpos hacia 

HSV-1 en ausencia de lesiones cl1n1cas, se recobró el virus a partir de secre

ciones orales en un 50X <14>. 

BARINGER, 1973. En 6 de 7 cadáveres recuperaron el virus a partir de 

ganglios trigeM~nales; de los 7 cuerpos, solaMente 2 tenian historias clínicas 

sugestivas de herpes labial o herpes en la zona oral <2>. 

RAWLS, 1973. Mediante un estud10 en po~laciones de Estados Unidos, Dina

Marca, N. Zelanda e Israel se deterM1nó que entre un 83 y un 100X de las dis

tintas poblaciones presentaban anticuerpos contra HSV (tipo 1 y/o tipo 2> (45). 

BARINGER, 1974. En el 407. de 60 cadáveres adultos escogidos al azar se 
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recobró el virus HSV-2 a p11rt.1r de nerv.ios sacral.es J3 • 

NAHl'IIAS, 1976. En un estudio con Mujeres Mayore-~<~~-:40 eñes se observó 

que el 9% de una población en Estados Unidos y-el 77'1. de-una población en Ugan-

da presentaron anticuerpos contra HSV t1po 2 C34). 

WHITLEY, 1980 y YEAGER, 1984. El porcentaje de HSV-Z aislado de niños 

con herpes neonatal se Mantuvo entre el 56 y el 86%; en todos los casos, la in-

fección fué provocada por la Madre, que presentaba infección productiva pero 

subclinica en el ~oMento del parto (37, 53). 

TABLA 3. INFECCIONES CON HSV. TIPO DE VIRUS 
Y NUMERO DE EPISODIOS EN EE.UU (37>. 

TIPO DE INFECCION PRESENCIA Y 
TIPO Di HSV 

EPISODIOS/ANO 

- GingivoestoMatitis 
- Herpes labial recurrente 
- Herpes genital prlriario 
- Herpes gen1tal recurrente 
- Herpes ocular 
- Encefalitis herpética 
- Herpes neonatal 

98% t l po l 
99-100X tipo 
87-93% t lPO 2 
81-100% tipo 2 

97% tipo 1 
97X tipo 1 

56-86'/, t iPO 2 

500 Plll 
100 Millones 

60 Mil-500 Mil 
2-20 l'lil lone11 

300 Mil 
1000 

2rJ0-1000 

En el Center for Oisease Control <COCl, Estados Unidos, se ha deterMina-

do que el herpes genital es la cuarta enferMedad venérea Mas coMún, despues de 

gonorrea, uretritis o vaginitis no especifica y verrugas venéreas; aderiés cier-

tos estudios (4, 37>, deMuestren que la frecuencia de infecciones por HSV ha 

lncreMentedo notableMente: 

- En Estados Unidos, el herpes genital increMentó de 3.4 a 29.2 casos por cien 

Mil co11sultas de práctica privada en un periodo de 13 años ( 1966 a 1979). El 



-u -

horpes oral increMent6 1.5 veces; Mientras que el herpes neonatal auMentó de 

0.03 a 0.12 casos por Mil niños vivos de 1966-69 a 1978-81. 

- En Inglaterra los casos de herpes genital auMentaron de 12.2 a 28.B por cien 

Ail habitantes en un periodo coMprendido entre 1971 y 1978. 

Las tablas 3 y 4 Muestran algunos datos que, aunque no son estadisticas 

de nuestro pais, reflejan lo grave q~e resulta el virus Herpes SiMplo COMO pro-

bleMa de salud Mundial. 

TABLA 4. HERPES NEONATAL. SITIO INVOLUCRADO Y 
CONSECUENCIAS <37>•. 

TIPO DE INFECCION PACIENTES CONSECUENCIA 5 
No. X liUERTE SECUELAS NORMAL 

Oi5eMinad<!i 
Involucrando SNC 78 33 -·71~ lSX 147. 
Sin involucrar SNC 38 16 87X 3X 10X 

·Localizada 
En SNC 61 26 37X SlX 12'.t: 
Ojo 13 s 0 31X 69% 
Piel 39 17 10X 26% 64X 
Boca 4 2 0 0 100% 

Asinto,,ática 2 1 0 0 100% 

Totales 235 100% 49% 25X 26X 

•Diagnóstico preMorteM y sin trataMiento con antivirales <En Estados Unidos l. 

Todos lo& datos Mostrados anteriorMente son algunos de loe Muchos reali-

zados hasta la fecha en los que se observa lo iMportante que resulta el virus 

Herpes SiMple desde el punto de viste epideMiológico y de salud; sin eMbargo, 

en MéKico se carece de una Metodologia que perMlta diagnosticar al virus coMo 

agente etiológico de infecciones ulcerovesicularee da Manera precisa. 
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El herpescgenit~( puede,conf~ndirse clinicaMente c6n sifills priMar1a 

ITreponeMa palliduMI, chancro suave IHaeMcphillus ducreyi1 y linfogranuloMa 

venéreo en su fase inicial !ClaMyd1~ trachoMatls), debi~o pri~cipalMente a que 

todos ellos, provocan la forMación de ulceras y aunque los datos clínicos ayu

dan al diagnóstico diferencial, frecuentel'!ente existen confusiones o infeccio

nes Mixtas. Es iMportante llevar a cabo el diagnóstico diferencial ya que el 

trataMiento es diferente y especifico para cada caso, sobre todo en la fase 

leMprana de la infección. RecienleMente se han descrito casos en los que el vi

rus Epstein-Barr es responsable de ulceras genitales 143), y, por lo tanto es 

necesario cons·iderarlo taMbien en el diagnóstico diferencial; lo MISMO ocurre 

con el virus de Molusco contagioso 113). 

Las infecciones herpéticas en la Mucosa oral pueden ser confundidas con 

otrAs infecciones virales provocadas por algunos virus Coxsackie tipo A, prin

c ipalMente A2-A6, AS y Al0 que producen herpangina y Al0 que produce faringitis 

linfonodular ( 12); aMbos cuadros son MUY seMejantes a la gingivoesloMatitls y 

a las ulceras herpéticas recurrentes intraorales. En esto~ casos es necesario 

identificar al virus para el diagnóstico ya que el cuadro clínico y el curso de 

la infección son Muy seMeJantes. 

Un caso de infección herpética que requiere necesariaMente el diagnósti

co de laboratorio antes de establecer el trataMiento es el herpes ocular. Es 

Muy coMÚn que los corticostero1des se adM1nistren localMente en infecciones 

bacterianas pero cuando se adMinistran en infecciones herpóticas, istas auMen

tun en severidad, ya que tales Medica~entos :nhiben la cicatrización de la 

lesión, provocando con ello que el virus ~lgu infectando celulas adyacentes. 

CoMo so Mencionó anteriorMente, puede haber casos asintoMáticos de 

herpes genital en Mujeres eMbara~ada~, siendo alto el riesgo de infección del 
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niño al MOl'lento del parto, es pues necesario eatablecer un. d1agnost ico d1 fe

renc1al en tales casos para realizar una opéracion c·cúíar~~~'y evitar el contacto 

del niño con el virus durante el parto. 
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II. PLANTEAMIENTO OEL PROBLEMA,· 

En México;· el diagnóitico· del'virus.Herpes SiMple se real1:a de tres 

forMas: 

1. Observación de las ~tlulas en la base de la lesión. Se hace un ras

pado de la lesión y el frotis se tifte con GieMsa o Papanicolau para observar 

los caMbios Morfológicos de las células infectadas en la base de la lesión. Se 

observan cuerpos eosinófilos intranucleares debidos a la acuMulación del geno

Ma viral. Este exéMen resulta poco sensible y puede dar resultados falsos nega

tivos (36 l. 

2. Pruebas serplógicas. Las Mas utilizadas en el diagnóstico de HSV son: 

neutralización, inMunofluorescencia y ELISA. En los casos de infecciones priMa

r1as puede coMpararse el titulo de anticuerpos específicos entre el suero agudo 

y el suero convaleciente del paciente, lo cual nos perMite establecer si hubo ó 

no infección, pero dado que hay que esperar un periodo ~ tieMpo largo (eprox1-

MadaMente 3 seManasl no resultan apropiadas pera el Manejo clinico del pacien

te 1441. Le serologie, no sieMpre es de utilidad en infecciones recurrentes, 

porque en Muchas ocasiones no se presenta un auMen1o de anticuerpos ente la in

fección secundaria (141. Una iMportancia de la serología es la deteccion de in

fecciones por distintos tipos de Herpes SiMple, aunque deben considerarse cui

dadosaMcntc las reacciones cruzadas que norMalMente se presentan. 

3. Características clinicas de la lesión. La Mayoria de las veces, el 

diagnóstico se efectua solaMente toMando en cuenta estas características, pero 

Muchos otros agentes infecciosos pueden producir lesiones del MisMo tipo COMO 

ya se ha Mencionado en parrafos anteriores. 
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ToMando en cuenta las diferenc1as en ~us prop1edades biológ1cas se han 

desarrollado distintos M~todos de tipiF1cación; por ejeMplo, podeMos distinguir 

los dos tipos de HSV por su sensLbiiidad a ciertas :ustancias COMO la heparina 

'40), y la 5-C2-Br0Mov1nil>-2-deso.-iuridir.a <55); por la capacidad de forMar 

~lacas lit1cas de distintos taMaños al ser cultivados en eMbriones de pollo; 

por el tipo d~ efecto c1top6tico que producen en Monocapas celulares; por el 

neurotropisMo enºratones 1411 y Muchas otras pruebas. 

_,-

Gens i derando sus :.chferehc ias. serolÓgicas, se han desarrollado pruebas de 
.- ,-

alta sensibilidad talescoMo'l-a tinción con inMunoperoxidasa, RIA y.ELlSA; el 
;'".<-

probleMa en estos caso_s 'es~.1a:,ai.5ponibiÜciaif de reactivos biológicos altaMente 

específicos (principal~~hte,s~~~~~>/.qUe re~ultan de alto costo y difíciles de 

obtener. 

Otras Metodologiasutiliiada~ scin la Microscopía ~lectrónica, que es de 

utilidad para diferenciar al HSU de Poxv1rus y Enterovirus pero que en general 

no nos perMite distinguirlo del virus"Varicela.Zoster; esta técnica es poco 

aplicada por la escasa disporí'ibilidad de. !'11.C:rosc~pfos-electronico& para el 
'i< . . - ' 

diagnóstico. 

FlnalMente, una técnica que ha sido introducida recienteMente es la 

detección del DNA viral, ya sea por hibridización (6, 52) o por patrones elec-

troforét1cos de los fragMentos producidos por enziMas de restricción. 

Las enziMas de restricción son endonucleasas que reconocen secuencias 

especificas en el DNA <la secuencia de reconoc1Miento puede ser de 4, 5 ó 6 ba-

ses). Muchas de estas enziMas cortan dentro de esa secuencia, pero existen al-

gunas que cortan en sitios diferentes al s1tic de reconociMiento. Tales enziMas 

se han obtenido a partir de distintos MlcroorganiaMos, princlpalMente bacterias. 
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Gracias a la utilización de les enz1Mas de restr1cc1ón y radioisótopos, 

se ha deterMinado, Mediante elctroforesis, que el DNA de HSV está forMado por 

dos segMentos <L y S>, cada uno de los cuales presenta una secuencia única en 

la parte central, (UL y US>, y secuencias repetidas en sus respectivos 

extreMos, representados en la Figura 2 COMO ab, b'a', ac y c'a', La existencia 

:>il'lul tanea de e5as secuencias da COMO resultado la presencia de 4 poblaciones 
' - ' ~ - . 

equiMolares en las que cada uno de los fragMentos repetidos se_ e-~cuent'r~n 

invertidos entre si <S>. 

Tel'\bien se han deterMlnado los sitios de corte con diferentes enziMas de 

restricción en cepas prototipo de HSV <tipos l y 2l, aunque existen sitios de 

corte variables en distintas cepas, coMo lo Muestran las figuras 3 y 4 <B>. 

La utilizacion de enzlMas de restricción se ha aplicado en el estudio de 

diferentee cepae de HSV aisladas de diversos orígenes clínicos y Qeográficos 

<7, B, 10>. Estos estudios han deMostrado la existencia de una enorMe var1abi-

lidad de geno~as virales en cuanto al núMero y peso Molecular de los fragMentos 

resultantes de la digestión con dichas enziMas (7, 8, 10, 20l, sin eMbargo se 

ha observado que: 

- Los doa tipos de HSV pueden diferenciarse por el petrón electroforético de 

los fregMentos del ONA viral resultantee de la digestión con distintas enziMas 

de restricción Cl, 7, 10, 30, Sll 

- Los cepas aisladas no relacionadas son fácilMente diferenciables por el pa-

trón de restricción que se produce al digerir con una enziMa, distinguiéndose 

en, por lo Menos, un sitio de corte <8, 20>. 

- Las cepas relacionadas epideMiológicaMenle son indistinguibles en cuanto a 

los fragMentos producidos por el corte con una enziMa de restrlcci6n (7, 8). 
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- Las diferencias entre los patrones de restric~ión de.los virus ~1sladoz par~

=er; ser estables tanto in vivo col'lo in vitro (8). 

En el presente trabajo, se pretende desarrollar un Método de diagnóstico 

y tipificación del virus Herpes SiMple en infecciones causadas por el, basado 

en el análisis de los fragrrientos re:!!ultante:s de la digestión del DNA viral con 

enzirrias de restricción. La observación de los fragMentos separados por electro

foresis en base a su tarriaño, puede realizarse por tinción con brorriuro de etid10 

ó nitrato de plata. 
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II l. OBJETIVOS. 

l. Establecer las condiciones de trab~Jo que habrán de ser utiles en la 

inplantación del Método en el laboratorio. 

2. Establecer y nodificar el Método a un estado óptiMO con el uso de 

cepas prototipo de HSV adaptadas al cultivo en laborator10, tanto tipo 1 COMO 

tipo 2, de nanera que pueda ser utilizable en un laboratorio de diagnósli.co. 

3. Probar la netodología con nuestras clinicas de infecciones h~;;~tI.cas 

y verificar si se lleva a cabo de nanera satisfactoria. 
~,_·~r~>--· 

4. Tratar de elininar la necesidad de Multiplicar al ·viru~ eri cultivos 

celulare5, detectándolo directaMente de las nuestras en base al nisno princi-

pio. 

, 
IV. HIPOTESIS DE TRABAJO. 

El DNA de HSV-1 y el de HSV-2 difieren en le posic1ón de Muchos sitios 

de corte con algunas enziMas de restricción. Asi, cuando el DNA de HSV se 

digiere con alguna de estas enzinas, los fragnentos obtenidos producen un 

patrón de restricción que puede discriM1nar los dos tipos de HSV. 



- 22 -

V. MATEPl~LE5 Y METODCS. 

A. CELUL~S Y VIRUS. 

Se ut1l1:aron células Vero para propagar.e~HSV y ~ara fnfectar con 

el v1ru5 proveniente de l'luestras clinicas: fueron· ~~·t.Clbl~cid~·s:en 1962 .a partir 
·.·.'~< ,; 

ce un r 1i'6n de riono •ierde africano adulto: presehtán .üna· l'lor.fologia • s iMilar a 

f1broblastos. 

Mutante de HSV-1 capa:z:de producir fusión celular'yMacroplac·as--(22·);••!a•cepa 

l'R-3 <Mclntyre), utilizada COMO prototipo de HSV-1 y aislada de un paciente con 

encefali\ls; las cepas KOS y FU-Z, utll izadas coMo prototipo;_de HSV-f; y, la 

cepa MS, col'lo prototipo de HSV-2, aislada del cerebro de una persona adulta con 

esclerosis. 

B. REACTIVOS. 

l. Medio de Cultivo. Se utiliza Medio Min1Mo Escencial Eagle Modifica-

do de Flow·Laborafories con -100000 U de-Periicilina, 100 Mg de EstreptoMicrna. B 
. . . 

Mg de GaraMicinay f"ung.fzona. AdeMés, contienebicar_bonato de sodio al 0.88% y 
- . 

roJo de fenol col'!o 1hdicado~ de·pH. 

·:.' ' ': : . '... ~: . : " ' " . : 

Cuando .se üúliza ~r\\la pr'~~a?acl6n cl~·C¿l~f~\.se agre_pa.:~def!iás, suero 

fetal. de bovino inac.ti.;ado a<s6'~c,i;ói-30.r)1huto5'.á ~ri~ h~ric~ritr~~16ri del BZ. El 
.·,./-; ~ '.·)~·~·--:~:, .: -.: :· -.::. :~:.:~j:\;1: ~--;_,:,_~·~·<·-'.::'.:·/<,\·>:::,::·:,.;~:Y:\~ ... :'..· . .,: .. ,ó· ... ::·~ .·:.~~ ,-

,,.,e d 1 o que se utiliza en .fa,recoleé::ciqfl:'·ae:•]a'á''Mu~stras_:'co·nti'en'e:··4~;·de suero 

fetal de bovino- (sFB ;-t-~1~~~b~·~'~¿~~~t¡~'ff6'tj~'j~:~~r'F~~dto·;~·;al,Macena a 4•c. 
\::.:~: ;:~~;?>>:/ '.'.' ;:~: '::;. ,· ·:·:" ·,/; '. ... · '• . 

,~ ·:·~:--:~-:~- ;;_ ~ó.-_'. "'~-·',=,· -'°'''",_·~-;_:-~;.~·=-.~ : ·~·,.: · · : . ;~L~---,~~ ~.-_: _ . 
2. Solución salina a'l'lorti~~~d;~a~e·;¿5f~t6~··<PBS>.· Contiene 8 g de 

cloruro de aodio, 0.2 ¡;¡ de ciorúro de pote~i<>.. 0·;2 g .de fosfato Monobasico de 



- 23 -

potasio, l.15 de fosfato dibásico de sodio, 0.i g de cloruro de calc10, 1.88 g 

de cloruro de Magnesio hexahidratado en 1 litro. Se esteriliza por filtración y 

se guarda a 4"C. 

El PBS utilizado en el ensayo de infectividad del ONA viral carece de 

cloruro de calcio y de cloruro de Magnesio; los deMás reactivos se encuentran 

e la Mí5Ma concentración. 

3. MEM-Tris. Se prepara Mezclando tres volúMenes de MEM sin bicarbona-

to de sodio y un voluMen de Tris 0.2 M pH 7.4. Se alMacena a 4"C. 

4. Proteinasa K. 50 Mg de Proteinasa K "SigMa" se disuelven en 5 Mi de 

agua desionizada y se alMacena a -z0·c. 

5. BroMuro de etidio. Se hace una solución concentrada con 10 Mg/Ml y 

se guarda a 4"C. Es extreMadaMente cancerígeno; NO 9ebe tenerse contacto direc

to con 61. 

6. Solución aMortiguadora "alta sal". Contiene cloruro de sodio 100 

MM, Tris.HCl 50 MM pH 7.5, cloruro de Magnesio 10 MM y 1 MM de ditiotreitol. Se 

hace una solución concentrada 10 veces (10X> ~se guarda a 4"C. 

7. Solución aMortiguadora "Media sal'. Contiene cloruro de sodio 50 

MM, Tris.HCl 10 MM pH 7.5, cloruro de Magnesio 10 MM y ditiotreitol l MM. Se 

prepara una solución l0X y se alMacene a 4"C. 

8. Solución aMortiguadora de lisis. Contiene Tris.HCl 10 MM pH 7.9, 

EOTA 10 MM y Tritón x-100 al 0.25X. 

9. Fenol saturado. Se preparen 250 Ml de una solución Tris 10 MM, EOTA 
-~·· 

l MM pH 8.1 y se va agregando poco a poco en 150 Ml de fenol destilado con ag1-

tación constante hasta llegar a la ~aturac16n. Si ee for~a una eMul~i6n, ee 
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10. Solución aMortiguadora estinda~ de reticulocitos. Contiene Tris 10 

MM pH 7.5, cloruro de Magnesio 1 MM y cloruro de sodio 10 MM. Se prepara una 

solución SX. 

11, AMortiguador Tris-Acetato. Se prepara una solución 10X, disolvien-

do 4.58 Ml de ácido acético glacial, 1.025 g de acetato de sodio anhidro, 0.93 

g de EDTA dlsódico dihldratado y 12.22 g de_Jris base en 250 Ml. 

12. AMortiguador Tris-Borato <TBEl. Contiene 89 MM de Tris base, 89 MM 

de ácido bórico y 2.5 MM de EDTA con un pH de 8.2. Se prepara una solución 10X. 

13; Solución de plata aMoniacal. Se prepara Mezclando 21 Ml de Hidró-

xido de sodio al 0.36Z, 1.4 Ml de Hidróxido de aMonio al 28Z y 1 Ml de nitrato 

de plata al 20Z; se coMpleta a 100 Ml con agua desionizada. 

14. Las enziMas de restricción utilizadas son de le Marca Bio-Laba y 

tienen una concentración de 16000 U/Ml EcoRI, 24000 U/Ml HindIII y 20000 U/Ml 

BaMHI. Todas deben al~acenarse a -20·c. 

15. Mezcla de colorantes. A la solución aMortiguadora utilizada en la 

electroforesis <Tris-Acetato o TBEl se adiciona glicerol al 15X, azul de broMo-

fenol al 0.005Z y xilencianol al 0.005%. Loe colorantes sirven COMO Marcadores 

durante la electroforesis. 

C. METODOLOGIA. 

l. INFECCION DE CELULAS CON HSV. 

a> A una Monocapa confluente de células Vero contenidas en un frasco 
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de 75 cM2 de superf,cie (crecidas con 14 Ml de Medio>, se les retira el Medio 

de cultivo por espiración con vacio. 

b) Les células se levan con 10 Ml de PBS, y éste se desecha; 

c> Se agrega el lisado en cantidad deseada, de acuerdo a la MOI· requ~~ 

rida y se coMpleta con Medio de cultivo sin suero <MEN s/s), en caso·de',que'se 

requiera, hasta 1.5 Ml. 

dl Se deja absorber el virus durante 60 Min e 37·c,· tieMpo durante· el 

cual el recipiente se agita suaveMente cada 15 Min pare Mantener a las células 

en contacto con el virus. 

e) Se retire el inóculo por aspiración con vacio. 

f) Les células se levan nuevaMente con PBS y 6ste se retira. 

g) Se agregan 14 Ml de Medio de cultivo sin suero <MEM s/s) 

h) Se deja incubar a 37'C en una estufa con atMósfera de C02 al SX 

hasta la aparición de ecp. 

i) Cuando el virus se requiere pare la propagación, la MOI debe ser 

Menor de 0.01 y el lisado utilizado para infectar se obtiene COMO sigue• las 

células infectadas se desprenden del recipiente, se sonlcan 2 veces durante 20 

seg.en un sonicedor Brenson 185 y los re~tos celulares se separan por centr1-

fugeci6n e 1500 xg/10 Mini 4"C. El sobrenadente se utiliza para Infecciones 

posteriores. 

z. RECOLECCION Y PROCESAMIENTO OE MUESTRAS CLINICAS. 

a) La lesión ee raspa con un hioopo huMedecido en MEM con suero fetal 
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bl Se hacen diluciones deciMale:s 

desde t01 hasta 10-f con MEM sis. 

agita violen-

en 

el Cuando la Monocapa celular está totalMente con(luente, se retira el 

Medio de cultivo de cada pozo por aspiración con vacio~. 

di A cada pozo se agrega 1 Ml de PBS para lavar las c~lulas y nueva

Mente se retira por a:sp1rac1ón con vacio. 

el Se inocula con 0.2 Ml de cada dilución de lisado por pozo, por 

triplicado. Se utilizan tres pozos coMo control negativo con MEM s/s. 

f) El virus :se deja absorbiendo 60 Mln a 37'C, agitando suaveMente. 

gl Se retira el inóculo por aspiración con vocio. 

hl La:s celula:s se lavan agregando PBS y retirándolo con vacio. 



-Z7-

i) A cada pozo se ag~ega 1 Ml de_MEM con 2X de suero huMano (1nact1va

do 30 Mina ss·c¡ que tenga antré-uerpos neutralizantes contra HSV con un titulo 

Mayor O igual de 512 por reducció'n'del;50X en el núMero· de placas, descrito 

posteriorMente. 

j) Se incuba a 37·c en una ~tMósfera de COZ SX ~asta la for~ación de 

placas _(aproxiMadaMente 48 hrs). 

kl Se cuentan las placas forMadas y, en base a la dilución y al volu

Men del inóculo, se deterMina el titulo en ufp/Ml (unidades forMadoras de placa 

por l'lililitro). 

Las placas pueden contarse directa~ente al Microscopio ó tiñiendo con 

Cristal violeta, de la siguiente forMa' 

-) Se retira el Medio de cultivo 

->Se añade 1 ~l de forMol al 4X durante 5 Min y se retira 

-) Se lava con agua corriente 

->Se agregan 0.2 Ml de Cristal violeta al lX en etanol al S0X en cada pozo. 

Despues de 2-3 Min, se retira y se lava con agua corriente. 

4. TITULACION DE ANTICUERPOS ANTI-HSV EN SUERO HUMANO POR NEUTRALIZACION 

a) El suero se inactiva calentandolo a 56"C durante 30 Min. Se hacen 

diluciones 2X de este 11:16, 1=32, 1:64 .•. ) con MEM sis. 

b) Se hacen las diluciones necesarias del lisado de HSV, previaMente 

titulado, de Manera que se obtengan 500 y 5000 ufp/Ml. 

c> Se ~ezcla 0,5 Ml de cada dilución de suero con 0.5 Ml de cada dilu

ción de lisado. CoMo controles positivos se utilizan 0.5 Ml de MEM sis con 0.5 
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Ml de cada dilución de lisado y, coMo control negativo, 0.5 Ml de la dilución 

Más pequeña de suero con 0;5 Ml-i:le-MEM s/5, 

e> Por 

zos de una caja 

f) las 

aspiración con 

dad, por 

hl El virus se deja 

St, agitando constanteMente. 

il Se retira el inóculo y se agrega PBS para lavar las cél~las, aMbos, 

por aspiración con vacío. 

jl En cada pozo se agrega l Ml de MEM con ZX de suero huMano que con

tenga anticuerpos neutralizantes contra HSV (con un titulo Mayor de 1:128>. 

kl Se incuba a 37"C con alMósfera de C02 5X hasta la forMación de 

placas. 

l> Se cuentan las placas en los pozos correspondientes a las distin

tas diluciones de suero y en los controles positivos y se proMedian (para una 

Ml5Ma dilución). 
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coMo aquel.la dilución en .que se reduce en 50Z 

PR>50 -: 50 

f'R>50 

en donde: 
X- dilución buscada 
n- dilución inMediata que 

redujo Mas del 50X de placas 
PR- X de placas reducidas en 

"n" 

5. PURIFICACION lJEL DNA DE HSV POR GRADIENTES DE CsCl <52 l. 

al Las é:i:1ti'la:s in-fect:cidas _con un ecp > 80X correspondientes a 150 cM2 

de superficie SC d~spreiiden deJ frasco COMpletaMente y Se Centrifugan d 800 XQ 

bl El botón celular se lava con.PBS, frio~y nuevaMente se centrifuga en 

las MisMas condiciones. 

~ ; .- -

c > El botón se resusp~nd~~_:e_~,~~5,~i~{ d~l'EPTA 10,MM'pH B .0. y 11e agrega 

Oodecil sulfato de sodio <SDSJ a u·rí~'c:'~~~~~t~a~ic)nfin~l de 0.sx. 

d> Cuando desaparece la tur~id¿~. :s~agrega 0.3 MI de Proteinasa Ka 

una concentración de 10 Mg/Ml para dar una concentración final de 2 MglMl. Se 

incuba a 37·c durante 3 hr. 

e) Se agrega la MiSMa cantidad de proteasa y se incuba nuevaMente a la 

MlSMd teMperatura por 16 hr Más. 

f) Con el Material resultante de la digestión se hace un gradiente de 

la siguiente forMa: Se diluye el Material dig~rido con Tris-EDTA 10-1 MM pH 7.5 

y se agrega CsCl y broMuro de elidio hasta dar una densidad de 1.566 y una 

concentrac1ón de 100 pg/M! respectivaMente. La densidad se ajusta por el indice 

de refracción. --~. 
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gl Esta Mezcla se centrifuga a 42000 rpM/ 70 hr/ 10'C ~n un rotor 

BeckMan Ti50. 

h> Se obtienen do11 ban.das visibles con lu~.UV __ ~n;c:l;/C:()Í-f~; Laillanda 
·e:;,;;,: ,~ -~ ;_:::::e' .• -

fer i Or corresponde al ONA de HSV y se puede recolectar:'. ~J~%~t~~<'i!~J g~~diente, 

in-

'- r.::·: ::.?'-->~ )':::·~/-:::_·,·:.:.::>¿,:; :;:·_:·; 

il El Material recolectado del gradiente se extrae con'ri-Butanol satu-

rado con NaCl 3 veces y el ONA que se encuentra en la fas.e ·acuosa se precipita 

con dos voluMenes de Etanol y un voluMen de Acetato de sodio 2.M; finalMente, 

se resuspende en Tris-EOTA 10-1 MM pH 7.5. 

6. ENSAYO DE INFECTIVIOAD DEL DNA DE HSV <19). 

al El ensayo se realiza en una caje de 24 pozos con una superficie 

disponible de 2 cM2 por pozo. Una vez que les células estan confluentes, se les 

retira el Medio de cultivo por aspiración con vacío. 

b) Se lavan con 1 Ml de PBS libre de Calcio y Magnesio, se retira el 

sobrenadante con vacio. 

c> Les células se lavan con MEM-Tris y nueveMente se retira el sobre-

nadante. 

dl Las células se tratan con una solución de DEAE-Dextrán 500 ug/Ml en 

MEH-Tris durante 30 Min a Z5'C. 

el Les células se inoculan con ONA viral disuelto en HEM-Tris y con 

Cloruro de Calcio a una concentración final de 0.125 M. Esto se realiza por 

triplicado. 

f) CoMo control poaitivo se inoculan las células con el virus y COMO 
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control negativo se utiliza MEM;_sia. 

gl El ONA 6, en su caso, el_vir~a se deja abso~ber du~ante 1 hr a 37"C 

en una incubadora con C02 al SX. 

,-,· ·- ' 

h l Se retira el inóculo y se añade l 1'11 de' .MEM. c.on--2% .de suero huMano 

que contenga anticuerpos contra HSV. 

il Se incuba a 37"C en la MiSMaa condi¿iones, hastaq~e se ~bse~va ecp 

o placas liticas. 

7. OBTENCION DE DNA DE HSV POR PRECIPITACION CON NaCl CPIGNATTI, 38l. 

al Las célulaa infectadas con ecp > 80X correspondientea a 150 cM2 de 

superficie se desprenden del recipiente en que se encuentran y se centrifugan a 

800 xg durante 15 Min a 4"C. Se desecha el l'ledio de cultivo. 

bl El botón ae resuspende en 10 Ml de PBS, se agita suavel'lente y nue-

val'lente se centrifugan. El sobrenadante se deaecha. 

el El botón ae resuspende en 1.5 Ml de solución al'lortiguadora de liais 

y se agita suaveMente durante 10 l'lin a 25"C. 

dl Se agrega NaCl 5 M para dar una concentración final de 0.2 M; inMe-

diataMente ae agita por inversión y se centrifuga a 1500 xg durante 10 Mln a 

4"C. El botón se deseche. 

el Al aobrenadante se agrega Proteinasa K 20Mg/Ml, SOS l0X y Trts-EDTA 

50-50 MM pH 7.5 para dar concentraciones finales de 100 µg/Ml, 0.ZX y 10-10 MM, 

respectivaMente. Se incuba a 37"C durante 2 hr aproxiMadaMente. 

f) Se extrae con un volul'len igual de Fenol saturado con Tri:i-EDTA 10-1 
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g) 

tato de 

h) Se 
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de Ace

itar el 

i) Se evapora 'todÓ el etanol y el botón se re:suspende en 30 pl de Tris 

EDTA 10-1 MM pH 7,5, 

B. OBTENCION DEL DNA DE HSV POR SEPARACION DE NUCLEOS <ARENS, ll. 

a) Las células infectadas con un ecp > 80% correspondientes a una area 

de 150 CM2 se desprenden del recipiente en el que se encuentran y :se centrifu

gan a 800 xg durante 15 Min a 4'C. El sobrenadente 5e desecha. 

bl El botón se resuspende en 10 Ml de PBS, se agita suave y nuevaMente 

se centrifugan. El sobrenadante se desecha. 

·e) El botón se resuspende en 4.5 Ml de aMortiguador estandar de reti

culocitos y se incuba 1 hr a 0'C con agitación suave. 

d) Se hoMogeniza en un HoMogenizador Eberbech con 20 golpes sobre un 

baño de hielo. 

e) La su:spensión :se centrifuga a 2000 xg durante 5 Mina 4'C, El botón 

se desecha. 

f) El sobrenadante se ajusta con EOTA S0 MM, Proteina:sa K 10 MQ/Ml y 

SOS 10% a concentraciones finales de 5 MM, 200 µg/Ml y 0.05% respectivaMente. 

Se incuba durante 30 Min a teMperetura aMbientc, 
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g) FinalMente, se extrae y se precipita.de la ~isMa Manera que en el 

Método anterior. 
,.· :_ .. 

9. OBTENCION DE DNA DE HSV POR PRECIPITACION CON f>ó'JrETILENG¿COL C7>. 

a) Las células infectadas con ecp del 1007. iie :de~~~e~cl~~\.fot~lMente 
de 1 rec ip lente en que están contenidas. El 1 i sado se con~~ia-d·a~·c·~·~~~·la tres 

veces. 

bl El lisado se centrifuga a 800 xg durante 15 Mina 4"C, S~ decanta y 

el botón se desecha. 

e) Al sobrenadante se le agrega Polietilenglicol CPEG> al 50~ con peso 

Molecular proMedio de 6000 para dar una concentración final de 10Y. y NaCl para 

dar una concQntración final de 0.5 M. Se agita y se deja reposar 2 hr a 4'C. 

dl Se centrifuga a 20000 xg durante 30 Mina 4'C; se decanta y el 

·sobrenadante se desecha, 

e) El botón se resuspende en Tris-EDTA 10-1 MM pH 7.5 de Manera que el 

Material precipitado esté diez veces concentrado. 

f) Se agrega SOS al 10Y. para dar una concentración final de 1.57.. 

gl El DNA viral se extrae y se precipita de la MisMa forMa COMO se 

describió anterlorMente. 

10. DIGESTION DEL DNA DE HSV CON ENZIMAS DE RESTRICCION. 

El DNA obtenido por los distintos M~todos de extracción se trata de la 

siguiente forMa: Se Mezclan 1/3 del Material extraido con 5 Unidades de EnziMa. 

AMortiguedor "alta sal" ó "Media sal" 10X, segun la enziMa utilizada, esperM1-
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dina 100 MM (0.4 úl por cada .10 µl de voluMen de. reacción> y agua des1on1zada 
. ' . . 

51 se requiere. E} aMortigúador' ;'alta sal" se· utlliza. en, las digeid.iones con 

EcoRI, Mientras éú.l!l:;el.aM~rtiguador ;"Media sal"s.e Útil iza en. las digestiones 
-.~- --- ~-¡ ~ ~-> -~ -. ' "., « . . . '• 

con HindIII y BaPIHi: . .En todos los casos· se incuba; a 3rÓ durante la reacción. 
<·.~·?{;\·. -- _,_·,:,. 

En algu~~s ocasiones se utilizó ON(i del .fago laMbda COMO control de 

que la digestión cori las eriziMas de restricción s~ estaba llevando a cabo de 

Manera correcta,~ 

11. ELECTROFORESIS. 

Antes de re~lizar la electroforesis, la Muestra se trata de la si-

guiente Manera: se agregan 5 µl de la Mezcla de colorantes y se calienta a 65"C 

durante 5 Min para deshacer agregados. 

al Geles de Agarosa. Se hace un gel horizontal de agarosa al 0.7-0.8% 

de 11 X S X 0.3 CM, se carga la Muestra y se corre a 100 volts durante l hr, ó 

hasta que el azul de broMofenol llegue al·borde de~ gel, en solucíón aMortigua-

dora Tris-Acetato. 

·. 
El gel de agarosa puede teñirse con BroMuro de etidio, adicionándole a 

una concentración de 100 ng/Ml en la solución de Tris-Acetato y observando bajo 

luz UV. Los fragMentos producidos en la digestión pueden taMbien visualizarse 

por tlnción con n1trato de plata (descrita posteriorMente). 

b 1 Los Geles de PoliacrilaMlda se hacen al 5% en base a la siguiente 

fórMula: 

- 4.12 Ml de AcrilaMlda-Bis acrllaMida 30%-0.8% 
- 2.5 Ml de AMort1guador TBE 10X 
- 18.l Ml de Agua desion1zoda 
- 9.5 MI de TEMED 
- 225 ul de Persulfato de aMonio 10X 
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las diMensiones del gel son 14 X ~0 X 0.~ CM. Se colocan las Muestras y se 

corre a 200 volts durante 4 hr (ó a50 volts durante 16 hrl en ·al'lortiguador TBE 

lX. El gel se tiRe con ~itrato de ¿lata. 

12. TINCION CON NITRATO DE.PLATA~ 

a) En geles de Agarosa <42): 

-) El gel se enjuaga 
. . ' : - ' 

- ) Se seca a 37" C, con un papel Íútro .enc.iMa 

- > El gel se coloca en glutaraldehi}lo'.al ~x .• ·js 1'11n éon agitación 

- > Se enJ uaga con agua des ion iZadiCtrú~s veces' · · ~ 
-· - ·: ·._·;_,;_-~ .::¡, >~'.L(_< . ~ " .. · . 

- > Se agrega la solución de plata al'loniacal~Y:~i~":r;':úr°;a .há;t~ que'apar:ecen las 
-=:.=-d"":,. _:, .-,-;_~~;,;:~:/~?' ·. ':·_;:-.'.~<~~:~~:~_- ~ 

- > ::n:::~e ut 1 l izar Acido acético al 107. P~r:~~:,~'~J~;~'J:: 'T[lc:Ln.f• ; 

bl En geles de PoliacrilaMida: 

-) El gel se coloca en una solución de etanol-ac. acético 10%-0.SX por 30 Min 

-> Se coloca en una solución de nitrato de plata al 0.lBX durante 30 l'lin 

-) El gel se enjuaga dos veces con agua desionizada, desechando cada lavado 

->Se coloca en una Mezcla de ForMol y NaOH <0.4 Ml de forMaldehido al 38X y 50 

Ml de NaOH al 3%) hasta qµe aparecen las bandas 

->La tinción puede fijarse con Acldo acético al lX. Lavar con agua desioni-

zada. 
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V l. RESUL TAO OS. 

l. Condiciones de propagación del virus Herpes SiMple. 

Se establecieron las condiciones óptiMas de propagación del v1rus Herpes 

SiMple cepa MP en el laboratorio; considerando princ1palMente, el eiecto produ-

cido por la Multiplicidad de infección <MOI> y por la teMperatura en la produc-

ción de partículas infecciosas. CoMO se Muestra en la tabla RI, la cantidad de 

partículas infecciosas fué Muy variable (desde 104 hasta 101 ufp/Al>, sin eM-

bargo el titulo proMedio obtenido estuvo alrededor de 6 logl0 ufp/Ml. AsiMisMo 

se observa que una MOI alta (Mayor de 1) Mantenida por varios pases consecuti-

vos produce una disMinución considerable en el rendiMiento de perticulas infec-

cioses, por lo tanto se consideró conveniente utilizar MOI Menores de 0.1 ufp 

por célula en pases subsecuentes. 

TABLA s. CONDICIONES DE PROPA6ACION DEL VIRUS ~. 

EXPTO MOI TEMP. INCUB TIEMPO DE COSECHA TITULO (logl0 
(ufp/cel) < ºC) < hr > Y ECP C X H!! ufp/Ml) 

0 5.44 
1 0.002 37 96 5.55 
2 0.0072 37 96 6.11 
3 0.0002 37 72 3 .17 
4 0.08 34 48 5.9 
5 0.4 34 S.11 
6 l. 73 37 18 ( 100) 8 .17 
7 18 37 20 ( 100) 9.7 
8 2 34 24 (80) 6.8 

2 37 24 (100> 7 .17 
9 0.034 37 4.7 

10 0.0005 37 48 (70) 4.06 
11 0.0006 37 96 7. 17 

~ La absorción del virus a la clHula se real izo a 37"C durante 1 hr. 
e La coseche del virus se realizó sonicando el lisedo y separando restos celu-

lares. 
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r1~~nt: 9 de la tabla 5. Por ctro ladc, se c~ant1f1cc el virus liberado al ~e-

d1~ je cultivo y el virus intracelular, despues de incubar a 34 y a 37·c res-

p~c~:1~MeGte ¡se obser~ó que la teMper~!ura no 1nfloia en la liberación de 

particules infecciosas al Medio e~tra~elular. 

Un dato que es iMportante c·~nsiderar es-el efect;:i 'que.tiene el a!Macena.-
- ' -; ·o.'., -- ·- -

Je Ce ...in 11sedo en la 11~aCt.iv~c{-¿n---dé"!"-)1r-~ . .i-s':~.:j_:·c-o~i9'_ s_e_ M;;:i"es_tra=-~~,:-~:s.égui-da: -.el 

¡::ase 3 de la cepa VR-3 de HSV-f tenia.·un .. tlt'ulo:'de 5X.·10 6 ufp/Ml, despues de 9 
- . _· - - -~-- _,:: .. ----:, -._, > - : 

.. •.-- .... -· - o- - . - - :. -3 
e1eses a!Macenado a 4•c eL titulo dtsMinuyó a .5.-X:-10 Ú.fp!ML 

Se ~ult1plica~an otras c~pas de HSV CKOS, Fu~z. y M5), en células Ver~ 

Jt e 11 =ande condiciones .seMe·Jantes a las de ··l_a cepa MP pero el rend1Mie•Úo de 

p~rt1suls~ virales no f~~ tan. buen6;.--los -titulo~ n~·r~er=~ ~~~of~s ce 10 6 
n1 

~enore; de 10
4 

ufp/Ml. 

-. ' . 

01,spué:> ck_establecer las•ccndi.cÍones d~ propacia~16n del virus HSIJ-1 
- ·---- ·o--=------·-,; o---~ - ----- -.=_- ·- =--"-·-" . . - . -- - -·.. . - --- -

cepa ~P. se procedió a. buscar lás ccndi~1ones ~ptiMa~ en la e~traccion del DNA 

•1r~l ~ partir de células infectadas, en base a los Métodos descritos por 

Arfrs et al 11) y Pignatti 1381, princ1pa!Mente. Los .M~todos·se describieron en 

l~ ~ecc1on anterior. 

Condiciones de e~tr~=ción del DNA viral. 

unr_. de 

En la Tabla 6 se de\al lan las ccndic1ane5.-que_Juergn._modd 1cádas en ceda 

Jo,; Métodos, así coMo los resultados en cada~~peri!'lento.· Es necesario 

-.'lr:iles. per-~ en esos casos se <:t;antif1có el Mater·ial e.draído ·pcr Densidad 



Tabla. 6. A.CONDICIONES DE EXTRACCION DE DNA VIRAL. METODO ARENS. 

VARIA. CION[S 11ESlJLTAUO::. 

EXR CEP<\ \JINTIDAO l~ECOLECCION TITULO CONCENTRACION 
DE CHULAS he;. ( 010 ecp} (UFfYml) DE CELULAS No GO...PES RNAsA ENZ/GEL OTROS ONA EXTRAJOO OBSERVACIONES 

'· ... 7., X 106 4B(l0Do/e) .. .1 )( 105 2> NO HINO 111 /Ac..\ROSA ca.A Jt. CONTJtOL 

2. ... z,, X f06 94 (50%1 3,1 X 10G 25 NO HIHOlll/AGAAOSA DNA 111 CONTROL ll.! ug S[ OBSERVAN :1 FRA<l .. ENTOO DE· 

Di.Wf"JtTE COPf PM ) 

DIOUTIOH DMA 

3. llP Z.6 X 10
1 

5116(90%1 1.1. 101 25 NO EroRl/AGAROSA 10.8 uo H0 SE VE DIGCSTION, SOLO UHA 

BANDA. OUE HO PENETnA AL OEL. 

.. ... 7.:u 10• •• ( 100%1 ·,x 109 25 NO Eco IU/ AGAROSA. DN A Jt. CONTROL T.2 ug NO OICESTIOH Df DNA • A llO"ERNO· 

[ 
NO Eco ftl/ AOAROSA DHA. ). CONTROL DIOISlK)~ POSJTll/A DE CO~T~OLES 

Df'. CW-.A ,,_ . CON ANAJ'}' SI! ELJMINA 

o. MP 1.~x107 - 241100%1 3 X10• " ALQO O!: DASURA, PERO F.>CCSTE UlotA 

~04 fiTENSA W!'.. HO f<OICTRA AL 

91 c .. fll / AliAltotA DHA 1' CONTROL G[l.. 

G. NP l.5X to7 48(00%1 )X 10 1 30 NO t.ao JU/ AOAllOSA DN• l. C0'4Tl'OI.. T2 og NO HAY OICCSTIOH OCL c.f.t. >. Q<IE 
se us• couo coNrROL. INTERNI). 

ID· llP 1.zeiix107 •• ( 100.%1 z.1x 101 20 NO EC'o Rl/ •GA.ROS.t. DtGUTION PQ$1TlVA.., SE, OBSERVAN 4-5 

( PLAT ... ) 8ANOAS Rl~OClBLES. L4 MAYORIA DE 

LOS F'RACMfHTOS HO SE Sl!:P".RAN 

POR SU ALTO PM. ESTOS fRAGMENT05 

COftR[SPOHO[H COH Al.G~OS DEL 

[XTRACTO P1GNATTI DEL MISMO ExPTO 

["º""~·-· [" ~·~~ ~ """" ... ~ l PLATAI 
QUE [N n E.nRACTO PICNATl"I 

1•. ... 1.5 )(IQ1 <41llOOo/al 'x107 :a.sx10G 20 NO "DICION DE ANA 
SOLAMENTE 00[ lN MENOR e.ANTI" 

DAD. DIGESTION POSITIVA. 

l!IAM HI C PLATA! Olat:STION POSITl\IA. 1ou•t Ho. DE 
POLl ... CRILANID.t. 

FRAGMENTOS OVE. CON PK>NKTTt, SO· 

LO OVE MUfOS lNl[NSO. 
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C•JNTINUACION Tabla 6-A. 

11. VRl 7Z(IOO"f.) ~.3)(1cP zo 

Tablo 6-8. CONDICIONES DE EXTRACCION DE DNA VIRAL. METO DO PIGNATTI. 

"º IAM ttl(PlAlA) A!MCION DE RNA 
POt..l,CRLAMIOA DtGCiTION PCSITIV.\. ~TRON ElE~RO 

FOR[TICO CARAt:lER!<;TIC(I DE: H5V-1 -

( 5rMEJAHTE A LA CEr~ lJP SALVO 

Al.WJOS Hl"'GMLNlOSI. •A~ 1 1''.fl' CANTIOAO 

DE MATUUAL QIJE CON E'. F.l<: 1 P.ACTO 

PIGNATTI. 

j 
CAtlT1DAD ! EXP .CEPA DE CELULAS 

hECnLECCIC N 
hrs. (º/0 ecp) ENZ/GEL. OTROS DNA EXTRAIDO OBSEfN,\CIONES. 

7. MP 1.!I XIC
7 

48{100ª.4) l.5'.::107 SI Eco Rl/AGAROSA DNA >. CONTROi.. 180 OQ OIG[STION ONA•1' lrH[RNO /N. PERO 

SE ODst:RV4 UNA i\A....OA INTENSA QU[ 

[~"'ºº "'º" 
NO f'NTIU AL GEL. .. VRl 1,5 X!0

7 
46(100%1 l. ~)(l07 .. Et:o RI/ AGAROSA ~4>.. CONTROi. .. 9,S UQ DIGESTION ON.4-). INTEAHO. 5[ OOS[li, 

MEDIO "XIOO VA GRAN CANTIDAD OE MATERIAL.P[R 

NINGUH fAlGJllENTO RtCOl~OC181.E. 

IS. NP 1.2$ X 107 48llQQCl/o} 8.3XI06 NO EuRl/A6-'ROS.\ OfGlSTION rosmvA; Sf. OBSEJ:t\'A'i 10 
(PL4T4) 

O ANO AS MUOtAS CORRlSPOHO(.N A 

FRAGMENTOS DE ONA OC tiS\1-lrHOTOn 

\':t 

[~""~ [ 
OIG[STION POSITIVA. SE OOS!R\IA.N B.A. 

( PL4T41 
DAS DE Pt.t SEMEJANTI: A LOS FR<\G-

MENTOS DE USV-1 PROTOTIPO. l *- MA 

'ª· ... l.5XI01 49CI00%1 'x1al' 'º' NO A.CHCIOH DE ftNl YORIA DE LOS FRAG,.EHTOS NO P\JE:I 
0€N SEPAR 0VtSE PO~ SlJ ALTO P.M. 

IAM HI ~TION POSITIVA. SE OBSERV<\ UN 
POl.!ACAl1.AMID4 

P4TRC>ti [L ECTROronnrco Rtcormc1-
Dl.E <XWO HS1,o1.1 PROTOTIPO , 

'" VRl 1.'!IU07 721100%1 >10° 'º' HO D.WHI ADICION 0[ RNA. OIGESTION POSITIVA. ™'TnOli EL'E.CTAOfO 

AETUXI SIMILAR o\L ONA Dt H5\l·I PRO 

TO TIPO (VER FIGURA 81. 

·-----·------
La ""11/iplkidod d~ mfticr/ón ronca '"ª 111oyor de 0.27 tJxceplo efl al e.xperitnflnlo 8 en qu~ tué ae 3 
Lo concBnlroc:nn d" r.:élv/tJs está refttri:fo al n1~mero de células poi· roAJmen da solu:iÓn, s,g/Kt el mttodo, solf.lción de lisis o so/ucio'n estnndor de reticutoc11os. 
é I nvmero cte r;nlpes t~n el metodo ARENS .sE' n·fiert' n los golpt>s en un Homo<)&nizoo'or de f~jidos tipo Douncer. 
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Se utilizaron gradientes de CsCl para deterMinar si se obtenía DNA viral 

en los extractos y para observar el rendiMiento del MiSMO con cada uno de los 

Métodos practicados, coMparando con el Material obtenido con una extracción di

recta. El priMer objetivo se logró de le siguiente forMe: se observaron dos 

bandas de DNA teñidas con broMuro de etidio en el gradiente; con cada una de 

ellas se realizó una digestión con EcoRI y Hind III, resultando un patrón 

electroforético reconocible COMO HSV-1 y, un ensayo de infectividad que resul

tó positivo para la banda Más densa, con lo cual se deterMinó que ésta corres

pondia al DNA viral. El resultado positivo del ensayo de 1nfectiv1dad se obser

va por un efecto citopático ó producción de placas líticas seMejantes a las 

producidas por el virus coMpleto. 

Cuando se realizaron gradientes con los extractos de los distintos Méto

dos, utilizando el MiSMO lisado, se deterMinó que: 

a). Existe una pérdida considerable de DNA, tanto celular coMo viral, cuando se 

utilizan los Métodos basados en la separación de núcleos y en la precipitación 

de DNA con NaCl. 

bl. El Método basado en la precipitación de DNA con NaCl es Más eficaz para la 

obtención de ONA viral con respecto al que se basa en la separación de núcleos, 

COMO se verificó poster!orMente al realizar electroforesis <Figura 5); sin eM

bargo, ninguno de los dos es selectivo ya que taMbién se obtiene DNA celular. 

c). Le cantidad de ONA viral obtenido estuvo en función directa con la cantidac 

de partículas infecciosas presentes en el lieado, la cual varió de 103 ufp/Ml 

a 7 X 101 ufp/Ml. 

Le cantidad de DNA viral extraída, despues de separar por gradiente' de 

CsCI, 5e estiMó coMparando la5 inten5idades de las ban~as en dichos gradientes, 
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te~idos con broMuro de etidio, con diferentes cantidades de DNA del fego laMbda 

y varió desde un MiniMo de 0.5 MicrograMos (que puede ser Menos pero que por la 

sensibilidad de la tinc16n no se1 sabe con certeza), hasta 2.5 MicrograMo5, en 

aquel ca5o en que las células fueron tratadas con SDS/proteaoa exclusiveMente 

(descrito en Métodos). 

En el experiMento 16 de la Tabla 6 están descrita& las condiciones por 

las que se logró obtener suficiente DNA viral para observar patronea de 

restricción despues de la extracción con los Métodos Arens y ·Pignatti. ToMando 

en cuenta que se parte de un lisado con un titulo de 5 X 10 7 ufp/Ml, ae deter-

í ,, <-' 1 : \ 
-

~ 
::: 
fi 

" ~· 

Figuro ~ ÍPATRONES DE RESTRICCION DE HSV-1 CON LA ENZIMA Bom HI. o).- CHA DE LA C1!PA Vft·>, 

!XTAllOO CON [L W-:TOOO AAllU¡ b),,. DritA Da l..\ CV'4 Yft,.3, EXTR4100 CON EL falETOOO PIGHATTI; 

C)' DMA DI LA CEPA MP, ElITTIAIDO CON El. llETODO l'IQIV,TTI. EN TODOS LOS CASOI SE UTILI• 

ZA- CAllTIOAO('J toJ""'LElllES DI! EXTR.\ClO. 
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l'llnó que se requiere una cantidad Min11'1a de. p_a.r:ticulas ln_fecciosas (en la frac

ción celular del lisadol igual a 4.3 X 101 para.que los patrones de restri-

c1ón/BaMHI sean observables en geles de. poliacr1laMida teñidos con Nitrato de 

.:; Jata. 

Los patrones electroforéticos obtenidos en geles de poliacrilaMida des-

pues de la digestión con BaMHI se observan en la Figura S. El priMero y segundo 

carril corresponden al DNA de la cepa VR-3 <HSV-1> obtenido por los Métodos 

' Arens y Pignatti, respectivaMente; el tercer carril corresponde al DNA de la 

cepa MP <HSV-11 obtenido con el Método Pignatti. Las condiciones de electrofo-

resis se Mencionan en Métodos. 

TaMbién se extrajo DNA viral a partir del Material precipitado con poli-

etilengl1col <PEGI, para tratar de obtener patrones de restricción visibles. 

Para ello, se infectaron 9.7 X 10 7 ·células a una Multiplicidad de tnfeccié~ 

igual a 10, resultando un titulo de 1.25 X 10 5 ufp/Ml <140 Ml en total); des

pues de precipitar con PEG, el titulo bajó a 4.3 X 10 3 ufp/Ml, es decir, la 

cantidad total de partículas infecciosas disMinuyó aproxil'ladaMente 100 veces. 

El DNA viral obtenido se digirió con la enziMa EcoRI pero no se observó frag-

l'lento alguno en geles de agarosa teñidos con broMuro de etidio, solaMente un 

barrido intenso. 

Se hizo otro experiMento precipitando con PEG un lisado con titulo de 

5 X 10 6 ufp/Ml; el Material precipitado se trató con proteasa/505 y se separó 

en gradientes de CsCl. Se obtuvo una sola banda que por absorbancia a 260 nM, 

se supo eran 2 MicrograMos; pero no se observa un patrón electroforético rece-

nocible despues de digerir con EcoRI, solal'lente un barrido intenso, lo Que su-

girio que se trataba de DNA celular. 



-43 --

3. Recolección y lrataMiento de Muestras clinica5. 

Se recolectaron 50 Muestras de lesiones con características siMilares a 

las producidas por Herpes SiMple; c~da una de ellas por duplicado para utili

zarla en la infección de células Vero y para deterl'linar si la Metodología de 

extracción podia ser aplicada en Muestras directas, sin r'ealfza2::_1.~{Multiplica-

ción del virus en cultivos celulares. 

Las Muestras directas se trataron de la siguiente forMa, para~ob~ervar 

si el Método de digestión por enziMas de restricción podía ser aplicado de Ma

nera eficiente: la Muestra se centrifugó a 115 000 XQ durante 2 horas a 4'C 

para bajar el virus; el Medio se decanta y el botón se resuspende en Tris-EDTA, 

se trata con SDS/proteinasa K y se extrae con fenol; finalMente, se precipita 

con etanol y acetato de sodio. El Material asi obtenido se digirió con BaMHI y 

se realizó la separación de los fragMentos por electroforesis coMo ya se ha 

descrito. 

En ningún caso de todas las Muestras tratadas se obtuvo un patrón elec

troforético deterMinado. Se realizó la cuantificación de partículas infecciosas 

en tres de la& Muestras directas, dando titulo5 de 5 X 10 3 , 7 X 10 2 , y 104 

ufp/1'1Ue5tra. 

Diez de lae cincuenta MUe5tras se contaMinaron <coMo se obeerva en la 

Figura 6>; con cada una de lae cuarenta restantee ee infectó una cantidad de 

células equivalente a 75 ó 150 cM2 de euperficie <7.5 X 108 y 1.5 X 10 7 células 

respectivaMentel. Se observaron las células infectadas continual'lente cada 12 hr 

aproxil'!adaMente durante S diae COMO MOXiMO y, éstas se recolectaron para real1-

zar el Método de extracción cuando presentaron un ecp Mayor o igual al 50X, 

pero evitando que llegaran a liearse para utiliz~r el ONA viral intracelular. 

Un total de 35 l'lUeetras dieron un ecp eeMejante al producido por HSV. En 
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la Figura 6 se agrupan los datos obtenidos, relacionando .7.ecp con e.l .t1eMpo de 

la lesión de la cual proviene cad~ una de las riue~trás. ~od;s los ~at~~ 

dos en esa Figura están considerando solaMente el priMer pase del 

lulas; sin eribargo, a algunas cepas se les dió un segundo pase 

no produjeron ecp, Mientras que otras dos si dieron un ecp riuy 

El título de las dos riueetras que si dieron ecp en los dos 

2 X 10 3 ufp/ril y de 6 X 10 5 ufp/1'11 en el pase 1 y, de 10·1 ufp/1'11 

en el pase 2, respectivaMente. 

En baee a los resultados obtenidos previal'lente con las cepas VR-3 y MP, 

se estableció el uso del riétodo Pignatti para tratar las células infectadas con 

las Muestras. Para ello, se seleccionaron las células que tenian un ecp serie

Jante al de HSV Mayor o igual del 50X (en cinco dias coMo Méxirio), pero evitan

do que las células se lLsaran. El resultado fué que sólo en una de las Muestras 

se observa un patrón electroforético apenas reconocible corio HSV-1 y en algunas 

otras Muestras, fragrientos de elevado peso riolecular. La riuestra reconocible 

corio HSV-1 provenía de una lesión vesicular de herpes labial con dos dias de 

aparición y dió un ecp de 100% en 48 hr. 

En la Figura 7 están anotados algunos datos relacionados con algunas de 

las riuestras positivas por ecp coMo son tieripo de la lesión y titulo de virus 

en el lisedo despues de un pase por células. La l'léxiria cantidad de virus obte

nido de5pues de un pririer pase en cultivos celulares fué de S X 105 ufp/ril con 

dos riuestres que provenien de lesiones coti 3 y 7 dias de apareclda, respecti

va!'lente. 

Nótese que existen aisladoa que provienen de lesiones con ~ós de 20 dias 

de aparición, lo cual dificulta de.alguna forria el cultivo del virus en el 
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laboratorio. A pesar de que 5 de estas ~uestras ne dieron ecp <Figura 6l, hubo 

alguna5 que si contenían virus infeccioso y por lo tanto se pudieron cultivar 

en células; en este sentido, se preeuMe que el paciente presenta probleMas de 

t1po :r~unológico, aunque no se sabe con certeza el estado general de ~alud del 

ind1v1duo, ya que existe virus infeccioso despues de 20 dias, lo que norMalMen-

•,e n;:• ::urre. 
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Vl. OISCUSION. 

La5 condiciones de creciMiento y Multiplicación del virus Herpes SiMple 

se esteblecieron con cepas control, básicaMente con las cepas NP y VR-3 <Mc!n

tyre> de HSV-1. Esta5 cepas fueron propagadas y Mantenidas en cult~vos celula

res estacionarios y se deterMinó el efecto de la teMperatura y le MOI en el 

rendiMiento del virus. Se deterMinó que un buen rendiMiento de partículas vira

les es obtenia a elevada MOI (Mayor de 1>, sieMpre y cuando, ésta no se Mantu

viera en pases consecutivos, debido a que se provoca la forMación de partícu

las defectuosas 117, 21), que tienen, entre otras propiedades, la capacidad de 

interferir en la infección de partículas virales "norMeles• 1171 con le conse

cuente disMinución en el rendiMiento. 

Por otro lado, ee deterMinó que la teMperetura de incubación (34 ó 37"C) 

a que se soMeten las celulas despues de la infección no influye en la produc

ción y liberación del virus al Medio extracelular; esto está Mas bien inf luen

ciado por le MOI y por el tieMPO de incubación. Asi, se Muestra en el exper1-

Mento 8 que existe le MisMa cantidad de porticulas infecciosas en el Medio e~

tracelular y en el lisado, es decir, que le cantidad de partículas infecciosas 

en le fracción celular del lisedo es despreciable infectando a una MOI de 3 e 

incubando 48 horas. 

El estebleciMiento de les condiciones óptiMes de Multiplicación y cuan

tificación de las cepas control del virus HSV-1 perMitió conocer el siateMa 

biológico con el cual ee estaba trabajando y noe llevo a considerar factores d

iMportancia en nuestro trebejo, COMO' la inect1vaci6n del virus por e!Macena

Miento por tieMpos prolongados, factor que tiene que considerarse en los titu

las que se obtienen ye trabajando con Muestras clínicas; otro ejeMplo de ello 

seria la opt1Mización del rendiMiento del ONA viral, evitando la 11s1s celular 
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que conlleva la pérdida· de ést_e, conter11do en l_a fracc1ón-celul.ar del: lisado. 

Con respectéa iasj~:t~dolagLas dé e;.;trad~ión cfo DNA viraf'utilrzada~~ 
nc:·s encontral'IOS con'¡.; ~éc~sfcfad í:Je ~uantifica~lo: Utili'~ando la'.le~tura de 

:. ~ '·'. '·:.:-..-'··~.·.:'\ ·: ... :.:'« 
Densidad óptica a 260 n,.;·:f".eSúltó que el' rend1Miento de Material extraido <áci-

' -·- -·. ·. ··.· -' - ·. ; .. 

dos nucleicos en geri~~~Íl,_era'Muy alto, hasta 180 ug por 1.5 X 10 7.·celulas, 

a pesar de lo c~a·l_n~ 5~ p~oducia ún pa~rón de r.estricción c_ár'acteristico de 

DNA v lra l por l~}~~~eLf~e 11éce~ar io establecer el or !gel) del ci~A extrai do y 
- -•- ~:-.,~,~,--·:\";.-:·_--, - ·:·_·;'.:-~---~-~~~ .. > ' ' 

cuantificarlo';·\ •. ,.e·::., •-··· 
--~·--- .\-ºS:.",~ :: : ~--. ~ ... _-~ 

- .,.- .,,. > :-.·: 

Utilizando ·gradientes de CsCl a eqUUibrio, se detectó la presencia de 

dos tipos de ONA capacea de resolverse en dos bandas. Se estableció la presen-

cia de ONA viral en el extracto deb1do a que se realizó un ensayo de infect1v1-

dad con cada una de las bandas del gradiente. AsiMiSMo, se realizaron digestio-

nes con enzíMas de restricción (EcoRI y HindIII> de las distintas fracciones 

del gradiente, estableciéndose que la banda de Mayor densidad correspondía al 

DNA viral, la otra se consideró de origen celular. Este resultado puede expli-

carse considerando Que el DNA de HSV contiene una alta proporción de 6-C, lo 

que hace que su densidad sea Mayor que la del DNA celular <27, 52). 

En los gradientes de CsCl se observaron varios aspectos que resultaron 

de lnteres; uno de ellos fué que la cantidad de DNA viral obtenida en el ex-

tracto estaba en función directa con la cantidad de particulas presentes en el 

¡ tsado; es decir, que entre Mayor cantidad de partículas había en el lisado, se 

obtenia Mas DNA viral en el extracto; sin eMbargo, en algunas ocasiones (espe-

cif1caMente, con títulos Menores de 10 3 ufp/Ml) no se observó DNA viral, segu-

raMente por la sensibilidad de la t1nción con broMuro de etidio en CsCl Cla Mi-

n1Ma cantidad de ONA observable es de 500 ng aproxiMadaMente). 
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Los gradientes. sirvieron,\ ad.erus5, par<'!' deterriinar qúe .11.ingúno de los Mé

todos de extracción es ·selectivo para ONI\ viral, ya que taMbién se· obhene DNA 

celular, aunque por coMparación con el Material obtenido despues del ·trataMien-

to de las células con 505/proteasa se supo que con los Métodos descritos por 

Arens Cll y Pignatti (38) se extrae preferenteMente DNA viral pero taMbien hay 

pérdida de éste durante el proceso. Muchas veces, sobre todo cuando habia ti tu-

los bajos de virus, la cantidad de DNA celular era Mucho Mayor que la de DNA 

viral, lo cual explica que, en los experiMentos iniciales, aunque se obtenía 

una cantidad de DNA excesiva deterMinada por Densidad óptica, predoMinaba el 

ONA celular de Manera que no se veían patrones de restricción, solaMente un be-

rrido intenso despues de la digestión. 

Le utilización de la precipitación de virus con PEG previo a le extrae-

ción del DNA, deMostró que hay una gran pérdida de partículas en ese proceso 

----( aproKiMadaMente 2 log 10 ), lo cual se verificó por gradientes de CsCl, en donde 

se coMparó la cantidad de ONA viral antes y despues de la precipitación con 

PEG. Esta pérdida se observó porque sólo aparecía la banda correspondiente al 

DNA celular despues de la precipitación (verificado por enziMas de restricción) 

; lógicaMente, la pérdida de DNA no solaMente se debe al ONA contenido en par-

ticulas infecciosas &ino taMbien al que aún no esta ensaMblado y al que está 

forMando parte de particula5 no infecciosas. 

Al obtenerse resultados variables en las digestiones'con enz1Ma5 de res-

tricción CEcoRI y Hind IIIl se introdujo COMO control de dichas digestiones el 

DNA del fago laMbda: éste se u~o COMO control interno, adicionándole al Mate-

rial extraido y precipitado, lo cual perMitiria detectar la presencia de un 

inhibidor enziMático en el extracto celular y taMbien 5e utilizó COMO control 

de la reacción de digestión, es decir, digiriendo por separado DNI\ de laMbda. 
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Est~ reportado que en algunos casos e( RNA act~a CÓMO inhibidor de ciertas en

z iMas de restricción¡ por lo que el extracto se trató con RNAsa·antes de la 

precipitación co~~et~n61. PosteriorMenle se eliMinó el:trataMient~ con RNAsa 

debido a.que .la enziMa BaMHI funcionó bien en presencia dé RNAi adeMas, se supo 

que éste podia f ac"i l {t ar la prec ip itac ión del ONA ~i::tuando COMO Molé6ula _ aca

rreadora Cla MíniMa cantidad preclpitable de ONA" es 10pg1Mll. 

Uno de los objetivos principales del proyecto era que el Método de tipi

ficación pudiera ser sencillo y aplicable en un laboratorio de diagnóstico. 

Esta sencillez estaba basada, entre otras cosas, en las condiciones de electro

foresis para lo cual, se usaba un gel de agarosa horizontal de 11 CM de longi

tud; en éste, sin eMbargo, la Mayoría de los fragMentos producidos por la di

gest iln del ONA de HSV-1 con EcoRI y Hind III C6 y 9 fragMentos respectivaMente 

con pesos Moleculares superiores a 7 X 106 Ol, no podían ser separados. Los ge

le5 de agarosa presentaban, adeMas, un probleMa de sensibilidad en la detección 

de los fragMentos ; podian ser te"idos con broMuro de etidlo con el que se de

tectaban 20 ng de ONA por banda. Este ultiMo probleMa 5e resolvió al estandari 

zar una técnica de ttnción con Nitrato de plata (42 >con el cual la 5en5ibili

dad increMentaba hasta la detección de 2.5 ng de ONA por banda (algunas veces 

5e detectó hasta l ngl pero los fragMentos de pesos Moleculares Meyore5 de 7 X 

10
6 

no lograron separarse. 

Los geles de pollacrilaMida tienen una ventaja sobre los de agarosa, la 

sensibilidad, pudiendo detectarse cantidades de DNA hasta de 0.5 ng por ttnción 

con Nitrato de plata, aunque no puede separe~ fraQMentos de ONA con pesos Mole

culares superiores a 7.6 X 10 6 daltones. Debido a ello decidiMOS caMbiar nues

tras condiciones de electroforesis a geles de pol1acrilaM1da pero utilizando 

una enziMa que rindiera fragMentos pequeños a partir del ONA de HSV y que ade-
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Més pudiera discriMinar HSV-1 de HSV-2 <10, 51 ); esta enziMa es BaMHI (produc~ 

39 fragl'lentos con pesos Moleculares' que· varían entre 3.5 X 10 5 a 7 X 10 6 O J, 

aunque existen otras coMÓ Hp•I, ~pnI, Psti, 
. - . . . . . . ' 

gunos inconvenientes, sobre todo de \:~st6s. 

En el experil'lento 16 están descritas las condiciones de.extracción por 

las que se obtiene un patrón de restricción de HSV-1 con BaMHI, observable en 

geles de poliacrilal'lida con Nitrato de plata. Esto COMO se indicó antes, re

quiere de una cantidad inicial de 4.3 X 10 8 particulas infecciosas presentes en 

la fracción celular del lisado, lo cual equivale a 48 ng de ONA <16>. La cant1-

dad de ONA inicial, en realidad, es Mayor porque aqui no consideraMos el ONA 

presente en la célula que no ha sido ensal'lblado y por lo tanto no podel'los cuan-

ti ficar, pero es de suponer que existe una proporción casi constante de parti-

culas infecciosas y de ONA no ensaMblado <29l. 

Una vez establecidas las condiciones por las que se obtenian patrones de 

'restricción en geles de pol1acrilaMida con las cepas control, trat6 de aplicar-

se esta Metodología en la tipificación de virus provenientes de lesiones gen1-

tales y orales. 
\ ~ 

Se habia deterMinado que eran necesarias 4.3 X 10 1 partículas infeccio-

ses para observar patrones de restricción y por otro lado, se sabia que eA&sten 

10 9 a 1010 partículas virales por Ml de liquido vesicular <47) y que puede 

haber hasta 101 partículas virales infecciosas en una lesión de herpes labial 

recurrente (48>. Todo5 estos datos nos indujeron a pensar que podria obtenerse 

un patrón de restricción en una Muestra directa, sin Multiplicar al virus en 

cultivos celulares, lo cual seria Mucho Mas practico para el diagnostico ; sin 

eMbargo, COMO se Mencionó en los resultados, en ningún caso de todas las Mues-

tras tratadas diractaMenle se obtuvo un patrón de restricción vis1ble por tin-
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ción con nitrato de plata, a pesar de que Muchas de ellas proven1an de les1~ne1 

l'!UY severas. La5 PIUestrás tifÜlkda~~refleJan qÚe habicl' u~a0ca~tidad MUY bc1Jd de 

virus en ellas <Cl ... ~~.·J,r~~·~~~·:s\~ •. ·~.·.~.-.l~Y·i~."·• :~., ·}'• · /·,;., ,'y : 
•.::<_._,''. . ' ,, -~:·,.··· ~:-::;'.·<~·; ,",,;'. ·~<; '.· ';_->~,.·:::-:<·~ 

.. ~: ,.,,_ "?~-: . , ·. :'.·.<: .. ". -., ,/--t~ ::-,': -:- ; ~ ;';··>~·., . 

La cantidad de virús en· ló Ú~{6,; és'tá '"1u;~.:'téi'adion~cl~ú:.6n ~1.}ZeMpo qúe 

t lene ésta, al PIOl'lento de tol'lar la l'lue~tra e 49•:?'$ór ... ;(~ ~¡¡y'i;~i; de d:'Muestras 

< 41 /50) fueron recolectadas despues del ·tercer ciúi" r:le apared'da' ·· 1~ Íe~i cfo•Y,so-
"-·-: .. 

lal'lente 4 de ellas estaban en estado vesicular, e5tado·en el ·que•exi.s'te ·Ja,l'Ía-

la cantidad de virus disl'linuye, lo cual explica ppr qUé:ha)/:P,oc,aE,qantir:lé:'d de 

virus y, por lo tanto, la ausencia de patrones ··de;~~~~t'rr~.-~ii~?d~5p~'~·~d~la di-
- ~-; 

gestión. 
··,_-_ -::_-~- ~~~ -_·_·. 

La Multiplicación del virus en cultivos celulares n~ fué lo sufic(ente-

l'lente efectiva para producir la cantidad de virus r~querida e~_la.-0bservación 

de patrones de restricción con nitrato de plata porque eA ninguna de todas las 

·Muestras se alcanzó el titulo de virus requerido; el titulo Más alto alcanzado 

fue 6 X 10
5 ufp/Ml. A algunas de las Muestras se les dió un segundo pase en 

células para observar si el titulo increMcntaba y realizar asi la digestión con 

Bal'IHI: 2 Muestras nQ dieron ecp en el segundo pase; al título en una de ellas 

increMentó de 10~ a 10 5 ufp/Ml y en otra, se Mantuvo en aproxiMadaMente 10 5 

ufp/Ml. 

Han sido reportados algunos casos de infecciones genitales por el virus 

de Molusco contagioso CVCM> en donde en un pril'ler pase por células existe un 

ecp claro y en pases sucesivos desaparece el ecp (13) porque el vi::Us no puede 

Mantenerse en cultivos celulares. Esto pudo haber ocurrido con las dos Muestras 

que no dieron ecp al segundo pase. En lo referente a las otras 1'1Uestras, se ob-

serva que el titulo puede perManecer estable en pases consecutivos o puede in-



-54 -

cr~M~~~~r 6 l;n 21erto pase. Esta inseguridad provoca que el Método de tip1f1ca-

c:cr deo:ritc e~ e! presente lrabaJo no sea confiable en cuanto a rapidez pero 

<' 

¡~L~J~ 3~l1cdrse satisfactor!9Mente =~ande e~.1ste un buen rendiM1ento de partí-

cu!as v1rale5. Puede ser de utilidad, por lo tanto, en aquellos casos en que no 

urge conocer e! resultado, por ejeMplo, en estudios epideMiológicos ya que, co-

~o se ha ~e~c:onedo, pueden distinguirse cepas relacionadas. 

Algunos ~e lo! reportes que proponen a las enz1Mas _de restricción COMO 

~etodo de t1~1f1caci6n han utili=ado rad101sótopos (7, 10, 301 para detect~r 

les fr;,gP-.entos resultantes de la digestión, con lo cuacL pueden:dete-ctarse can

: :dades de! orden de 1~ 12 g ; sin eMbargo el uso d~ radioisótopo~ es poco con-

•en1ente pa•·a el dtagnóstico en un laborator1ocllnico. Por otro~lado, taMblen 

!~ha ut1l1:ad: broMuro de el1d10 para detectar dichos fragMentos 111, pero no 

!a~eMos ls cant:dad de virue y pe- lo tanto,la cantidad de DNA Min1MO necesartc 

para detectar los fragMenios por esa t1nción, ya que en todos los reportes ha-

cen p5ses c~nse:ut1vos del ~•rus en cultives celulares antes de hacer el an6l1-

~·e oc~ en=1~a3 de restric:1~n·y no ·repo~tan t~tulos virales. 

f, ! ,:. l ª'"ºº de 1 trabaJ_O :_pudür_o_n_ de_tedarse algunos probleMas que no· fue

ron previstos durante el di~~Bo: del MiSMoque iMpidieron que éstes; desarro-

liara de la Mejor Manera. U~ prableMa lo es el alto indice'de contaMinaclón -

<207. de las MUestrasi, y aunque la toMa de la Muestra no se realizó en candi-

c10nes as~pt1~~c. este probleMe parece ser debido principalMente a la falta de 

Medidas h1g1énicas pa~ parle de! enferMo. Otro probleMa es el iieMpo que tiene 

la lesión cuandc el paciente s~ presenta a consulta, provocando con ello la d1-

f1cullad de cul!1var el •irus por la baja cantidad de partículas virales pre-

sentes ~n l¿ lesión. 
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