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: ‘ectante:y de 1as cé1u1as 1nfecta¢as puede ser de dos tipos. e
N ;inespecfficos ¥ espec1f1cos. '

Complanentn
EICHI lnterferﬁn.
~ Gelulares:
3 SN Macrbfagos
‘f.‘PolimorfOnucTeares
~@_‘nsesinasbnatur;!es

ot

'35'_est1mulan_y generan¢  Estos mecanismos scn»]os siguientes.

nependientes de anticuerpos:
L Neutraiizaciénv g




a: qeneracidn deEun’i."
compIeJo cap&z de lisan membranas ce1ulares. 1; liberacidn de histami- T
nas, . pram»cidn de,la quimiatax1s da leucocit s. produccidn d_”0pson1~ SR

'ticuerpos parajifsar céldlns  ﬁfectadas y ademas,se ha v1sto famb1éh.a -
ptiede facilitar ‘que las celulas 1nfectadas sean lisadas por leucocitos. -
: polimorfonucleares (13) = oo =

x?figntérferd : Se‘denumiha Inteffer6n a un grupo de?pkdtefnaé;boluble;'




Contr‘ol de la

. f“ﬂtipﬂcacib’n.  ¢~7

Participacin
1 desarrono

"’componente hu"jra‘lf




Noutralizacibn.- Despubs dé una evposicin a-antfgenos virales, las




ito xicidad celular. dependiente de anticuerpos (ADCC! :‘Aunque 105‘;} o
"“C“N"POS no. pueden neutralizar diractamente a os v rus -que- se LT
- uentran ‘en el 1nter10r delas células.pueden unirse a los ant'fgenos de




" b) Cuando una 1nfecc16 ~viral no Heva rapidamente a !a Hsis celular
y se t*lene una producci&n significativa de virus. durante varias gene-r L
- ‘raciones, se considera que hay 1nteracc16n de equﬂibrio ton fase

: erxtracelular. E‘I virus de la.rubeola es un representante de esta »cla—f’










en 10s an ] itos, el Epstein-Barr perteneca a este grupo, por 10 ge-
’fnera'i ocasionan ‘una 1nfecci6n 'leve pasajera, sin embargo pueden produ-'




S general son 1oca1izadas pero en neonatos 0. inmunosuprimidos puede
. diseminarse el virus originando una infecciﬁn si stématica con con-
.. secuencias: fataIes {30). , : o e
L '}b) Los: individuos con 1nmun0def1c1encias presentan 1esinnes sever‘as
& on | BN e
'  ' '€’3 f’uede aislarse de gangﬁos nerviosos de sujetos que presentav 1e~
siones. herpetiformes (23 A8y S o L
. _:"jd) Los estTmu\os tales como 1a 1nmunosuprasiém el tratamiento horme-,,
; 1 el stress, la’ mestruacién ola exposicidn a 1a luz ultraviole- -
ta desequmbmn e'l estado de latencta e 1nducen la multiplicacién '




- El virus-de herpns también puede transm1tirse por via 1ntercelu1ar. me-nnf
:dianteipuentes citoplésmicos, en este tipo de’ diseminacién el anticuer- -

PMN.'o l,nfocitos (12 45). Se‘ha demostrado “in vitro" e “1h vivo“ que L

ia,ADcc es miy 1mportante an las infecciones por el virus ‘herpes: (28)‘;‘f" -
 *'ademis 5@ lleva a cabo antes de que el virus disemine (43) y lacon-
'3gcentrac16n de anticuerpos requer1da ‘a8 muy baja ya que se ha obser-
do AnC ;con un. suero positivo diluido en eI orden de 1 100 000 (41)

e ESTUDIO DE. w PARTICIPACION DEL SISTEMA THMUNE sn LA mreccmn PQR I
?iHERPES. Ei, estudfo M vivo' de la participac16n de los diferen—::_" 
‘tes vomp_nentes del’ sistema inmune en 1a infeccitn por herpes se difi- S
:ﬂculta debido ala interacciﬁn entre 10§ componentes y el hecho. de que

L el sistema nmune es. alterado en el curso de 1a infeccidn, La simpli-

;f¢'3_ ficacin del sistema que ofrecen los estudios "1n vitro“ (5,10, 38 44)




,ifLa determinaéiﬁn “1n vitro" de blastogen,
._‘_Jetos con herpes 1ab1a11s recurrente muestra un incremento en el
‘Tndice de b1astogenesis y un decremento en,la citotoxicidad con.

f.lubialis pero qua t1enen anticuerpos ¢
,”~Las células monopucieares de. sujetos con’ es.
©Tis obtenidss durante las dos primeras semanas de la presnncia de

~ Ta'lesién secretan in vitro" y- 1nterfer6nf(6) s
) En'1ds vesfculas de herpes labialis se ha encontrado’ 1nterfer6n.‘{ v
a cantidad de 1nterfer6n en el flufdo. vesicu1ar puede relacionar-'~_5
“se con; el tiempo de presenc1a de la Iesiﬁn y e1 titulu de1 virus




- no‘asf con 1a severidad de‘ella (46)

fcién.wiral., Por otra parte 1a producci6n de 1nté‘ fertn. 51 | pued 'corre-ffif :

. En‘este trubajo se planteﬁ la posihilidad de determinar d\rectamente

| y en forma global el efecto que las células mononucleares, macréfa- o
gos 'iy‘»l-infocitos. ejercen en la: mu}tiplicacién del virus herpes. Por
to, se determino “in vitro"la rote ci&n d]‘; po"estas células

ffcan para 1n;erfer6n (7) de esa maner 1uede desca]_arse Ia partici- .4]2,:;
pacitn del 'y -interferSh en el efecto protector, :El estudlo se hzo -
’én sujetos con historia clTnica de herpes labialis. algunos de el]os
;=rpresentar6n 1a lesin en el momento de tomar la: muestra. En fonna pa-. |
’gQralela sedeterminﬂen e} plasma de- estos 1nd1v1duos. el tftu]o de . ;_ "*\
anticuerpos neutralizantes del- Hsy- 1 o R |

0 B J E T I V 0

_”;_»jDeterminaciﬁn de Ia respuesta 1nmune durante la fase.Iatente{ ) €  -
T',*de la.infecciﬁn por HsV-1 en humanos. ; ST T LR







TERIALES BIOLOGICOS.

_;ficado por’ Dulbecco (MEMD) procedénte de GIBC{D. New York. E. U A. con- S
No ' de Cat 430—1600 ¥ Yo de Con 60P7703. La cantidad de po1vo ne- S
esaru para la;preparaciﬁn de. un Htro se diso'lviﬁ en agua destﬂada

. etal de ternera (SFT). nrosedente de In v1tm. S.A. H€x1cc,D.F..con E
Mo de Con €2023. \

'Procesados en e1 Laboratorio de Viroloqfa. Depto. de Ecologia Humhna‘-‘

‘De temera obtemido en e1 raﬁtro La Paz. Los nges, Edo. de Héxico.

e Humano (SH). con un tTtu'Io de anticuerpes neutm 'Izantes anti-Hsv- T
;aezsa. : B s S




G '“A uria’ bot’ella‘l.ux da 50 ml con monocapa confluente de’ céluusMOMK |
f),’f&Vom 58, -Te ratira el medio por succidn utmzando una pipeta Pnsteura Lo
_,'La capa celular se lava con 6 ml de BSF-LCM o EDTA y se retira la .




Rl de Triplm: 41 0,25 como dimyente. Con una pipeta se coloca una : [g:’j}_'
" suestra de Ta suspensisn. celulir en cada una de las clwaras de un B
.;-_Hemocitdnetro Y se tiene cuidado de na Hennﬂas en: excaso. el cubre- o
'”fobjaf.os se dobe mmtcner ftme en su luglr. e :

" ;Se cuenum lns cé‘luu observ,: as | adrado con un.
v mz . en cada chharsy }::fcubmbjetos s encuentra a uua a’ltun
0.1 mm per 1o que’ las. cG'luus contadas corraspanden a] nﬁmem de cl-
"luh:quehn,yenoums. e 2

| Se;sumunv'las citentas obtentdas para 10 cuadrados y se calcula la con-
centraci@n celular de Ja solucﬂlSnfnginal con la siguiéntefd’mﬁla.. e B




"k?'i}_-'Sobre cada fﬂa horizonm de clmdros se. grafic& una botella con’ una A
: _;vl'Inea cont!nua. considerando que cada fila vertical corresponde a un
: ’vzona superior. La Hnea se 1"' {a-el.

. Qsembrar cadls de petr1 Y para resembrar cadas Wltiples

: ,L1nbro. i ;congelaniento de cémas.

. ce 'ular tiene una hoJa de contrnl con los s1gu1entes datos. o

‘,*’Nnmbre de 1a 'Ifnea ce'!ular
,_ Fecha 4nic1a1 y ﬁnai de. uso

- Origen ‘de 1a 1fnea . i

- Nombre de) 1nvestigador

Laboratorio y 61udad




ET botﬁn cemar se suspende en MCC a una concentarciﬁn de 8 X 106
B cel/ml_. SRR : o i

B ‘Los criotubos con hs cé‘lulas su suspenden ‘an Ia fase gasensa del
tl!ﬂquue de Nitrogeno 'Hquido dunnte 30 min 3 después ﬂe sumergen
:‘;en h fnse Hquida. oE ; v 4

:::.Los- criotubos se etiqaetan con los 519"13““‘ datos. :

i ‘~Nombre de’1e Hnea ,y No de pase
. fecha de conge‘lamentn

‘Inicm es de1 Investiaador

‘ Laboratorio y Ciudad,




Se ,dasprenden ,v ronpen lqs Vﬂu'las por sonicucwn en.un- aparato‘(:ﬂe :
imet: 824650, - Genemlmente se requiere 1 min para conSeguir este . e
g "efecto. ' '

" ,La suspensiﬁn nbtenm se centrifuga a 1.000 g durante 30 mn EY ac L
6 colecta el subrenadanta. se titula el virus sobre la. mism Hnea S
lular en que se propags y se distribuye en ancuotns de 0.5 m1 en-_j;j"
cribtubos Num:. No. de cat. 368632 ‘ ’

Se 9t1qﬂetnn los criotubos con los siguientes «latos. :

Nombre dal virus. No de pase y fecha -
_CEIulas sobre las que se propugc y No de pase y'
Titulo.




e Se retira el medio a una caJa L1nbro de 24 pozos con monocapas con— D
ﬂuentes de c&lulas Vero para titular v_irus crecido en hs mismas u

;tres pozbé m&s por ‘cada dilucidn sucdsh?a,ﬂ (Hg 2)

- 4Se aﬂade a cada uno de los tres pozos restantcs 0 2 n‘l de MCI. estos -
; ,_'pozos semran oMo controles celulnm.

: ,,Se dc.jn adsorher e‘l virus 60 min a 37°c.;,. e

’“Desputs de &ste timpn se descartn eI medio ; cadl poz__ '

Nave con 1
nl de BSF e

. Se. agrega a cada pozo 1 aﬂ de MCI suplwmudo con 2% de SH 1nact1va—
. doa §6°C durante, 30 min con un tftulo da ant1cuerpus neutrmzantes







, Se til‘ien durante b min <on Cristal Violeta " u en Etanol a] so% se Vo
:idescarta el colom:te y.se ,hva la caja con agua de’l grifc.

8-} uentaﬂ aA p]acas vira‘les con ‘nyuda de!un microsc.op{o 'a un Aumen-‘




‘ a) Pnparacién de una curva patrbn de hm‘lisis v
la cul se hace de la siquiente fom ’

(

de eﬁtmitos de carnero al 2% en SB en un tubo de
a'gr uado de 15 nl ualgane No. de Cat. 3103 - 0015. se adi-
de BB. y se xmcun y se centrifuga e] tubo 5 miu a 600 S

. Se: descarta e1 sobrenadante. medunte succwn susve con una pipeta S
- __;'fPasteur y se agrega al tubo agua destﬁada hasta 1a marca de 9.6 ml.:




B de' los-eritrocitos. B

© So diduye Ta hemolistna en Tas sigutentes diluciones:
151,000, 1: 2,000, 13 3,000, 1:4,000, 1: 5,000, 1z 6,
’000 1: 10, 000 Y } 5 12.()00 en BB, -

e Sefetiqugtan 10 tubos pyrex da 10 x 100 m1 con lus concentracionas d
ke f'ls =hemb1’1s1nn ¥ se co'locan an ‘bafio de hielo. B DR

se prepara una dﬂuciﬁn 1: 100 de complemento fresco da cobayo - L
‘;(01m1+99deBB) -




v .000 9 duranteﬁmin.‘ » I
S _,'umdad hemoHsante en 50% (UHBO) éontanida on 0 25’m1_, para ilﬂucwn T '

~nsm con 4 Uk 0/ 0.25'm y 3.5 ml de eritrcitos al 2. Se 1ncuban -
‘ ‘-:flOfminfa 4°c ,y se. usan al titular el complementa. B AR

 " 58 co1ocam 0.4, 0. 15, 0.18. 0 19. 0.20. 0. 21. 0, 22. 0. 23 0. 24. 0,26
0. 28,’ y 0.30 nﬂ del. conp'l emento dﬂufdo ‘en_cada- und de doce tubos p.yt'ex
Cde 10X 100 mn co’locados pnviamenta en bmo de’ hietd. o

Se 'g_s adiciona respectivwente a cm uno.‘ I 86. 0 84. 0.62, 0.81. i
- 0:80, 0,79, 0.78, 0.76, 0.74, 0.72'y 0.70.de BB y & todos 0.5 ml de

: ‘;ﬁ‘la suspausicn de eritmitos sensibﬂiudos. se. anitan los tubos y se

: ,coloun en bafio mhrfa a 37°c durante: 30 win, los tubos deben ser agi-
 tados dos o tres veces durante este periddo.




Se diluyeron co vm'dos muestras de plasma 'hwnano'en las siguientes Sy
proporcianes' 1:32; 1:64 y L:i28 pm 1a muestra A yL: 64 1: zaa y "
1' 256 pm la muestra B, -

" Seiitmﬁv _lma a'l icuota de 0.5 ml de cnda una de hs muestras y se 19 SRR
0.6 nl de’ HSV-HP quinto pase en Vero coh un contenido aprmﬂf
3,500 ufp dﬂuido en el mism medio usado para las mestms.

"HSe preparﬁ un control para el virus mezclado 0. 5 ml de medio con
0,6 ml del mismo virus y.un contro! para las cﬂuns con 1 ml de mewﬁ
dio solo., ' : ,

Esta serfe de pesos se repmd tres Veces por separado emp!eando me~
dio con diferentes concentraciones- 8.2, 4__1 ‘y,Oz de suero de cobayo .




P rum‘ 8- 50

Donde xes 1a dﬂucwn que Yedhica e un 50% el ndmro de placa vira' .
" les. n es 1a myor dﬂuéian qua redujo en la pmeba ws de un 50% de;




ox entancqs xf?‘"*”?% (Y 199102)'. para obtemr ﬁnal— a5t
* Antilog,0.301 , ,

h

Figm‘a 3&'015[’051‘”6“ de las dﬂuciones de dos plamu humanos en ca— »
da una de las 3 cadas Lfnbro usadas pan 12 prueba da neutrmzacidn




aflade 0.5 w1 de'l usv-np. qmnto pase en Vero. cov 50 'ufp dnuwas en-
al; mismo_medio que el‘ plasma. Se prepara un ‘control para el v1rus -

7'80 tmnan por tr1p11cado Tos controles Y las westras virales trata-
i con las dituctones del’ plasm.' Pard esto se sigue el protocolo i

de’ titulaciﬁn vim con'Ta: sustitucidn de las dﬂuciunes virales del
virus a titular por 1os msmnos prepamdos en esta prueba. (NN

48 tftuIn se camﬂa y se mportn de la. misma manera que en la prue- -
‘*ha de neutraiizaciﬁn ‘con. comp} emento : R

btencidn de: Céha as Monon c1eares humanas (CM).- La separaciﬁn de
as OM s hizo de acuerdo al método descrito en e'i Sigma TechMcal




o Se centrifugan Tos tubos 30 ain 2 400 g y 25°C. Sef obtienen» 3 fases'x,

_ ,.ésx ¥ 86 dej nposar 5ana zs'c. e
sek cnttvifugm lus CM dunnte 10 mn a 250 q y 25°c. T ‘

sa dcsecha e‘l sobmwdante. se muspende el hot&n en 5 nl de MCI y
se ccntrifuga 10 min. a 250 g y 25°c.

";}}? 5]_. ;"_1-[‘ ok : Sa descarta al sobremdante ¥ se resuspande el. botan en 15 :ﬂ de NCI.
B T} reunen 'las 3 fracc1ones eh una sola yse centrifuya de nueve en .




: ¢

e ﬂuciones vmles. 10 ’ 10 2, y~1o'3 ¥y con’ 01.2 de mdio 2in vims eu
e controhs (Figuu 4). E). dﬂu.vente fué MCT. y se usG el virus_ HSV-W

fcrecido en OMK, para. 1nfectar estas mismas o crecido en Vard para in-

ffec "r c&‘lulas Vero segﬁn el cnso.

Sa;'incuba la cada 60 min a 37’ c.

% mtira el medio de cada pozo y se lavan con 1 il de BSF descartin
kdolo. . v SR v

Se agregan a varios pozos, de cada_diidciiﬁn vi“rajf. 1 m de MCI con 2%




a‘)’De individuos sin antocedantes de




e R caJa mltiple Linbro para 6bservar el efecto de‘)as cn en la
S L R Infeccwn vim.-l. 2y -3 logm de. 1as diluciones vira-
L ‘les,. CC; controles celulares. o St










tiyempo de confluencia fﬁe dew




confguenci a




' cdrio i} plastico.

a) Se lavé 1a capa celular con BSF LCM y se agregﬁ trf”?:

sina diiuidaran Ia misma so1uc16n. £

h) Se Iavé 1a apa'celular con: BSr

S c) E1 1avado se.)levﬁ a;cabo cbn EDTA*y 1a rip_ﬂn se
_dnuyo en BSFLON. BRI "

d) Se Tavé Ta. monocapa con la solucién de EDTA y se des-'57

prendiﬁ cun tripsina dvluida en. la misma so]uciﬁn. _jxu'vj :

8e observaron los: tiempoa requeridos para el desprendimiento 51‘;1’5t

de las mouocapas y el grado de separacidn entre las célu1as‘(tgb1a 4fg ;§

En el pr1mer caso: cuando Ia m0nocapa cé1u1ar se 1av6 con e1

fv. BSF-LCM y 1a tr1psina fué d11u1da en la misma solucidn se. encontré

'f  un tiempo de desprendimianto de 25 min y en Ta mayorTa de




“CeTutas/s m
(Los )

para conﬂuir en una superf1c1e de 3 cxu2




BSF-LON

o BT




De acuerdo a

s resuTtados anteriores se dicidi&:usar en loi{

- $suces{vo el tercer sistema

D"ﬂvConteo cé1ular' Durante las separac1ones anteriores se, contaron 1as»; :
L ~céu1as viables de la misma manera que en la preparaciﬁn de 1as mono
«G—tcapas para Ias pruebas de cinética célular Por lo regular lawvia-

-f4b111dad celular fué super1or al 95% ' frecuentemente no se observa:

fgron cé1u1as nmertas ¥ se {usaron sfempre bote]\as'r cfen confluentes,

,FEI nﬁmero de células calcu]adas para las botellas Lux ‘con- 25 cm “de f"%'f* -

: f'superficie fué de 3. 5 a.4.5 x 106 con célu]as Vero y de 3 0 26.0 o

-x 106 con células OMK




_,,orden de 4 log'.-' ‘5 y 7 0 X 104 en las bcte\las de OMK y’Vero respecti
variente, alas.72 h fué de 7.5 x 10° en células QMK y 3.5 x 107, en ot
Unas Vero Hnal ente a las 96 h fuéde 3,204 304 en rélulas Vero yen,

 cBlulas OMK fug de 1.5 x 10* (tabla § y fig 7)

VCOn base en los. resuitados anteriores se decidio en los sucesivo coe f

sechar el virus alas 72 he ;




une nonocapa c&lutar con 3.6 % 10° cet
de.0.01 e incubada a'37°C.Sfmbalos
LoVeroi e




i_;abﬂidad' el HSV-Hp
' to centra

Como se puede apreciar en 1a tabla 6 el tTtu'lo viral descend16 :
' En el »caso_de1 virus cosechado en_ células Vero durante
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”-‘Efecto del complemento en la neutralizacién del HSV-MP por anticuerpos o
‘:s;del plasma humano., Para las pruebas de neutralizaciﬁn en_las cuales se -"f o

itulo 'fué de 1 v cbn 84 ”"so Clml fué también' de 7.

e Para la muestra ] en la neutralizacidn sin compleménto el tftulo;",
L ful de 72, usando medio con 42 UH o S/ml el tTtu]o fué de 74 y usando .
;medio con 84 UH50 C/ml fug. de 66

: Estos resultados se muestran en la tabla 8. y se pueden apreuiar
comparat1Vamente en la fig 11. N ' R

S cho o se observaron diferenwias significativas se decidié 1le'i;.',a
‘fVar a cabo el resto de las titulacxcnes sin comp\emento e 1nact1vando,¥: e
;'previamente los plasmas. ' : o







T T itftulo 'delyl_HSV-MP,
de una mueStra incubada a 37°c K co'lumnas

j; Fﬁas:A 107, B 10"2. ¢; 10'3 y b coﬁt’roléjs_’cmuisres‘. SR










X0 ,lucionesindfcadas en el-protocolo original todas 1as dﬂu-r
5‘_ciones reduderon en m&s de 50 e'l nﬁmero de placas vira‘les reghtrada‘"'
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tajedereduccié ug de. un 62%"'a un 74

LEn Tos ‘casos-de CH obtgnfdds te ndividucs con Infeceidn activa
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- géniesis i cano_de ﬁroducc‘lﬁn de 'an» 1nas. i yor{ i
: contrad1ctorios, en algunos casos'se ha observado una depresi&n\_
‘L-gjrespuesta durante Una recurrencia mientras que en otros no 1a: hay




""'\'la c@nﬁidad se1ecc1onada de c&\ulas conﬂuye en 24 h 1a mitad ‘de \a
’ _misma Io hace en 48 ’n. Ta cuarta pnrte en72hy ia octava en 96.‘ por,_,c-"




| ’de 0. 01 solamente se' requieren chuotas de 10 microHtros. Ademas,.- i
ﬂtrabajar con altus muItipHcidades se favorece el enriquecimiento de




i

s ‘1’ﬂf§ré§an‘te "séﬁé:‘larfqu‘e‘re'l‘i"'t'i tulo aparente de a_'nti‘cuérﬁoﬁjﬂbue’dé e -




de 'Hsis por 15 que se dificmtﬁ obsérvar un cambio en e1 tamafib de
: ~ Con e? mot1va de evfta:r}este problema se probé 1a cepa Ma-
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- 1¢6nsel__,h yse Usa en h aﬂsm DMPO!‘CW“ que ‘°5 ‘"ﬂ”m“s'-

_!SL‘;!.__‘”‘*"'.&'!J.S_. ) gn tres viaJas diferentes a‘l rastro‘ de la Paz










;-29.43~5o. o




Antibody-ﬂependent Cenular ¢1totox1c1ty ta herpes vi«
rus-infected target ce‘ns a Immunol 123' 25-30
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totoxicit.y mediated by hmn mnocyte—macrophage 8-
gains human fibrobhst tnfectad with herpes sinplex
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