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ABREVIATURAS

HSU-1 Uirus Herpes Simple tipo 1

HsV-2 Yirus Herpes Simple tipo 2

SNC Sistema nervioso central
MOI Multiplicidad de infeccion
ecp efecto citopatico

R1A Radioinmunoensayo

UCH Virus de Molusco Contagloso
MEM Medio minimo escencial

MEM s/s MHedio minimo escencial sin suero

&-C Guanina-Citosina
ufp Unidades formadoras de placa
PBS Solucidén salina amortiguadora de fosfatos

CsCl Clorure de Cesio



I. INTRODUCCION.

El virus Herpes Simple es uno de los agentes infecciosos mas comunes que

atacan a la poblacion, provocando lesiones en piel y mucosas principalmente; de

acuerdo al serotipo (tipo 1 6 tipo 2), atacs de manera predominante en algunas
zonas corporales (Tabla 1). Pertenece @ la Familia Herpetoviridae, a la que
ademds, pertenacen otros virus de importancia médica como el virus Epstein-Barr
responsable de la mononucleosis infecciosa y dz procesos tumorales; el virus
Varicela Zoster que provoca varicela con lesiones de tipo vesicular principal-
mente en piel, muy semejantes a las producidas por Herpes Simple; y el Citome-
galovirus, responsable de muchos defectos conpénitos en recién nacidos, inclu-

yendo problemas en Sistema Nervioso Central (SNC) (31},

El virus Herpes Simple (HSVU) tiene un genoma constituido por ONA de do-
bie cadena con un paso molecular aproximado de 100 millones de daltones, que
codifica por lo menos para 50 groteinas (26), da las cuales 27 son consider;: )
‘das estructurales. El ONA por si mismo es 1nfeccloso. tanto an estado nativo

como desnaturalizado (33, 52).

El genoma est& rodeado por algunas proteinas formando una capside ico-
sahédrica que mide alrededor de 100 nm de diadmetro y que contiene 162 capso-
meros; esta cdpside est4 cubierta por una estructura que semeja una membrana
trilaminar que contiene lipidos, poliaminas y glicoproteinas, siendo estas
Gltimas las que determinan de manera importants la especificidad del virus.

A esta estructura trilaminar se la ha denominado envoltura y parece ser la par-
te importante, aungue no indispensable, para que @l virus infecte a la célula

(33).

La entrada del virus a la célula pueds darse por Fusién de membranas 4

por endocitosias: durante la i{nfeccién se chserva que ocurre transcripcion del



ONA viral en etapas tempranas, adin antes de ‘la propia duplicacjénfdel>g¢noma.

-

produciendose antigenos virales 1lamados tempranos que pueden dgiqétab&gfen la
superficie de una célula infectada. Un efecto observabls del vlrd§ é5;Ia inhi-
bicién de la sintesis de macromoleculas celulares (DNA y proteinas), la cual

es total a las 7 horas postinfeccion (24).

En cultivo de células se ha observado que la infeccidén por herpes puede
darse por fusidon de dos células, una de ellas infectada con el virus: 6 por
simple difusidon del virus de una célula a otra. Ante la presencia de anticuer-
pos neut}alizantes contra el virus en el medio de cultivo, el HSV provoca
placas liticas que permiten su cuantificacién (22), El efecto citopatico que
produce el herpes Fs variable, consiste desde el redondeamiento, redondeamien-
to y aglomeracién hasta la Fusion celular produciendo células gigantea (1S),
este efecto pareca estar determinado por las glicoproteinas codificadas por al

virus (25, 26, 32, 3%).

El ensamblaje del virus ocurre en el nucleo, ocasionando la formacién de
cuerpos eosinofilos correspondientes al material gendémico viral, ya que la cro-
matina de la célula se desplaza hacta la maembrana nuclear., El virus adquiere la
envoltura a partir de la membrana citoplasmica 6, en la mayoria de los casos,

de la membrana nuclear.

El modo de transmisién del virus Herpes Simple es por contacto directo,
principalmente por ruta oral o genital ya’que estas son las zonas corporales
mas comunmente afectadas. La infeccidn por HSV en un individuo da como
resultadeo la lisis celular en el sitio o tejido afectado, produciéndose gran
cantidad de particulas infecciosas, posteriormente, el virus se establece en
estado latente. El HSV entra en sl organismo a travées de superficies mucocu-

taneas y, de ahi, empieza a colonizar los ganglios sensoriales correspondien-—



tes, migrande principalmante a tr;véa de los nervios. El virus puede alcanzar

otros 6rganos por las vias hematégena y/o linfitica: cuando se lmplanta en ce-

rebro produce encefalitis, lo cual es de elto riesgo en nifios-y en personas in-

munodepr imidas. Comunmente 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
1. Lesiones suaves o moderadamente severas
(personas mayores de 1 afo).
A. Lesjones urogenitales
1. Mujeres (vulva, cérvix, vagina, etc)
2. Hombres (pene, uretra)

8. Infecciones no genitales
1. Bingivoestomatitis o asintoméatico
2. Herpes labial
3. Queratitis y/o conjuntivitis
4. Dermatitis: a) Arriba de la cintura
b} Abajo de la cintura
¢) Manos y brazos

C. Infeccionas latentes
1. Ganglios trigeminales o toracicos
2. Ganglio sacral

11. Lesiones usualmente severas a fatales
{personas mayores de ! afio)

. Meningoencefalitis (cerebro, cordén espinal)
. Esclerosis maltiple (cerebrao)

. Eczema herpético (piel, pulmén)

. Infeccion generalizada (4rganos viscerales)

oow>

II1. Infecciones en recien nacidos
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¥ La tipificacién se realizd por Inmunofluorescencia.



La infecciédn primaria en la zona oral tiene un periodo de incubacion de
3 a 12 dias: la mayoria de las veces esrasintomética ({antre 88 y 99% de los ca-
sos) 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 infeccidn primaria. En la
primera o segunda semana de la enfermedad se desarrollan anticuerpos (36), pero
éstos no aseguran una inmunidad permanente ya que, con frecuencia existen recu-
rrencias, independientemente del nivel de anticuerpos neutralizantes‘contra el

virus presentes an el sueroc (14).

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

poblacidén. Las lesiones empiszan con eritema y/o papula y rdpidamente progresan
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a vesiculas, usualmente en |2 horas (la vesicula esla fprma.caracteri§tica
como se presentan las infecciones por HSVU en ﬁiel):'ésfés dan lugar posterior-~
mente a ulceras, costras y finalmente sana la lesion (Figura 1). Este cuadro
clinico comprende un periodo de 8 a 1@ dias (51}, pero en pacientes inmunode-
primidos puede alargarse hasta 30 dias 6 mas (57). Las lesiones caracteristicas
sobre membranas humedas son las ulceras, que se forman de manera rapida y sanan

gradualmente desde la periferia bacia el centro de la misma (36).

La infeccidn genital primaria por HéU tiene un periodo de incubacion de
3 a 7 dias: muchas veces se adquiere en la adolescencia, cuando el individuo
comienza su vida sexual, pero alcanza un maximo entre 25 y 27 ahRos en los
haombres y entre 20 y 24 afios en las mujeres (4), edad que coincide con una ma-

yor actividad sexual. La infeccion primaria suele ser bastante mas severa que

TABLA 2. CARACTERISTICAS DE INFECCIONES GENITALES
POR HERPES SIMPLE (36).

CARACTERISTICA PRIMARIO RECURRENTE
HOMBRE MUJER HOMBRE MUJER
n=63 n=126 n=218 n=144
- Sintomas prodrdomicos (% pacientes) 39 68 53 43
- Dolor (% pacientes) 95 99 67 88
~ Disuria (% pacientes) 44 83 9 27
- Adenopatia con dolor (% pacientes) 80 81 22 31
~ Numero promedio de lesiones a la aparicion 15.7 15.4 7.5 4.8
- frea de la lesion (mn20) 427 550 62.7 53.5
~ Duracion de la lesidn (dias) 16.5 19.7 10.6 9.3
- Duracion de excrecion del virus (dias) 0.5 11.8 4.2 4.9
- Titulo pico del virus en la lesion (media )
geometrica logl®? - - 4.1 2.9

las recurrencias. Se ha visto que en las mujeres, un factor importante en la

recurrencia es la menstruacién, mientras gue en el hombre lo es el contacto
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sexual (28). La Tabla 2 muestra algunas caracteristicas importantes del herpes

genital en infecciones primarias y recurrentes, respectivamente.

El virus Herpes Simple tambien causa infecciones oculares provocando le-
siones en la cérnea y en la conjuntiva. El periodo de incubacion es de 2 a 12
dias; la infeccién se inicia en conjuntiva, despues de dos semanas, se empiezan
a dasarrollar lesiones an la coérnea produciendose figuras dendriticas, ademas,
existe blcfaritis con vesiculas al margen del parpado. Cuando la lesidén es
solamente en conjuntiva, sana en dos o tras semanas. Usualmente, tanto la cér-
nea como la conjuntiva éﬁﬁ;n coﬁpletamente (31). Aproximadamente el 25% de los

pacientes con herpes ocular presantan infecciones recurrentes pero no ha sido

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

Las infecciones recurraentes se deben a que el HSV permanece en el orga-—
nismo de manera latente, siendo #sta una caracteristica comun de todos los
miembros de la Familia Herpetoviridae (31), En el astado latente, el genoma
‘vlral astd integrado a la célula huespad de manera que existan, en promedio,
2.1 equivalentes de genoma viral por célula, en el caso de HSV. La infeccidn
latente parece implantarse en 135 neuronas de los ganglios sensoriales (28), la
prasencia de DNA viral en el estado latente solamente puede detectarss por téc-
nicas de hibridizacidén o por cultivo mixto de ganglios con células sensibles al

virus.

La latencia, una vez iniciada, persiste éor periodos prolongados, 6 aun
de por vida, en el organismo. Esto depende de muchos factores tales-como el
numero de neuronas que se infectan de manera latente despues de una infeccidn
primaria y el nimero de neuronas en que ocurre la reactivacién durante cada
reacurrancia; tambien depeonde de la sobrevivencia de la neurona despues de la

reactivaciédn y, de la posibilidad de establecer nuevos grupos de nauronas in-



fectadas latentemente despues de cada episodio requrr;nte‘(@ﬁ) ‘Paﬁ§Ce:5ec

que la respuesta inmune es el factor mas importante:§5r§ 1a traﬁslcién

del estado agudo al estado latente de la 1nf¢ccién; 'f‘

La reactivacion del virus puede ser provocada por clerfés éactores que
actian directa o indirectamente sobre el virus en estado latente: por ejemplo,
algunos factores que actian sobre la piel come la luz UV puede mediar la reac-
tivacion gracias a que favorece una sinteais incrementada de prostanglandinas,
que favorecen la multiplicacién viral (5). Otros factores que favorecen las
recurrencias son: fiehre, Lnfeccion;: de tipe bacteriano como neumonia neumo~
coccica (36); la utilizacion de fdrmacos inmunosupresores;: enfermedades créni-

cas como cdancer y, en general, aquellos faciores que deprimen la respuesta in-

munoloégica.

En periodos recurrentes, la mayoria de los pacientes desarrollan lesio-
‘nes herpéticas, sin embargo, en algunos casos la reactivacidn se reduce a la
axcrecion del virus de manera asintomatice (14, 34, 37). La frecuencia del
proceso de reactivacion puede depander del estado general del organismo, natu-
raleza ¢ intensidad de los factores inductores y del tipé antigénico del virus
latente en un ganglio particular. Ciertos estudios muestran gue entre pacientes
con un primer episodio de infeccidén genital con HSV-1, solamente el 14% experi-
mentd un periodo recurrente subsecuente, comparado con el BE@X de aquellos in-~
fectados con HSU-2 (48). Se cree, aunque se carece de pruebas determinantes,
que los periodos recurrenies van sisndo menos severos en un paciente en la

medida que transcurre el tiempo deasde la Iinfaccidn primaria (28),

La latencia del virus Herpes Simple ha sido un factor importante para

que el virus no haya podido ser erradicado debido a que puede haber reactiva-



cién y, en estado product1vp, transmisién del mismo. Exiaten tambien otras
causas , como la faifa»dé uﬁ sléténa preventivo adecuad&: una vacuna con el vi-
rus atenuado no es reconéndablé ;a que hay evidencias muy fuertes para atribuir
al virus propiedades oncogénicas (18, 45). La carencia de un firmaco eficaz
contra las infecciones herpéficas es otra de las razones por las que este virus
no ha sido controlado: algunos, tienen accidn contra el virus cuando se halla
en estado productivo pero no se ha demostrado gque alguno de ellos actue sobre

el virus latente para eliminarlo (54),

El virus Herpes Simple es de gran importancia como problema de salud,
debido a que gran parte de le poblacion padece infecciones debidas a este virus
(ya sea en estado productivo & en estado latante), como lo demuesiran muchos

estudios, algunos de los cuales se mencionan a continuacion:

CESARIO, 1969. En una casa hogar para nifios, el 32X de los nifios que te-
nian anticuerpos contra HSU excretaban al virus periodicamente, la mayoria de

manera asintomatica (34),

DOUGLAS, 197@. En un estudio con adultos que presentan anticuerpos hacia
HSU-1 en ausencia de lesiones clinicas, se recobré el virus a partir de sescre-

ciones orales en un S0% (14).

BARINGER, 1973: En B de 7 cadaveres recuperaron el virus a partir de
ganglios trigeminales: de los 7 cuerpos, solamente 2 tentan historias clinicas

sugestivas de herpes labial o herpes en la zona oral (2).

RAWLS, 1973, Mediante un estudio en poblaciones de Estados Unidos, Dina-
marca, N, Zelanda e Israel se determind que entre un 83 y un 100% de las dis-—

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

BARINGER, 1974, En el 40% de 60 cadaveres adulios ascogidos al azar se



que el 9% de una poblacidén en Estados Unxdoi y:el‘37zfde 17

da presentaron anticuerpos contra HSVU tipo 2 (34).

WHITLEY, 1980 y YEAGER, 1884. El porceniaje de HSU~2Z aislado de nifios
con herpes neonatal se mantuvo entre el 56 y el B6%: en todos los casos, la in-
feccién fué provocada por la madre, que presentaba infeccién productiva pero

suhclinica en el momento del parto (37, 532).

TABLA 3., INFECCIONES CON HSV. TIPO DE VIRUS
Y NUMERO OE EPISODIOQS EN EE.UU (37).

TIPO DE INFECCION PRESENCIA Y EPISODIOS/AND
TIPO DE HSV

- Gingivoestomatitis 98% tipo | 500 mil

- Herpes labial recurrente 99-100X tipo 1 100 millones
- Herpes genital primario 87-93X tipo 2 60 mil-500 mil
- Herpes genital recurrente 81-100X tipo 2 2-20 millones
- Herpes ocular 97% tipo ¢ 300 mil

~ Encefalitis herpética . g7% tipo § 1000

~ Herpes neonatal 56-86X tipo 2 200-1000

En el Center for Disease Control (COC), Estados Unidos, se ha determina-—
do que el herpes genital eas la cuarta enfermedad venérea mas comin, despues de
gonorrea, uretritis o vaginitis no especi{fica y verrugas venéreas; ademas cier-
tos estudios (4, 37), demuestran que la frecuencia de infecclones por HSV ha

incrementado notablemente:

- En Estados Unidos, el herpes genital increnento de 2.4 a 29.2 casos por cien

mil consultas de practica privada en un periodo de 13 afios (1966 a 1879). El
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herpes oral incrementé 1.5 veces: mientras:qgue el herpes neonatal aumentd de

.03 a .12 casos por mi}l nifios vivos de 1866-69 a 1978-81.

- £n Inglaterra los casos de herpes genital aumentaron de 12.2 a 28.8 por-cien

mil habtitantes en un periodo comprendido entre 187% y 1878.

Las tablas 3 y 4 muestran algunos datos gque, aunque no son estadisticas
de nuestro pais, reflejan lo grave qﬁe resulta el virus Herpes Sinple como pro-

blema de salud mundial.

. TABLA 4. HERPES NEONATAL. SITIO INVOLUCRADO Y
GONSECUENCIAS (37)*.
TIPO DE INFECCION PACIENTES CONSECUENCIAS
No. x MUERTE SECUELAS NORMAL
Diseminada
Involucrando SNC 78 33 1% 15% 147
Sin involucrar SNC ) 38 16 87X‘ 3% 10X
‘Localizada
En SNC 61 26 37% Si% 12%
Ojo 13 S Q0 313 69%
Piel 39 17 10% 262 64%
Boca 4 2 2 ] 100%
Asintomatica 2 1 "] [} 100%
Totales 235 100% 49% 25% 26%

~ Diagnéstico premortem y sin tratamiento con antivirales (En Estados Unidos).

Todos los datos mostrados anteriormente son algunos de los muchos rcgli-
zados hasta la fecha en los gue se observa lo importante que resulta el virus
Herpas Simple desde el punto de vista epidemioldgico y de salud; sin embargo,
en México se carece de una metodologie que permita diagnosticar al virus como

agante etlolégico de infecciones ulcerovesiculares de manera pracisa.



El herpesigenxta.

;:lured-= cénfundxrse fl1n1cament° uan -lflle p.xmar:a
(Treponema galL;Qum). chancro suave (Hagwrghxllus ucreyx) y llnfogranuloma
venéreo &n su Fase xn1c1al (Clamzdxa. rgchomatls),‘debxdo princxpalmente a que
todos elles, provocan la formacién de ulceras y aunque los datos clxnicos ayu~
dan al diagnostico diferencial, frecuentemente existen confusiones o infeccio-
nes mixtas. Es importante llevar a cabo el diagnostico diferencial ya que el
tratamiento es diferente y especifico para cada caso, sobre todo en la fase
temprana de la infeccioéon. Recientemente se han descfito casos en los que el vi-
rus Epstein-Barr es responsable de ulceras genitales (43), y, por lo tanto es
necesario considerarlo tambien en el diagndstico diferencial; lo mismo ocurre

con el virus de molusco contagirosc (13).

Las infecciones herpéticas en la mucosa oral pueden ser confundidas con
otras infecciones virales provocadas por algunos virus Coxsackie tipo A, prin—
cipalmente A2-AG, A8 y AL2 que producen herpangina y Al® que produce faringitis
linfonodular (12): ambos cuadros son muy semejantes a la gingivoestomatitis y
a las ulceras herpéticas recurrgntes intraorales. €n estos casos es necesario
identificar al virus para el diagnosticec ya que el cuadro clinico y el curso de

la infeccion son muy semejantes.

Un caso de infeccidn herpética gue requleée necesariamente el diagnosti-
co de laboratorio antes de establecer el tratamiento es el herpes ocular. Es
muy comin que los corticosteroides se administren localmente en infecciones
bacterianas pero cuando se administran en infecciones herpéticas, éstas aumen-
tan en severidad, ya que tales medicamentos ‘nhiben la cicatrizacion de la

lesion, provocando con ello gue el virus si1go infectando células adyacentes.

B

Como se menciond anteriormente, puede haber casos asintomaticos de

herpes genital an mujeres embaraczadas, siendo alto el riesgo de infaccion del



nific al momento del parto, es pues necesario establecer un

.dxaghbsilco dife-

rencial en tales casos para realizar una operacid ariel-contacic

del nifio con el virus durante el parto.
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11. PLANTEAMIENTO: DEL PROBLEMA.

En México; él;diégﬁéstibovdel v bgsiHebneS'Simplefse:réal}:a detres

formas:

1. Observacion de iasfcéluig;‘en le'baée de la lesléh. Séjhace un ras-
pado de la lesidn y el frotis's??tiﬁe con Giemsa o Papanicolau para observar
los cambios morfolégicos de las ;éluias infectadas en la base de la lesion. Se
observan cuerpos eosindfilos iﬁgrahucleares dehidos a I; acumulacion del geno-—
ma viral. Este exdmen resulta poco 5én51biery puede dar resultados falsos nega-

tivos (36).

2. Pruebas serplégicas. Lés mas utilizadas en el diagnéstico derHSU son:
neutralizacidén, inmunofluorescencia y ELISA. En los casos de infecciones prima-
rias puede compararse el titulo de anticuerpos especiflcos entre el suero agudo
y el sueroc convaleciente del paciente, lo cual nos permite establecer si hubo o
na infeceion, pero dado que hay que esperar un periodo de tiempo largo (aproxi-—
madamente 3 5eéana5) ne resultan apropiadas para el manejo clinico del pacien-
te (44). La serclogia, no siempre es de utilidad en infecciones recurrentes,
porque en muchas ocasiones no se presenta un aumento de anticuerpos ante la in-
feccion secundaria (14), Una importancia de la serclogia es la deteccion de in-
fecciones por distintos tipos de Herpes Simple, aunque deben considerarse cui-

dadosamente las reacciones cruzadas que normalmente se presentan,

3. Caracteristicas clinicas de la lesion. La mayoria de las veces, el

.

diagnéstico se efactua solamente tomando en cuenta estas caracteristicas, pero
muchos otros agentes infecclosos pueden producir lesiones del mismo tipo como

ya se ha mencionado en parrafos anteriores.
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Tomando en cuenta las diferencias en sus frogiedades biolégicas se han

PN

desarrcllado distintos . métodos de txﬁxfxéaéxéﬂ:‘bbf gjenplo; pbdemos distinguir
las dos tipos de H5U bor 35U ﬁensgbxixdad—a q;értas :Qstahéxas come la heparina
(497, y la S-(2-Bromovinil)-2~desosiuridina (S55) por la capacidad de formar
nlacas litxcasydeiﬁ}éténtos‘taMaﬁos al ser cultivados en Eﬂbriones de pollo;
por el tipo de ¢£:cid b1top5ticolqué pﬁoddcgnAen_monocapas celulares; #ér el

neurotroplsho'enTPafoneﬁ-(4!) y ﬁuchas‘otfas pruetas.

ncias serolégicas, se han desarrollado pruebas de

“tincidn cpawiﬁmQﬁoperoxidasa, é}ﬁ y*éLISB; el

dé’reactivos!h;qiégiqosyaftgmente

ultan'dgjalﬁo costo yj&ificiles de

la microscopia electrénica, que es de

utilidad para diferenciar él’ﬁsvjqq ép2¢;ru'1y Enterpvirué pero gue en general

no nos permite distinguirle QélfQIEJ 'aéigélé-iéﬁiér:jesta técnica es poco

aplicada por la escasa disponibilidad croscopiostelectronicos para el

i

diagnodstico.

Finaimente, una técnica hﬁé ha.sido introducida recientemente es la
deteccion del DNA viral, yé sea por hibridizacion (6, 52) o por patrones elec—

troforéticos de los fragmentos producidos por enzimas de restriccién.

Las enzimas de resiriccidon son endonucleasas que reconocen secuencias
especificas en el DNA (la secuencia de reconocimiento puede ser de 4, § 6 & ba-
ses ). Muchas de esias enfimas cortan dentro de &sa sccuencia, pero existen al-
gunas que corten en sitios diferentes al sitic de reconocimiento. Tales enzimas

se han obtenidec & partir de distintos microorganismos, principalmente bactertias.



HSV-l, EL TAMANO OE LAS SECUEN

Figura 2. ESTRUCTURA DEL DNA DE HSV.(A) ARREGLO. DE LA SECUENCIA OE ONA DE
CIAS UNICAS (U Y u,) AL IGUAL QUE LAS SECUENCIAS aby ca v b’ o'y 0'C’, ESTAN DADAS COMO PESOS MOL ECULARES
x10%. EL ARREGtO ¥ EL TAMANO DE LAS SECUENCIAS HSV--2. (B) MAPAS DE RES-

ARREGLOS DEL DNA

" INVERTIOO Y "SL” INVERTWOS,

SON SIMILARES FPARA EL ODNA  DE
DE HSv-l, PxARREGLO PROTOTIPO, IS'JL E 152 JCORRESPON -

TRICCION EN LO3 CUATRO POSIBLES
! BUCHMAN, TG; ET.AL.1980)

DEN A LOS ARREGLOS "S™ INVERTIDO "L



Gracias a la utilizacién de las enzimas de rastricci1én y radioisotopos,
se ha determinado, mediante elctroforesis, que el DNA de HSV ea@é formade por
dos segmentos (L y S}, cada uno de los cuales presenta una secuenéla unica en
la parte central, (UL y US), y secuencias repetidas en sus resbgctivqs

extremos, represeniados en la Figura 2 como ab, b'a’, ac y c'a', La existencia

simultanea de esas secuencias da como resultado la presencia: de:4 .poblaciones
equimolares en las que cada uno de los fragmentos repetidos.se:encueniran

invertidos entre si (9),

Tambien ase han determinado los sitios de corte con diferénteabénzimas de
restriccion en cepas prototipo de HSV (tipos 1 y 2), aunque existen sitios de

cortie variables en distintas cepas, como lo muestran las figuras 3 v 4 (8).

La utilizacion de enzimas de restriccién se ha aplicado en &l estudio de
diferentes cepas de HSV aisladas de diversos origenss clinicos y geogréficos
(7, 8, 10). Estos estudios han demostrado la existencia de una enorme variasbi-
lidad da genomas virales en cuanto al numero y peso molecular de los fragmentos
resultantes de la digestién con dichas enzimas (7, 8, 10, 20), sin embargo se

tha observado que:

- Los dos tipos de HSV pueden diferenciarse por el patroén electroforéetico de
los frapmentos del DNA viral resultantes de la dipestién con distintas enzimas

de restriccién (1, 7, 10, 30, 51)

- Los cepas aisladas no relacionadas son facilmente diferenciables por el pa-
trdn de restriccidn que se produce al digerir con una enzima, distinguiéndose

en, por lo menos, un sitio de corte (8, 20).

- Las cepas relacionadas epidemioldgicamente son indistinguibles en cuanto a

los fragmentos producidos por el corte con una enzima de restriccién (7, 8).
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- Las diferencias entre los patrones de restriceion de les virus-alslados par:-

zet; ser establés tanto in vivo como in vitro (8),

En e! presente trabajo, se preiends desarroiiaraUh ﬁétoa;5dé'd;agnds{xéu
y tipificacidn del virus Herpes Simple en (nfecciones causadas por él, basado
en el analisis de los fragmentos resultantes ds 1ardigesti6n dal. DNA vifal con
enzimas de restriccién. La obsaervacitn de los fragmentos 5ep§rado$ por electiro~
foresis en base a su tamafo, puede reslizarse por tincidn con bromuro de stidio

4 nitrato de plata,.



II1. OBJETIVOS.

1. Establecer las condiéioﬁes de trabajo que habran de ser utiles en la

implantac{én del método en el laboratorio.

2. Establecer y modificar el método a un estado dptimo con el uso . de
cepas prototipo de HSV adaptadas al cultivo en laboratorio, tanto tipo l{como

tipo 2, de manera que pueda ser utilizable en un laboratorio de d;qqnéSi éd{,

3. Probar la metodologia con muestras clinicas de inféccldn

y verificar si se lleva a cabo de manera satisfactoria.

4. Tratar de eliminar la necesidad de multiplicar al’virys,én'cultivoﬁ
celulares, detectdndolo directamente de las muestras en base al mismo princi-

pio.

IV, HIPOTESIS DE TRABAJO.

El DNA de HSU-1 y el de HSVU-2 difiaren en la posicidon de muchos sitios
de corte con algunas enzimas de restriccién. Asi, cuando el DNA de HSV se
digiere con alguna de estas enzimas, los fragmentos obtenidos producen un

patrén de restriccién que puede discriminar los dos tipos de HSV.
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U, MATERIALES ¥ METODOS.

A. CELULAS Y VIRUS.

Ce utxlx aron célilas. Uero pera propagar:‘

mutante de HSU 1 capaz

VR=2 (Mclntyre), utllxzada como prototzpo de HSU l y a1slada de un paciente con

encefalitis:’ la= ceaas K0Sy FU Z, utilizadas como. prototipoyde HSU 1. ,_1a
cepa MS, como prototipo de HSU~2, aislada del cerebro de una persona adulta con

esclerosts,

8. REACTIVOS.

1. Medio'de‘cdltivo‘ Serutiliza ‘Medio Minimo Escencial Eagle modif:ca-

do de Flow- Laborator;es con 1@000@ U de Penlcxlxna, 100 ‘mg"dé Estreptomicina, B

mg de Garamicxna 1% F:ng“k na{,ﬂgemésj‘gonticne.blcarbpnato deksod;o al 0.88% y

2. Solucion sall sfatos (PBS). -Contiene 8 g de

cloruro de 5od16;'0.é g de,clgrgno”dg potasio, de fosfato monobasico de



potasio, 1.15 de fosfato dibasico de sodio, @.i g de cloruro de calcio, {.88 g
de cloruro de magnesio hexahidratado en | litro. Se esteriliza por filtracidn y

se guarda a 4°C,

El PBS utilizado en el ensayo de infectividad del DNA viral carece de
cloruro de calcio y de cloruro da magnesio;: los demas reactivos se encuentran

a la misma concentracion.

3. MEM-Tris. Se prepara mezclando tres voltumenes de MEM sin bicarbona-

to de sodio y un volumen de Tris 8.2 M pH 7.4, Se almacena a 4°C.

4. Proteinasa K. 50 mg de Proteinasa K "Sigma" sa disuelven en 5§ mi de

agua desionjzada y se almacana a ~20°C.

5. Bromuro de atidio. Se hace una solucidn concentrada con 10 mg/ml y
se guarda a 4°C. Es exiremadamente cancerigeno: NO gcbc tenerse contacto direc-

to con é&i.

B. Solucion amortiguadora "alta sal”. Contiene cloruro de sodio 100
mM, Tris.HCl S@ mM pH 7.5, cloruro de magnesio 10 mM y 1 mM de ditiotreitol. Se

hacea una solucién concentrada 10 veces (10X) & se guarda a 4°C.

7. Solucidn amortiguadora “media sal®. Contiene cloruro de sodio 50
mM, Tris.HCl 10 mM pH 7.5, cloruro de magnesio 10 mM y ditiotreitol 1 mM. Se

prepara una solucidn 10X y se almacena a 4°C.

8. Solucién amortiguadora de lisis., Contiens Tris.HCl 10 mM pH 7.9,

EOTA 10 mM y Triton X-100 al 0.25X.

9. Fenol saturado. Se preparan 250 ml de una solucién Tris 18 mM, EDTA

I mM pH 8.1 y se va aoéugando poco a poco en 150 ml de fenol destilado con agi-

tacion constante hasta llegar a la saturacion. Si se forma una emulsion, se



1@. Solucidn amdrtigdadéfa'égtandqr'de reticulocitos. Contiene Tris 10

mM pH 7.5, cloruro de magnesio | mM y clorurp de sodio 1@ mM. Se prepara una

solucién 5X,

11, Amortiguador Tris-Acetato. Se prepara una solucién 18X, disolvien-
do 4.58 ml de &acido acético glacial, 1.025 g de acetato de sodio anhidro, 0.93

g de EOTA disddico dikidratado v 12.22 g de _Tris base en 250 ml.

12. Amortiguador Tris-Borato (TBE}. Contiene 89 mM de Tris base, 89 mM

de acido borico v 2.5 mM de EDTA con un pH de 8.2. Se prepara una solucion 10X.

13. Solucién de plata amoniacal. Se prepara mezclando 21 ml de Hidré-
»ido de sodio al B.36%, 1.4 ml de Hidréxido de amonio al 28% y ! ml de nitrato

de plata al 20%:. se completa a 100 ml con agua desionizada.

. 14. Las enzimas de restriccion utilizadas son de la marca Bio-Labs y

tienen una concentracion de 1600Q U/ml €coRI, 24000 U/ml HindIII y 20000 U/ml

BamHI. Todas deben slmacenarse a —20;0.

15, Mezcla de colorantes. A la solucidén amortiguadora utilizada en la
electroforesis (Tris-Acetato o TBE) se adiciona glicerol al 15%, azul de bromo-
fenol al 0.005% y xilencianol al 0.005%. Los colorantes sirven como marcadores

durante la electroforesis.

C. METODCLOGIA.

1. INFECCION DE CELULAS CON HSV.

a) A una monocapa confluente de células Vero contenidas en un frasco
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da 75 cmZ de superf;c@e’(creq;da;,éon 14 ml de nedloi, se les retira el medio

de cultivo por aspiracién con vacio.

b) Las células se lavan con 1@ ml de PBS, y éste se dgsecha;ﬁ,f.7’" v

c) Se agrepa el lisado en cantidad deseada, de acuerdo avlaiﬂd; reque=-

rida y se completa con Medio de cultivo sin suero (MEM s/s), en caso-deique se

requiera, hasta 1.5 ml,
d) Se deja absorber el virus durante 6@ min-a 37°C, tienpbfdQESBiéfél
cual el recipiente se agita suavemente cada 15 min para mantener a laS'célu}as

en contacto con el virus.
e) Se retira el inéculo por aspiracién con vacio.
f) Las células se lavan nuevamente con PBS y éste se retira.
g) Se agregan l4 ml de medib de cultivo sin suero (MEM s/s)

h) Se deja incubar a 37°C an una estufa con atmésfera de (02 al 5%

hasta la aparicion de ecp. s

i) Cuando el virus se reguiere para la propagacién, la MOl debe ser
menor de ©.81 y el lisado utilizado para infectar se obtiene como sigue: las
células infactadas sa desprenden del recipiente, se sonican 2 veces durante 20

seg. en un sonicador Branson 185 y los restos celulares se separan por centri-

fugacidn a 1500 xg/1@ min/ 4°C. El sobrenadante se utiliza para infecciones

posteriores.
2. RECOLECCION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS CLINICAS.

a) La lesién e raspa con un hisopo humedecido en MEM con suero fetal



de bovino al 4;. Se realiza por: duplicada,

m smo:medio v se-agita.violen-

disponible de 48 cm2 .

b) Se hacen diluciones decimales del‘lﬁsaddwqqg sgbqulgre tigqiér -

desde 151 hasta 187 con MEM s/s.

¢) Cuando la monocapa celular esta totalmente,cdnfigente, se retira el

medio de cultivo de cada pozo por aspiracion con . vacioi

d) A cada pozo se agrega | ml de PBS para -lavar las células y nueva-

mente se refira por aspiracidn con vacio.

e) Se inocula con @.2 ml de cada dilucién de lisado por pozo, por

triplicado. Se utilizan tres pozos como control negativo con MEM s/s.
£ El virus se deja absorbiendo 6@ min a 37°C, agitando suavenente.
9) Se retira el indculo por aspiractidn con vacio.

h) Las células se lavan agregando PBS y retirdndolo con vacio.



i) A cada pozo se gdfcgaglfhl?délMEH;con lepc suero humano ( 1nactiva-
do 30 min a 56°C) que tenga ‘antlcusrpas nautralizantes contra HSU eon un titulo

mayor o igual de 512 pof redddé4 .‘ g ;ﬁ“e(»numéco*de placas, descrito

posteriormente.

i) Se incuba a 37°C en qnaiafndéferé'dé1002 Sigﬁgqtéjla~fobmapidn de

placas (aproximadamentes 48 hrs).

k) Sa cuantan las placas formadas y, en base a la dilucién y al volu-
men del indculo, se determina el titulo en ufp/ml (unidades formadoras de placa

por mililitro).

Las.placas pueden contarse directamente al microscopio ¢ tifiiendo con
Cristal violeta, de la siguiente forma: ’
=) Se retira el medio de cultivo
~) Se afiade 1 ml de formol al 4% durante S min y sé rétif&rrﬂ
~) Se lava con agua corriente
~) Ss agregan ©.2 ml de Cristal violeta al 1% en etanol al 5@% en cada pozo.

Daspues de 2-3 min, se retira y se lavae con agua corriente.
4. TITULACION DE ANTICUERPOS ANTI-HSVU EN SUERO HUMANO POR NEUTRALIZACION

a) El suero se inactiva calentandolo a S56°C durante 30 min. Se hacen

diluciones 2X de éste (1:16, 1:32, 1:84 ...) con MEM s/s.

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

titulado, de manera que se obtengan 580 y 5000 ufp/ml.

c) Se mazcla 0.5 ml de cada dilucidén de suero con 9.5 mnl de cada dilu-

cion de lisado. Como controles positivos se utilizan 0.5 ml de MEM a/s con 9.5



ml de cada dilucidn de lisado,y.,comq qqntrql negativo, @.S mlydeAlavdilucién

5%, agitando constantemante.

i) Se retira el 1n6culo»yf$é'aﬁb€da'PES para ‘lavar las células, amhos,

por aspiracion con vacio,

J) En cada pozo se agrega 1 ml de MEM con 2% de suero humano que con-

tenga anticuerpos neutralizantes contra HSV (con un titulo mayor de 1:128).

k) Se incuba a 37°C con atmdésfera de CO2 S% hasta la formacion de

placas.

1) 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

misma dilucion).
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m) El‘ﬁ}tulo-seineporféchmgfaddeLla'diluc;én enque se reduce en GO%

 ;'en‘donde5”

‘PR>5@°.~:50@ " " "-X-"dilucidn buscada
— — n="dilucion inmediata que
- “PR>G@ - redujo -mas del 50% de placas
FRR : PR- % de placas reducidas en
an

a) Las:
de superficig“se‘desprendgn”délvfraSbb'cdhpletamenteky»sg centrifugan a 800 xg

durante 15 min a.

B ¢ TA 10 ’pHJB;Q,y;;é,agrega

Dodecil sulfato de 50dié,(éﬁ$)g ‘una cqncgnjfapiénffﬁnal dEJE;BZ;

d) Cuando desaparecé,léiiuﬁﬁidézf{se*aérega 9.3 ml-de Proteinasa K a
una concentracidn de 10 mg/ml para dar una concentracion final de 2 mg/ml. Se

tncuba a 37°C durante 3 hr.

e) Se agrega la misma cantidad de proteasa y se incuba nuevamente a la

misma temperatura por 16 hr mas.

f) Can el material resultante de la digestidon se hace un gradiente de
la siguiente forma: Se diluye el material digerido con Tris-EDTA 10-1 mM pH 7.5
y se agrega CsCl y bromuro de etidio hasta der una densidad de 1.566 y una
concentracion de 188 upg/ml respectivamenie. La densidad se ajusta por el indice

e

de refraccion.



g) Esta mezcla se centrifuga“a 42000 rpm/‘70,hr/ IQ'C'énAun rotor

Beckman TiS0.

h) Se obtienen‘doﬁ bgqaasivlgibié;iéqh';QZLUU
ferior corresponde al DNA de HSU;y sb‘puede'fecoisctéé iente,

o de manera menos efectiva, por aspiracién con una ‘je

i) El material recolectado del gradiente se ext}ééf
rado con NaCl 3 veces y el DNA que se encuentra en la f&sglacuo:aQSé pﬁécipita
con dos volumenes de Etanol y un volumen de Acetato de sodio 2. M: flnaimente,

se resuspaende en Teis—-EDTA 18-1 mM pH 7.5,
6. ENSAYQ DE INFECTIVIDAD BDEL DNA DE HSV (19).

a) El ensayo se realiza en una caja de 24 pozos con una superficie
disponible de 2 cm2 por pozo. Una vez gue las células estan confluentes, se les

retira el Medio da cultivo por aspiracién con vacio.

b} Se lavan con ! ml de PBS libre de Calcioc y Magnesio, se retira el

sobrenadants con vacio.
’
€.

c) Las cédlulas se lavan con MEM-Tris y nuevamente se retira el sobre-

nadante.

d) Las células se tratan con una solucidén de DEAE-Dextréan S00 ug/ml en

MEM-Tris durante 30 min a 25°C.

e) Las células se inoculan con DNA viral disuelto en MEM-Tris y con

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

triplicado.

f) Como control poattivo se inoculan las células con al virus y como



) EL DNA &, en su caso, el virus se deja absorber durante 1 hr a 37°C

en una incubadora cdn €02 al 5%,

que contanga anticuerpos contra HSV.‘ffk'

1) Se incuba a 37°C en la miﬁmai‘cohd;éibnes;fﬁésﬁéaquexse”6bserya ecp

o placas 1liticas.

7. OBTENCION DE DNA DE HSV POR PRECIPITACION CON NaCl (PIGNATTI, 38).

a) Las células infectadas con ecp > 80X correspondientes a 150 cm2 de
superficie se desprenden del recipiente en gue se encuentran y se centrifugan a

800 xg durante 15 min a 4°C. Se desecha el medio de cultivo.

b) El botédn se resuspende en 10 ml de PBS, se agita suavemente y nue-

vamente se centrifugan. El sobrenadante se desecha.

c) El botén se resuspende en 1.5 ml de solucidn amortiguadora de lisis

y se¢ agita suavemsnte durante 10 min a 25°C.

d) Se aprega NaCl S M para dar una concentracion final de 9.2 M:i inme-
diatamente se agita por inversidén y sas centrifuga a 1500 xg durante 10 min a

4°C. El botén se desecha.

e) Al sobrenadante se agrega Proteinasa K 20mg/ml, SDS 10X y Tris~EDTA
S08-50 mM pH 7.5 para dar concentraciones finales de 100 pg/ml, 0.2% y 10-10 mM,

respectivamente. Se incuba a 37°C durante 2 hr aproximadamente.

f) Se extrae con un volumen igual de Faenol saturado con Tris-E0TA 10-1



i) Se e?abo}g,_§d 'd1*bg;ﬁoliy;é;fbétén §Sire5Q5pende en 30 pl de Tris

EDTA 10-1 mM pH 7.5. -
8. OBTENCION DEL DNA DE HSY POR SEPARACION DE NUCLEOS (ARENS, 1).

a) Las células infectadas con un ecp > 80% correspondientes a una area
de 150 cm?2 se desprenden del recipiente en sl gue se encuentran y se centrifu-

pan a 800 xg durante 15 min a 4°C. El sobrenadante se desecha.

b) E1l botén se resuspende en 10 ml de PBS, se agita suave y nuevamente

se centrifugan. El sobrenadante se desecha.

«ct) El botédn se resuspende en 4.5 ml de amortiguador estandar de reti-

culocitos y se incuba 1| hr a @°C con agitacidn suave,

d) Se homogeniza en un Homogenizador Eberbach con 20 golpes sobre un

bafio de hielo.

e) L.a suspension se centrifuga a 2000 xg durante S min a 4°C. El botdn

se desecha.

f) El sobrenadante se ajusta con EOTA S0 mM, Proteinasa K 1@ mg/ml y
SDS 10X a concentraciones finales de 5 mM, 200 ug/ml y 0.05% respectivamente.

Se incuba durante 30 min a temperatura ambiente.
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g) Finalmente. se extrae y se prgc;pita de lavm;ama}manefé que en el

método anterior.:

9. OBTENCION DE DNA DE HSV POR PRECIPITACIQN ON:PO ETItENGLICOL (7).

a) Las células infectadas con ecp delfLQQZ‘se'désbﬁ
del recipiente en que estéan contenidas. El lisado sé”éong:iéfd§§¢pnggia'tres

veces.

b) El lisado se centrifuga a 80 xg duranie 15 min.a 4’0;;S§—decanta y

el botén se desecha.

¢) Al sobrenadante se le agrega Polietilenglicol (PEG) al S5@% con peso
molecular promedio de 6000 para dar una concentracion final de 104 y NaCl para

dar una concantracién final de @.5 M. Se agita y se deja reposar 2 hr a 4°C.

d) Se centrifuga a 20000 xg durante 30 min a 4°C; se decanta y el

-sobrenadante se desecha.

e) El botdén se resuspende en Tris-EDTA 10-1 mM pH 7:§ia;75;ﬁéra que el

material precipitado este diez veces concentrado.
f) Se agrega SDS al 10% para dar una concentracidn final de 1.5%.

g) E1 DNA viral se extrae y se precipita de la misma forma como se

describid anteriorrmente.
1@, DIGESTION DEL DNA DE HSVU CON ENZIMAS OE RESTRICCION.

El DNA obtenido por los distintos métodos de extraccidn se trata de la
siguiente forma: Se mezclan 1/3 del material extraido con 5§ Unidades de Enzima.

Amortiguador “"alta sal” & “meadia sal” 10X, segun la enzima utilizada, espermi-
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dina 100 mi (0. 4 ul por cada L@ gl de volumen de reacc'on) y agua desxonxkada

si se requiere.  fsﬂ utxll’a 1as digeationes con

EcoRI, mienfrés“ cn las dxgestxones

 ;in9ﬁba 6137’C,durante;1a:reaccxén.

manera correcia,

11. ELECTROFORESIS.

Antes de realizar‘la electroforesis, la muestra se trata de,lu‘ 8i—
guiente manera: se agregan 5 pl de la mezcla de colorantes y se calienta a 65°C

durante S min para deshacer agregados.

a) Geles de Agarosa. Se hace un gel horizontal de agarosa al ©.7-0.8%
de 11 X § X 0.3 ¢m, se carga la muestra'yVSEVCdrEe a 100 volts durante 1 hr, o
hasta que el azul de bromofenol llegue alibofAérdelfgel,'en solucion amortiqua-

dora Tris-Acetato.

El gel de agarosa puede tefAirse con Bromuro dé étldlo.'adicionéndolo a
una concentracion de 100 ng/ml en la solucion de Tris—Acetato y observando bejo
luz W, Los fragmentos producidos en la digestion pueden tambien visualizarse

por tincion con nitrato de plata (descrita posteriormente).

b) Los Geles de Poliacrilamidae se hacen al S% en base a la siguiente
formula:

~ 4,12 ml de Acrilemida-Bis acrilamida 3Z0%-0.8%
- 2.5 m! de Amortiguador TBE 10X

- 18.1 ml de Agua desionizada

- 9.5 ml de TEMED

- 225 ul de Persulfato de amonio 10%



el

las dimensiones del pgel son 14 X 20 X @.2.¢cm. Se colocan las muestras y se

corre

1X, El gel se tide coan;tratofdé‘ﬁiéié; SR

-) El
-) Se
-) El
-3 ée

-) Se

bandas,

-) El

-} Se

-) El

-) Se

ml

=) La

a 200 volts durante dmhn‘cd;anfvdIt§“duééﬁtéfLSJHh)}gnfanofiigqedorATBE

12. TINCION CON'NITRATO DE.PLATA.

a) En geles de Agarﬂéét(@é)

gel se enjuaga con aguaiqégéqnxzadan
seca a 37°C, con unrpapelikfl"

gel se coloca en glu{éféyﬁehi
énJuaga con agua desi;niiSd

agrega la solucion derplbﬁq

b) En geles de Poliacriléﬁxaégr
gel se coloca en una solucidn dé etanol-ac. acético 10%-0.5% por 30 min
coloca en una solucidon de nitrato de plata al 0.18% durante 3@ min
gel se enjuaga dos veces con agua desionizada, desachando cada lsvado
coloca en una mezcla de Formol y NaOH (0.4 ml de formaldehido al 38X y 50

de NaOH al 3%) hasta gue aparecen las bandas

tincion puede fljarse con Acido acético al 1%. Lavar con agua desioni-

zada.
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VI. RESULTADOS.

1. Condiciones de propagacidén del virus Herpes Simple.

Se establecieron las condiciones aptimas de propagacion del virus Herpes
Simple cepa MP en @l laboratorio: considerando principalmente, el efecto produ-
cido por la multiplicidad de infeccién (MOI) y por la temperatura en la produc-
cion de particulas infecciosas. Comc se muestra en la tabla RI, les cadtidad de
particulas infecciosas fué muy variable (desde 16* hasta 1@' ufp!m{), 51n emn~
bargo e! titulo promedio obtenido estuvo alrededor de § loél@ ufp/ml. Asimismo
se observa que una MOI alta (mayor de 1) mantenida por varios pasas consecuti-
vos produce una disminucidn considerable en el rendimiento de particulas infec-
ciosas, por lo tanto se considerd convenionte utilizar MOI menores de 8.1 ufp

por célula en pases subsecuentes.

TABLA S. CONDICIONES DE PROPAGACION DEL VIRUS ¥.

EXPTO MO TEMP. INCUB TIEMPO DE COSECHA TITULD (logl®
(ufp/cel) (°C) (hr) Y ECP (X))@ ufp/ml)
%] 5.44
1 9.002 37 896 5.5%
2 2.0072 37 98 §.11
3 2.0002 37 72 3.17
4 0.08 34 48 $.9
S 2.4 34 ———— g§.11
3] 1.73 37 18 (10@) 8.17
7 18 37 20 (100) 8.7
8 2 34 24 (80) 5.8
2 37 24 (100) 7.17
9 0.034 37 ———— 4.7
10 2.0005 37 48 (70) 4,06
11 9.0026 37 396 7.17

¥ La absorcién del virus a la célula se realizo a 37°C durante 1 hr,
2 La cosecha del virus se realizd sonicando el lisado y separando restos celu-
lares.
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Corm raspecto a-la temperaturs ‘de 1nzubacion, ro evigiic. diferencra sig-
rifizativa 2n el rendimiento de pariiculas.infecciosas, comc se ve en el e.pe-~
rimentz 8 de la tabla 5. Por ciro lade, s2 cuantifice el virus liberado 2l re-

d:o de culiivo 'y el*virus intracelular, despues de incuber & 34 v a I7°C res-

mente y se obsgr#é'nuerla temperatura no influia 2n la liberacién d=

particulas infecciosas al medic extragelular, '

Un dato que eéi;hpqrtante;c6n51défér és—él;§f¢c1§;ﬁuemtxéhe:el zlmacensz-
Je de un lisado en la inad
pase 3 de la cepa UR-3 de:HS

meses almacenado a 43C el

Se mult: plzcaron o‘ra cepas de HSU (Vu FU Z y ﬂS}.-en céliulas Yers

attlizande condxcxones ﬂemegantes a 155 de la cepa MP pero el rewdxmxewto de

pactizculas vxbalﬂs no .ue ta

buenot"lus iy

4
menores de 10

del virus HﬁU—l,

cepa MF, se procedié a,Euscar:1Eéucéhdibionesf0ptimas en la‘e\traccxon del DNA
viral a2 partir de celulas 1nFectadas. en’ base ‘a los metodos descrxtos por

Arcns et al (1) vy Plgnattx (381, princxnalmente. Los metodos 52 descrxbxeron en

l= seczcion anterior.

T

Condiciones de exirzccién dal DNA viral,

En la Tabla 6 se detallan }cédasién ceda’

uno de los métodos, asi como los

merc1orar gque =2n algunos evperimentos - ne Be cuantlrh



Tabia. 6. A.CONDICIONES OE

EXTRACCION DE ONA VIRAL.METODO ARENS.

110 VARIACIONES HESULTADOS
ANTIOAD RECOLECCION '| TITULO
ExP {cera | AN : CONCENTRACION
DE CELULAS ms. (Yoecpd | (UFPm| DE CELULAS |NO-GOLPESIRNAsA | ENZ/GEL OTROS  |DNA EXTRAIDO OBSERVACIONES
B uP r.3xi08 480100 %) — 4.t xi03 23 no NIND ItH/AGAROSA  DMA X CONTROL o
FI 2.3x 108 96 (30%) — 3.1 x 108 28 NO HINDU1/AGARDSA  DNA A CONTROL 132 U SE OBSERVAN 3 FRAGMENTOS DE-
DLMENTE CON PM >
DIGESTION DHA
3. ne 96 (90%]) — S aaxgot as NO  EcoRI/AGAROSA —— 10.8 UQ MO SE VE DIGESTION, SOLO UNA
§ ; . BANDA OQUE NO PENETRA AL GEL.
4. P 48 (100%) —_— '!xco" 23 NO Eco RI/ AGAROSA DNA X CONTROL 7.2 UG NODIGESTION DE DNA- x INTERNO-
T : e NO - Eco RI/AGAROSA  DNA X CONTROL ———  DIGISTION POSTIIVA DE CONTROLES
: ; ) . S DE DNA % .CON RANAsn SE ELIMINA
5. e T2IIG0%) | —— axio® 38 ’ ALOO OF BASURA, PERO EXISTE UNHA
: ’ BANDA INTENSA QUEZ NO FNETRA AL
s Eoe RI/AGARCSA  DMAX COMTHOL — GEL.
6. W 1.5x to? a(80%] . 3x108 ©30 . NO  Eeo MI/AGANOSA  DNAX CONTAOL 72 UG  NO HAY DIGESTION DEL ONA ) GUE
: E SE USA COMO CONTROL INTERND.
8. up 1.28x107 . 1100% S 2.rx108 20 NO Eeo RI/ AGAROSA DIGESTION  POSITIVA, SE, OBSERVAN 4-5
’ : (PLATA} BANOAS RECONGCIBLES. LA MAYORIA DE
LOS FRAGMENTOS NO SE SEPARAN
POR S ALTO PM.ESTOS FRAGMENTCS
COMRESPONDEN COM ALGINOS DEL
B EXTRACTO PIGNATTI DEL MISMO EXPTO
i Eco RI/AGAROSA SE OBSERVAN LAS MISMAS BANDAS
(PLATAL
) QUE EN EL EXTRACTO PIGNATEI
8. P 1.8 %107 48(100%) sxro” 3.3x106" 20 NO ADICION DE RNA SOLAMENTE QUE EN MENOR CANTI-

BAM HI ( PLATA)
POLIACRILA NIOA

OAD. DIGESTION POSITIVA,

DIGESTION POSITIVA, IGUAL He. DE
FRAGMENTOS QUE CON PIGNATTI, S0+
LO QUE MENWOS INTENSO.




!
CONTINUACION Tabla 6-A.

17.  VR3 13x 107

72(100%}

»108

L3 x108

NO BAM HILPLATA)
POLIACRLANIDA

ADICION DE RNA

DIGESTION POSITIVA. FATRON ELECTRO
FORETICO CARACTERISTICO DE H5V- |
{ SENEJANTE A LA CEPA MP SALVO
ALGUHOS FHAGMENTOS], “I%R CANTIOAD
OE MATERIAL QUE CON E'. EXTRACTO
PIGHATTI,

Toblo6-8. CONDICIONES DE

EXTRACCION DE DNA VIRAL. METODO PIGNAYTI.

CANTICAD

Exp DE CELULAS

CEPA

RECOLECCICN
hrs. (%Y ecp)

TiTULO
(UFP/m!)

+YARIACIONES

RESULTADOS

CONCENTRACIO
DE CELLLAS

NJN&GOLPESIRNAs:I ENZ/GEL.

OTROS

DNA EXTRAIDO |

OBSERVACIONES .

13X |07
15 x10"

L2sxto’

1.sx107

17, Ay r.sxi0?

48(100%)

481100%)

"48(100%)

721100%)

LISADO 4x10®
48{100 %} [
mEDI0 4108

sxio?

»10°®

Lsxio?

1.axi107

8.3x10°

S

st Eco RI/AGAROSA
5 Eco RI/AGARQSA

NO Eco RUVAGAROSA
- APLATAY

‘Eco RIZAGAROSA
L APLATA)
NO
BAMHI
POLIACRILAMIDA

NO DAMHL

ONA % CONTROL

DNA X CONTROL

ADICION DE RNA

ADICION DE RNA

180 LY

49.8 ug

DIGESTION ONA-X IHTLANO /N, PERD
S5€ ODSERVA UNA AANDA IHTENSA QUE

NO ENTRA AL GEL.

DIGESTION ONA- X INTEANO. SE QOSER
VA GRAN CANTIDAD OE MATERIAL PER
NIHGUN FRAGMENTO RECONOCIBLE.

DIGESTION POSITIVA; SE OBSERVAN 10
BANDAS MUCMAS CORRESPONDEN A
FRAGMENTOS DE ONA O£ HSV-IPROTONAQ

DIGESTION POSITIVA. SE OBSERVAN BAY
0AS DE PM SEMEJANTE A LOS FRAG™
MENTOS DE M5V-1 PROTOTIPO. LA MA
YORIA DE LOS5 FRAGMENTOS HO PUE-
DEN SEPARARSE POR SU ALTO RM.

DIGESTION POSITIVA, SE OBSERVA UN
PATROM LLECTROFORETICO RECOMNOCH
BLE COMO HSV-1 PROTOTIPO ,

OIGESTION POSITIVA, PATROW ELECTROFO
AETIO0 SIMILAR AL DNA DL HSV-1 PRO
TOTIPO (VER FIGURA 8).

La mutiplicidod de infeccion runca fus moyor de 0.27 excepto en ol experimento 8 en que fue de 3

La concentraciin dv céluhs esld referida ol nimaro de célulos por voumen de solucion, segin el méfodo, solucién de 1isis o solicion estandor de reticulocifos.
El numero e golpes en ¢ metodo ARENS se refigre a [os golpes en un Homogenizodor de tejidos tipo Douncer.



Se utilizaron gradientes de CsCl para determinar si se obten;a DNA ‘viral
en los extractos y para observar el rendimiento del mismo ééﬁ c;da ﬁn§ aékios
métodos practicados, comparando con el material obtenido con una extracéién,dx-
recta. El primer objetivo se logro de la siguiente forma: se obserQaroﬁ do$ -
bandas de ONA teAidas con bromuro de etidio ean el gradienté; con cada una de
ellas se realizdo una digestion con EcoRI y Hind III, resultando un patron -
electroforético reconocible como HSU-1 y, un ensayo de infectividad que resul-
té positivo para la banda mas densa, con lo cual se determind que ésta corres-
pondia al DNA !iral. El resultado positivo del ensayo de infectividad se obser-
va por un efecto citopdtico 6 produccidn de placas liticas 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 determind que:

a). Exlste una pérdida considerable de DNA, tanto celular como viral, cuando se
utilizan los métodos basados en la separacidén de nucleos y en la precipitacion

de DNA con NaCl.

bB). El método basado en la precipitacién de DNA con NaCl es mas eficaz para la
obtencidn de ONA viral con respecto al que se basa en la separacidn de nacleos,
como se verificd postariormente Al realizar electroforesis (Figura S); sin em-

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

c). La cantidad de DNA viral obtenido estuvo en funcién directa con la cantidac
de particulas infecciosas presentes en el lisado, la cual varié de 10J ufp/ml

a 7 X 10° ufp/ml.

lLa cantidad de DNA viral extraida, despuss de separar por gradiantes de

CsCl, se estimd comparando las intensidades de las bandas en diches gradientes,



tafitdos con bromure de atidio, con diferenies canti{dades de DNA del fago lambda

y varid desde un minimo de 0.5 microgranos {que puede s&r menos pero gue por la
sensibilidad de la tincidén no sclaabe con certeza), hasta 2.5 microgramos, en

aquel caso en que las células fueron tratadas con SDS/proteasa exclusivamente

(descrito en métodos).

En el experimento !B de la Tebla & estén descritas las condiciones por
las que se logrd obtener suficiente DNA viral para ohseivar patrones de
restriccion despues de la extracciﬁn con los métodos Arans y Pignatti. Tomando

en cuenta que se parte de un lisado con un titulo de 5§ X 107 ufp/ml, se deter-

T TR

st

B e N
Figuro &, [PATRONES OF RESTRICCION DE HSV-1 CON LA ENZIMA Bom HI. k- DWA DE LA CEPA VR-3,]
EXTRAIDO COM EL METODO ARENYS; b)r DHA D€ LA CEPA YR.%, EXTRAID0O CON EL ®ETODO PIGNATTI, i

) ONA DE LA CEPA WP, EXTRAIDO CON £ METODO PGHATTI, EN TODOS LOS CASOS 8E UTILI. ’
ZARON CANTIDADES ERUVALENTES D EXTRACTO.
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ming Que se requiere una cantldad mxnxma de pa t;culas 1nfecc1osas (en la frac-

c10n celular del lisado) igual a 4 3 X 10 para que 105 patrones de restr1~

cidon/BamHl sean observables en geles de polxacrxlamxda ten1d05 con Nltrato de

Jlata.

Los patrones electroforéticos obtenidos en geles de poiiacrilamida des-
pues de la digestién con BamHI se observan en la Figura 5. El primero y segundo
carril corresponden al DNA de la cepa UR-3 (HSVU-1) obtenido por los métodos
Arens y Pignakti, respectivamente; el tercer carril corresponde al ONA de la
cepa MP (HSV-1) obtenido con el método Pignatti. Las condiciones da electrofo—

resis se mencionan en Métodos.

También se axtrajo ONA viral a partir del material precipitado con poli-
etilenglicol (PEG), para tratar de obtener patrones de restriccion visibles,
Para ello, se infectaron 9.7 X 107 ‘células a una multiplicidad de infeccidén
igual a 10, resultando un titulo de 1.25 X 1@5 ufp/ml (140 ml en total); des-
pues de precipitar con PEG, el titulo bhajo a 4.3 X 102 ufp/ml, es dacir, la
cantidad total de particulas infecciosas disminuyd aproximadamente 100 veces.
El DNA viral obtenido se digirid con la enzima EcoRI pero no se observd frag-
mento alguno en geles de agarosa tedidos con bromuro de etidio} solamente un

barrido intenso.

Se hizo otro experimento precipitando con PEG un lisado con titulo de
s x 108 ufp/mli el material precipitado se trato con protédsa/SDS y se separo
an gradientes de CsCl. Se obtuvo una sola banda que por absorbancia a 260 nm,
se supo eran 2 microgramos: pero no se observa un patrén electroforético reco-
nocible despues de digerir con EcoRl, sclamente un barrido tntenso, lo que su-

pirio que se trataba de DNA celular.
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3, Racoleccion y tratamiento de muestras clinicas.
Se recolectaron 50 muestras de lesiones con caracteristicas s}hilares a

las producidas por Herpes Simple: cada una de ellas par'dﬁpiicédoﬁjéfé'dfili-

zarla en la infeccién da células Vero y para determinar si;ié et_ﬁéibgia de

extraccidén podia ser aplicada en muestras directas, sln,réal{

cion del virus en cultivos celulares.

Las muestras directas se trataron de la siguienté fofﬁé?»ﬁékaﬁbbggryér
si el método de digestion por enzimas de restriceidn podiﬁ'ser aplicadb de ma-
nera eficienta: la muestra se centrifugé a 115 0080 xg durante 2 horasrg 4°C
para bajar gl virus: el medio se decanta y el hotén se resuspende en Tris-EDTA,
se trata con SDS/proteinasa K y se extrae con fenol: finalmente, se precipita
con etancl y scetato de sodio. El material asi obtenido se digirié con BamHI y

se realizd la separacidn de los fragmentos por electroforesis como ya se ha

- descrito.

. En ningun caso de todas las muestras tratadas se obtuvo un patrén elec-
troforético determinado. Se realizd la cuantificacion de particulas infecciosas
en tres de las muestras directas, dando titulos de 5 X 10J .7 X 10z Y 10‘

ufp/muestra,

Diez de las c1?cuenta muestiras se contaminaron (como se observa en la
Figura 6);: con cada una de las cuarenta restantes se infectd una cantidad de
células equivalente a 75 6 15@ cm2 de superficie (7.5 X 108 y 1.5 X 107 células
respectivamentsa). Se observaron las células infectadas continuamente cada 12 hr
aproximadamente durante 5 dias como maximo y, éstas se recolectaron para reali-
zar el método de extraccidn cuando presentaron un ecp mayor o igual al 50X,

perc avitando que llegaran a lisarse para utilizar el ONA viral intracelular.

Un total de 35 muesiras dieron un ecp semejante al producido por HSVU. En
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la Figura 6§ se agrupan 105 datos obtenidos. relacxonando %ecp con el t1empo de

lulas; ain embargo, a algunas cepas se les did un segundo pase y do

no produjeron ecp, mientras que otras dos si dieron un'ecp muy claro{’

El titulo de las dos muestras que si deFon ecp eh los: dos paéés
2 X 103 ufp/ml vy de 6 X 105 ufp/ml en &l pase 1y, da 10'a ufp/mlio

en el pase 2, respectivamentea.

En base a los-reuultados obtenidos previamente con iaa cep&gtoé;Biy MP
se establecid el uso del método Pignatti ﬁara trat#r las célul&s 1nfeé£éaa$ con
las muestras. Para ellc, se seleccionaron las células que tenian un ecp seme-
jante al de HSV mayor o igual del 50% (en cinco dias como maximo), pero evitan-
do que las células se lisaran., E]l resultade fué que sdlo en una de las muesiras
se observa un patrén electroforético apenas reconaocible como HSVU~1 y en alguras
otras muestras, fragmentos de elevado peso molecular. La muestra reconocible
como HSV-1 provenia de uns lesién vesjicular de herpes labial con dos dias de

aparicién y dio un ecp de 1090% en 48 hr.

En la Figura 7 estan anotados algunos datos relacionados con algunas de
las muestras positivas por ecp como son tiempo de la lesidén y titulo de virus
en el lisado despues de un pase por células., La maxima cantidad de virus obte-
nido despuess de un primer pase en cultivos celulares fué de 5 X 1@5 ufp/ml con
dos muestras que provenian de lesiones coh 3 y 7 dias da aparecida, respecti-

vamente.

Notese que existen aislados que provienen de lesiones con mas de 20 dias

de aparicidn, lo cual dificulta deo alguna forma el cultivo del virus en el
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laboratorio. A pesar de que 5 de estas muestras nc dieron ecp (Figura 6), hubo

algunas que si cont)enia:n virus: irjfe;b:c_x“ovsbb y~po’r'blo' t‘:ahto se"puc"!i‘éron'cultzvar

en células;i en esf.be" Vs’eknt'ix‘:le‘,, s'e‘.pfésume‘;quel el parcien‘te presenta problemas de

tipo irmmunoldégico, aunque no se 5$be con cvekr-teza el estado general de salud del

1ndividuo, ya que existe vlrﬁus 'infecctéso despues de 28 dias, lo que normalmen-
: : R : '

Te no o Courre,



VI. DISCUSION.

w

Las condiciones de crecimiento y multiplicac;én dei,yiFUS‘Herpes Simple
se establecieron con cepas control, basicamente con las cepas MP y’UR—3 {(McIn-
tyre) de HSU-1. Estas cepas fueron propagadas y mantenidas en culiiyos:celula—
res estacionarios y se determind el efecto de la temperatura y ia HOi‘én el
rendimiento del virus. Se determiné que un buen rendimiento de pafticuIAS vira-
les es obtenia a elevada MOI (mayor de i), siempre y cuando, ésta no-se mantu-
viera en pases consecutivos, debido a gque se provoca la formacion de particu-
las defectuosas (17,'21), dhe tienen, entre otras propiedades, la capacidad de
interferir an la infeccidén de particulas virales "normales” (17) con la conse-

cuente disminucion en el rendimiento.

Por otro lado, se determind que la temperatura dae incubacién (34 6 37°C)
a que sa someten las células despues de la infeccidn no infiuye en la produc-
cion y liberacién del virus al medio extracelular; ésto estd mas bien influen-
-ciado por la MOI y por el tiempo de incubacidn, Asi, se muesira en el experi-
manto 8 que existe la misma cantidad de particulas infecciosas en el medio ex-
tracelular y en el lisado, e&s decir, que la cantidad de barticulas infecciosas
en la fraccion celular del lisado es despreciable infectando a una MOl de 3 e

incubando 48 horas,

El establecimiento de las condiclones optimas de multiplicacidn y cuan-
tificacién de las capas control del virus HSVU-! permitid conocer el sistema
biolégico con el cual se estaba trabajendo y nos llevo a constderar factores d-
importancia an nuestro trabajo, como: la inactivacion del virus por almacena-
miento por tiempos prolongadeos, factor que tiene que considerarse en los titu-

los que se obtienen ya trabajando con muestras clinicas: otro ejemplo de ello

seria la optimizacién del rendimiento dal DNA viral, evitando la lisis celular
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que conlleva'La_pérdida}de dste; ‘onﬁehlﬁa en’lé~ffacciénfcéluiéb~' '—iiéado{

Con rega
nos encontramégf,
Densidad éptié;":
dos nucleicos ;!
a pesar de‘lﬁséual

DNA viral por

cuantificarlos

Utxlizandorgradientes “de CsCl a: equilxbrxo, ‘58 detecto la presencia de

dos tzpos de DNH ‘capaces de resolverse en dos bandas. Se establecid la presen—
cia de DNA viral en el extracto debido a que se realizé un ensayo de infectivi-
dad con cada una de las bandas del gradiente. Asimismo, se realizaron digestio-
nes con enzimas de restriccién (EcoRI y HindIIl) de las distintas fracciones
del gradiente, estableciéndose que la banda de mayor densidad correspondia al
DNA viral, la otra se considero de origen celular. Este resultado puede expli-
carse considerando que el DNA de HSV contiene una alta proporcion 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 interes; uno de ellos fué que la cantidad de DNA viral obtenida en el ex-
tracto estaba en funcion directea con la cantidad de particulas presentes en el
i1sado: es decir, que entre mayor cantidad de particulas habia en &l lisado, se
obtenia mas ONA viral en el extracto; sin embargo, en algunas ocasiones (espe-
cificamente, con titulos mencres de IQJ ufp/mil) no se observo DNA viral, segu-
ramente por la sensibilidad de la tincidn con bromuro de etidio en CsCl (la mi-

nima cantidad de ONA observable es de 500 ng aproximadamente).



Los gradientes sirvie ‘de-los me-

todos de extraécidn esjséléétin'pnra DNﬁi§iFai;;yd”du;:iagbgén sé{o}tiene DRA
celular, aunque por comparacton con el material obtenido despheé aé}¥£fatamien_
to de las células con SDS/proteasa se supo que con los métodos desér;tos por
firens (1) y Pignatti (38) se extrae preferentemente ONA viral pero tambien hay
pérdida de éste durante el proceso. Muchas veces, sobre todo cuando habia titu-
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 obtenia
una cantidad de DNA excesiva determinada por Densidad éptica, predominaba el
DNA celular de manera que no se veian patrones de restriccidén, solamente un ba-

rrido intenso despues de la digestion.

La utilizacién da la precipitacidén de virus con PEG previo a la extrac-—
cion del DNA, demostré gue hay una gran pérdida de particulas en ese proceso

TN
(aproximadamente 2 log,, }, lo cual ss verificd por gradientes de CsCl, en donde
1o

-se compard la cantidad de DNA viral antes y daspues de la precipitacién con
PEG. Esta pérdida se observd porque sdlo aparecia la banda correspondiente al
DNA celular despues de la precipitacion (verificado por enzimas de rastriccion?
i légicamente, la pérdida de DNA no solamante se debe al DNA contenido en par-

ticulas infecciosas sino tambien al que adn no estad ensamblado y al que esta

formando parte de particulas no infecciosas.

~

Al obtenerse resultados variables en las digestiones’ con enzimas de res-
triccidn (EcoRI y Hind III) se introdujo como control de dichas digestiones el
DNA del fago lambda: éste se uso como control interno, adicionandolo al mate~
rial extraido y precipttado, lo cual permitiria detectar la presencia de un -~
inhibidor enzimadtico en el extracto celular y tambien ae utilizdo como control

de la reaccidédn de digestién, es decir, digiriendo por separado DNA de lambda.
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Esta reportado que en algunos uBSQS el RHA actua como 1nh1b1dor de c1ertas en=:

zimas de rcstr:ccion, por 1o que al extracto se trato ‘con’ RNﬁsa antes de la

tanol Posterlormente se elxnlno el tratamiento con RNﬂsa

precxpttacxon con

debido a.que‘la nzima BamHI Funcxono bxen en presencxa de RNA. ademas. se. supo

que éste podxa facilitar la precipitacién del DNA actuando como mol cula aca~

rreadora (la mxnlna cantldad precipxtable de DNA ‘es: ID pg/ml)

Uno de los:oﬁjetivos principales del proyecto era que el métédo de tipi~-
ficacion pudiera ser sencillo y aplicable en un laboraterio de diagnést;co.
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-
tudi en éste, sin smbargo, la mayoria de los fragmentos producidos por la di-
gestién del DNA de HSU~1 con EcoRI y Hind III (6 y 3 fragmentos respectivamente
con pesos moleculares superioras a 7 X 1@5 D), no podian ser separados. Los ge-
les de agarosa presentaban, ademas, un problama de sensibilidad en la deteccién
de los fragmentos : poadian ser tefiidos con bromuro de etidio con el que se de-
tectaban 20 ng de DNA por banda. Este Gitimo problema se resolvid al estandari
zar una técnica de tincion con Nitrato de plata (42) con el cual la sensibili-
dad incrementaba hasta la deteccion ae 2.5 ngp de ONA por banda (algunas veces
se detecto hasta ) ng) pero los fragmentos de pesos moleculares mayores de 7 X

6
10 no lograron separarse.

Los geles de poliacrilamida tienen una ventaja sobre los de agarosa, la
sensibilidad, pudiendo detectarse cantidades de DNA hasta de 0.5 ng por tincion
con Nitrato de plata, aunque no puede separe~ fragmentos de DNA con pesos mole-
culares superiores a 7.6 X 195 daltones. Debido a ello decidimos cambiar nues-
tras condicilones de electroforesi1s a geles de poliacrilamida pero utilizando

una enzima qQue rindiera fragmentos pequefos a partir del DNA de HSV y que ade-
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més pudiera discriminar HSU-1 de HSV—E‘(IQ, 513 esta enzima -es BamHI {produce

39 fragmentos con pesos ﬁolegylaresiduéfyériéﬁrénffé.355:X,LbsAva:7,X>196 DJ,

aunque existen otras comderéI" P#ti,;sali; Xﬁbi (Sl):pahéQpbééenian al-

gQunos inconvenientes; sobﬁ:vtodojde‘cqstos.,

En el axperimento 1E,e;tén>deséritas lés;c;ﬁdiciongg deﬁggﬁraéﬁién por
las gque se obtiene un patron de restriccion de HSU—lyﬁéﬁﬂéahHi} SégeFvable en
geles da poliacrilamida con Nitrato de plata. Esto como se indicé -antes, re~
quiere de una cantidad inicial de 4.3 X 10’ particulas infecciosag éresentes en
la fraccién celular del lisado, lo cual equivale a 48 ng de DNA (16). La canti-
dad de DNA inicial, en realidad, e¢s mayor porque agui no con;ideramosAe; DNA
presente en la célula gque no ha sido ensamblado y por lo tanto no podemos cuan-
tificar, pero es de suponer que existe una proporcién casiycthiéﬁfé;qe parti-

culas infecciosas y de DNA no ensamblado (29).

Una vez establecidas las condiciones por las que se?obiéhiqb;ﬁaiﬁones de
‘restriccién en geles de poliacrilamida con las cepas control, ‘trato de aplicar-
se esta metodologia en la tipificacién de virus provenientes de lesiones geni-—

tales y orales. ’ \‘

Se habia determinado que eran necesarias 4.3 X 103 particulas infeccio~-
sas para observar patrones de restriccidn y por otro lado, se sabia que existen
109 a 1010 particulas virales por ml de liquido vesicular (47) y nue puede -
haber hasta 108 particulas virales infecciosas en una lesion de herpes labial
recurrente (48). Todos estos datos nos indujeron a pensar que podria obtenerse
un patrén de restriccién en una muestra directa, sin multiplicar el virus en
cultivos caelulares, lo cual seria mucho mas practico para al diagnostico : sin
embargo, como se menciond en los resultados, en ningun caso de todas las mues-—

tras tratadas diractamente se obtuvo un patron de restriccion visible por tin-
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gestion.

La multiplicacion del virus en cultivos delulares_na.fué lo suficiente-

mente efectiva para producir la cantidad de virus rqquerida'éq,larobservacién
de patrones de restriccion con nitrato de plata porqﬁe en ninguna de todas las
«muestras se alcanzd el titulo de virus requeridoi el titulo mas alto alcanzado
fue 6 X 105 ufp/ml. A algunas de las muestras se les dio un segundo pase en
células para observar si el titulo incremén{aba y realizar asi la digestidn con
BamHI: 2 muestras no dieron ecp en el segundo pase; el titulo en una de ellas

incremento de 109 a 10‘ ufp/ml v en otra, se mantuvo e&n aproximadamente 1@5

ufp/ml.

Han sido reportados algunos casos de infecciones genitales por el virus
de Molusco contagioso (VUCM) en donde en un primer pase por células axiste un
ecp claro y en pases sucesivos desaparece el ecp (13) porque el vi>ﬁs no puede
nantenerge en cultivos celulares. Esto pudo haher ocurrido con las dos muestras
que no dieron ecp al segundo pase. En lo reaferente a las otras muestras, se ob-—

serva que el titulo puede permanecer estable en pases consecutivos o puede 1n-
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crumaritar a un clerto pase., Esta inseguridad provoca gque el método de tipifica~

=i el presente trabajo no sea confiable en cuanto a rapidez pero

I
0
]
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i
h
1
-
-
-
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juede azlicarsse satisfacloriamente zuando eriste un buen rendimiento de parti-
culas virales. Puede ser de ut:lidad, por lo tanto, en aquellos casos en que no
urge conocer el resultado, por ejemplo, en estudios epidemioldgicos ya que, -co—

ro s ha mencicnads, pueden distinguirse cepas relacionadas.

Algunos de los repcrtes Que proponen a las. enzimas de restniégi¢nicpmo
—etode de tipificacién han utilizade radioisdtopos (7{x10}”39)‘p§ra-détgctar

les fragmentos resulténies de la diggst;dﬁ,'conglo”éu')“ n detectarse. can-

t:dades del orden de 1072 ¢ sin.embargo el UsS6 dé'rad;oiséfdpbs'és'pdcb con-

ventente para el diagnéstico en un‘;abéna{érxofciiﬁi5§i1é6r:6trb;lédo.rtambien
sz ha utilizads bromuro de etidio para dgtéciéridicﬁég ;régﬁeﬁtos kL). bero no
sadenos la cant:dad de virus y pc"vLQ taﬁfb;laréantidadrﬁe ONA minimo necesaric
para detectar los fragmentos por'éééif}ﬁ;ién,‘ya que?en todos los reporte5i ha—

cen pases cunzesutives del virus en.cultiveos'celulares antes de hacer el apali-

sic per enzimaz de restric:xéh"y no-reportan titules virales.

£ 1o largo del trabaj ) n'déié;igrﬁe,algunos{pcoblgmag}quéfndxﬁue—

ron previstos durant§ elcﬁégébo;de}:MLSﬁo{hug ;hpidiéhon:ﬁﬁglésfe S;Vdéﬁafro—
llara de la mejor menéra;iﬁh é?qb@ewa;io ;é;e1 élfo:indicefdg conteminacién -
(20% de las muestras).‘y aanQé ia toma de la muestpa‘nO'se reéllzéten cqndi—
ciones asepticas, este arobleﬁa parece sér debxdq'principaimente a.la falta de
medidas higiénicas por~ perie del enfermo. Otro’problema esbel tiempo que t;ene
la lesi1on cuandc el pa:xenye éé'presentaxa cch§qlt§, prpvqcando con ello la di~
ficultzd de culiivar el virus por la baja cantidad de particulas Viéales pre-

sentes =n la lesidn,
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