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TECC'ION DE,ilA-'P~QTE~CION\DEPENf)E ·DE LA PRESENCIA'. Y. DE·LA': FRECUENC'IA 
DE LA·üs10H .• >suJÉTÓs coN íNFECCtoN AcT'ivA v ~uv FRECUENTE (3 a 4. 

VECES/ARO) DAN LA PRPTECCION MAS ALTA ( 6Q a 75% ) , SUJETOS Cot( IN- . 
. FECCION./WTIVA Y MENOS,Ff\ECUENTE (l a 2 VECE,S/~O) PRESENTAN PROTEQ . 

··. cIQN INrE!ÜitEDIA '(4Q 'a'55t )~··EN,CAMBIO SUJETof~ON INFECCÍON LATENTE' 
•.. y ÓéÁSIQNAL (o ª' l·NEZlAAO)'PR~SENtAN 'PRQTE~cj6ff·SAJA·(1t f,30% T 

~:~~~1:!=~~r~,r~w:t~!~:lAr~~ y PRE"· 
- .''. .. ;~·: ~~; "' ' . ,.- . ,. ' "° SE ENCONTRQ:.RELAClQN ENtRE<LA' PROTECCION ,;IN VItRO~ A IA INFECCION .·.· , ... ·. 

· v eL nruLo.oe flNr1cúetti>os·ÑEurRALlzANrEs· eN:EL ·pcASMP;. ·. ·•· · .· · · · · 
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:{~"\;.,.. · ...... '"'~¡~f~~s~d~~~ a ·¿~~ttlluaci6n; el sis~~ ~:~~: lOs tipos de' foter~c~· . 
·. \ : ·. · .ct6o virús~sistet!lil.1,1rm1une,lqs virus ~e·ll~rpes1 el herpes simple (ttP<> · 
. . . :. {y la: pa:rti~1ea,fJ~n.rd.é1• ~is,t~\ innlm•·~m ,lJs ill~~cc:fon~~- ~~r ~~~'. .. 
. :.'}''•}?>' ··vi ... ru ... s ..•.. ·. · '".·:: .. ::•:\ ·· ··· ...... \ ·-= -• , - . . - - - ·'.~.¡:):; 

. _;:~/~_:,:;;~~~~:;~; ' .\: "· }~"~~-~~:~·:-:' ·-:~; ·:.-.-~' '.·>: .··. . . -, ·;,.:> .: ~.-, .. , « ¡ • ··: "· ~: : .-;:··\··~::\>, 

:·,~t~1f i!;,;;;;x:i~::~~;~)~~~x.:~~;:·~r:i~ít~~!'~\~~~1!~.;;:; ;·,~* 
·:; . '"'~ t'eél~nt~:Y de la~ c~lulas fofectadas púede .ser de' dos tipos: · 

·'.' · inespecfficos y espec.fffcos. . .. 

. fr !llé~~ecl f 1cils' .• l.o• mecanfSmos no• espeOff l<OS no i:eq.; teren un11 •S'ei;
·/~1 bii1.z~ci6n prev1a:yp~eden ·actuar en e1 momento .. en'.que. se prese~t~: .. :. 
:··.una·~1ni e<:~1on'v.1 "ª~• ;aú~.·4u~anteuna ·primera élci>olición•··estos · me~aMs~ ·. 
: " :.;~i<$~njl bs sigut;h~~·:; ' ·.·. . . . . . . . . ' . . . : ::e .. :. . 

:--:. ~ - ' 

:·~.rales: 
·• cóinp l ementn · 
Intérfer6n. 

. \·". 

Macr6fagos ·. 
PoHllKlrfonucleare~: .· 
Asesinas naturales 

•.. ; ~)''E;JJecfiicos: Los iñe'canfsmos 1J1111Unes de carácter esliéc1t'1co ,ac~an 
dur'~~te una segunda e.léposici6n y no a la primera ya que durante esta 

· , s~ estimulan y generilrt. Estos mecanismos son los siguientes: 

Dependientes de anticuerpos: 
·Neutra11zac16n 



Jnterfer6n. Se denomina Interfer6n a un grupo de protefnas solubles 





r ' ' ,' ,. .·: 

; Neütr~~1zaé1"6n ... • llespu's de una expos1ci6n a antfgenos virales, 



·. ·-: .. 

f~cta~as y provocar la 11's1s celular. 
. ·. '.i; • ~· . \ r· '/ . • '_;-, '· 

; .·' 

... C'ftptoxicfd§d ~el~l~r dependiente de anticuerpos (AOCC}.·~ Mnque ros 
anticuerpos no ·pueden neutr~Hz.ar directamente .a fos virU.s que se ·en~ 

. cuentran en el i'nterfol' dg,Jas dlülaStP~~den urifrse a los· ant1genos de 



.,,, · . 

.. ··.af. A,Jg~riQs vi rús producen infe~e1onés. ~ue orfgiria ··~e~pÜesta. cÜoJ:1ttca. 
en Ün' ti·eúp~ corto~ .1a' mu1tipl1cáci6n viral en l.a ~'é1ulá huhped'tain-. 

bia cQl!ipletamente 1e1 111etabol1smo celula'r lidndola·, la progenie sale 
¡ l " ' .. ' ' . 

al éspacfo"eXtracelular donde·se pone.en contacto con los anticuerpos 
.··. '.los cU.les triactivan · ef~frus ev.ftánriQ.a-St''su df.seminac111n. . ·' 

· b) cua11do .u'na '1nfecci6n viral no 11 eva rápidamente. a la 11 s.is celular : . , 
.V se tiene una producci6n s1gnifica~iva de virus durante varias gene;,; ' 
rac1ones~.se considera qué hay 1nteracc16n.de.equ11ibrio con fase 

• 1 • • • 

e1xtracelular. El virus de la rubeol.a es un l"'epresentante de esta cla~ 





·e· 



- · .... ; . ::,\: .j:.:;:~·-.,. . , . '' 
. -~·'-·:,_,~' .. ]:::: }->~''.::,'_ :_::·:~ • ',:::, ',\ ··1- :a '' .. <, .. · . o·;·_-·<·1 .. '. :, '.; ·.· • ··: .... ;"' 

,; ,,· ,··;•-"::. ;./:.~'.·'.:,· '' > ::>:_)<.ú: ' .. ·;>' ',', ·,. ,,, '·" - ' 
;(·' ,,' ,,, :- .. _ \, q1pl'.'p·~· ... oc!as1onanoo ~ifer~nte~- :tipo_s ,de .enfer¡nedad·. ~$·.frecuente en, los ' 

J~,~i~~1J?~¿f &¡~~)¡~f ~~~j~~~;~~~~~-f;;~~tt~~~Pg~jt'ii·_··~-,j~~~'~,;~i,¡~~~¡ 
:\·~,--'"" "!•,' \·>"·-'·,,,,, \;>"'Jj.\:~·;,~~-··· ' '.W: 

El ·.hom~r~·:_:pu~~ti! ·sérdnrectado• por'c1~co _dife!fente$ .virus de ·~erpes';t·•- • ., :_, ;· 
. Herpe$ s1111ple tipo_ 1. Herpe~ simple ~lpo· 2~ Herpes zoster. Citomeglllo'." 

_ . · ··· •-· __ .Ni,rus yE,estein~B~rr;,.· >E~~~ ~ir~~ ~e¡~en_ s_~y;,Aivf~ido~ ,en trer.grupos . 
,,, ... -;.}.<·.,.' ·· ·_.$eg~n.,•.e1._._-tlpo'-de·c,é1ula_k·;q4e ;1~f~c~nf)a"1>ensis,tenc~a._en··_efhy~sp~ífy, -'; 

·· -__ . :_-'\.". •·';:-,-~~·:·.~f.eé~~s(9ué\9¿~41~r1ati.Y; ~iF~1.·:~ri1m8ri:·;~r0Po~.~~i~i·~~~n:~i.r4ft\úf,·-- Y.• < _,_,, ..... . 
, _ ·}a_us~ft énfé .. ~~~~des ·b~nigna.~ autol iiJl.~~a.n~es -~n .e.1 hu,S,ped n~,t~r~~: ~dul-· .S;;).; 

. "'io,~pero qJe. 'óe~s.ionan i~fecc~O,rfü(g~ner41iz~d.arferi ·nepnat(!s:_o. adu1.tos- .- .. ,;;::~\? 

··1 •. · .. - .•· __ .--,\~:Jc1 :~.••-:/:}:~j,~un~d~f;'.léi,otes•¡··•·-~n)~~-te\~rú~·~s~.,~~.ª~~--~;-·1,;i,~?c1t~ali~~·~s·:·~-- •.• '~~·- · ·-· ·;• 

· El. segundo 'g'~po se._le deri9fuina l'ittf~tr~pfoos 'debido a ·que pérsi~ten. · 
en l~s li~focito~~ el Épste1n-Barr p~rtenece a es~e grupc;>, po~ fo ge-. ' : '.· ' . .·, -

neral ocasionan una 1nfecci6n leve pasajera,,s1n embargo pueden produ-
cir, lihf(¡gla~ en''.pr,esenc'iade otros.· factores de_ tipo· genátfco, '8lllb1en" \ 

·· · ··· ·,, ···· ?.:,tliiliiiiliil~m1~~1i~11i¡~~i~~1~ •···· 
('(:'i,·fierp~.s~1mpl~tipo2yV~r1Celatoster·c16~30) ·. . .... 

¡\.~ YIRUS HERPES SIMPLE TIPO l.~ Elhom~re es el hu~sped del virus Her-
: ·,,pes-s'illlpJe{ Sin embargo los mode1o$ experirnentales como el_ cobayo, co- . 

: nejo y<ra~ones puedén ser infectado~' por ,,. aµnqué ninguno de :e)los '.' 
~ú~stra una' reactfvád6n en ,forma· nátural eomo 'oeutre en humanos; En· 
ésto{_mod~los_ sen~ ·.es~ud1ado,atnl>Hamente' efm,can1 $mo el mecan1~mo 'de,• 

' ' late~~ia' y react1vaci6n; s1n eiilba}go:aán ño•es. pós;1b1e. integrar todos'·' j 

· fos resultad~s en un modelo 'congrU¡inte; per? si es pos1~1e- estapl~d~~ 
a ciencia cierta los 'siguientes punto.st ' . · · . · · ···. · 

' ~ 
I· 

·.: ,·.,, 
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··,:·.·', ·, :;'!, 

:';'., .~.>.\:l~~:'~~~1c;u,'_t~s····a~t1.~~:# .. •~~}'.~o~.'.~~pá¿~~,d~.~~11m1,·~·~.r···1a••if~~,,~~·~~' 
, , l. · '· · dl\> ·.· d.e:1S'fihf~.cci~n 9.aMl 1on~r-i.n.1:~~·· ·~v~~ar'.la.··ré~ct1va~t~rúdeJ:.Y'1r~s ,c. 

);~f~~~&ít¡;(~i~¡,~~~~~~1~Ís~),~f~~~~'~¡f~~t6~;~~~~ u~~'J1t~,~~t¡:. 
T.:· \h' ': :;xY·a} :ta :~rans+e:~ilcill ·d~. inmunogl.obulinas ·(tmunidad.·pasiva).·no· protege 
·· ·· ,,· · · <ie 1a fot~ccipon ú3J · 

, · 4)· Se Úa~smite ir1tE!rcelulanner1te a través de pU,e~tes c1tQp]ásmicoS.. 
< . . ·.. (~O) . . . , . . . . . , ·. .·. . .. · 

,. ..i":>.·,;,,, .. ,<, >· , ' ·...... , / ' .' .. ·, '• ··, > ¡', '.: >' . i,, .• , ' 
h'':~:~.:.;·,:;:· ·, .,, : Her'P.e~. l¡ibialjir·es, una,. intec:~ion·9~~!l1on¡ida:'Jior,·her-pes·s;mple' ~1po· I 
;~¡tlt' ,á'.;· .. fo?: ,:~ffl.~· .. 'lo ~~r(lr,a.ú.s9n· •.. 1nfeF~ion'~$ .. ~Yf~~u~•n~as·• lo~a11zada.s y· b~n19,~~~ .• ~1·.··· .. · 
'·' é:' \ •.. ·., ''' .· . , ·• .. •.v1rüs colon~za W$ .ganglios pródueJeMó infé.ctil>nagudaqUe'tlesa~árilce, 
·;":,\, ··• .·. ; · ; ~ ~ro .el ~ú·u$. pehnanece e~ fÓl'l11!1 Wi~r\tf! .· ... e~ l~s.·. ~eurona~. ~~Ho~n camen 

·j~;"·f·;·j~{·~'.~A;: ·.\jü~!:er:~!!:~~¡ ·~::d~::c:~~::~i:~ª:n s:! ··:~~:~º~;~!:ª:~i~:r~º~:::;::6". 
pr~senta las siguientes caractedsticas. . 

· a) Se adquieré en 1os P.rimeros afto~ ·,Y es unaJnfecc16n con Un alto fn .. 
dfoe de incidencia. se ccins1derá. que de un 1b.a 80% de la p~blacil.in 

· ·. ·. :'t1emt antlcuer~~s contra este .virus, la fot1d11,11c1a ~ependé ;déf llivet 
sot1oec(Ín6.11ico, a mb bajo nivel)nayor 'ir1ddencdt De 105 ~uJatos ,· ... ,. . -·· . . ' ·;. , ' . , .. , .· . . . ,, 

·1nfáctaclos aproxt~damente unJ5% presentan en el transcurso dé .su 
vida' lesfones recutrentes en el misroo. sitio, estas 1 es iones por lo 
genéralson locaHiadas pero en neonatos o inmunosupr1m1dos puede 
di.sem1narse .el vi~us" originando una infección sisUmatica ccm co~~ 

. secuencias fatales (30). 
· ·. b) Lo$ 1nd1v1duos ,con 1nmunoclefic1encias presentan lesfones severas 

(30). ' 
el l>µede afalai-se de ganglio$ nerviosos de sujeto~ que presentan le-

. ·siones herpetifo.rmes (23 .48). 
·.. ~) Lbs esÚ~ulos' tales e~ la inmu11qsupres16n, el tratamiento· .hormo-

, . ·1" 

: /\ 

nal, el stress. la mestruación o la exposición a la luz ult'rav1ole-. 
ta desequilibran el estado de latenda e inducen la multiplicación 



, .... 
•. ¡, ,. 

...... ~ : . ··: . ; ' 
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: ·,_ :~·< ·?·~~/-
. ; ".' · .. :·;~ .. ':,'.:'..: ; ' ' .. _,,. ... . '. . : .. : .:;/"" . -,.;:;,· '· .. 

~f,{f ,~([~,0l~]~~Wf t~1'/ª:'.,1~~~:;~J"~¡!~rr?ir~; ··:·i:~]~~·\:i;i~:1t:f ff~~,~,~ 
'?·1:./ ; .•. · ::'i.>.;.5,¡~;PMJ]CIPACION DELSIUEMAtNHUNE\·EH·gt.·cgHfROL'DE~lAS··1NFECCIONE~'1:(.1 ·}.·.·:; 
·'··: ;· <{ •··. ;'' :·. POR :HERPES su.ti>fü·TIPO"-i' ,;. .los''dife;éntes camponen't~s d~{-sistema -'- · .. ··. 

· · )nnlufl~::'¡>art1cipan"en tontról.ar la fofe~~16n por ~1 v·irus · herpE!s s1mP'1l· . 
.- t1p!) t'y la CQntri b_uci6n: e' 1nteracci6~ de cada uno de íos c~ponentes _· ·. 

' ,;,:'<: . d.epen4~ de .la vta que uti11ia:e1 vfrt.ts ~ra sti dis~inaci6n e11 él or~ :; ,; >; .
5
,L .. '. . 9ªrf1;il¡Q. ·: · .. . . . .. ·· .·. . . . . · ·• .. .. .. . . . . .. . .· . . . 

··:·. - ...-.-·:~f:"'.~' : :~-·.>,--

:·.~ é : :;.-.-•. ~i.:: .. i· bl"c~1u1a infe~tada- 1>uede1 harse fl. de esa· ní8ner~, llenn1ttr 11 sal ida de~/::> 
~''', lf ~1'z(i·f ~iJ~~:~tJ:~:·::Ófa~:l1!:~.'.º' cgilei ,] .. ·.. .. . . . .. · . . . 
"',;:;· .. ;·:;:',:.1·--· . ~"',·< ' :- _) ':· ) ..• :~-_.-:¡.:; 

· El v1fús·- de herp~s también puede transmitirse por vfa' intercelulat-, me
diante puentes citopUsmicós, en este tipo de diseminación el anticuer-

.• po:no tiene aéceso'·dfre.ctamente al virus, sin embargo sJ participa en. 
~eJ'.con.trÓ(de la •in.fe<iciónv:iral ,Ya que el.HSV,induce ca111b1os ~n la: 

.. ·.·.·. :~mi>raf1~:de}11·c.élula iofettada y esta.ad,quiere:'antf,~.eno~'virale~'aJo,s:.• ... 
· .. ouale~.1skunenJós>antfcuerpos, esto ·facilita Ja Hsis mediada por com~ 

·. pl~~\nto· (2) y l(cJtotoxfc1dad .cel.ulaf. Olédiadª·-• por. a'nMcuerpos····(ADCC) ·.· 
que e~·-causiída p'or di:férent~s • pobl aéiones dé células ·c~mo. niacr6fagos• · 
PMN, o:Ünfocitos (12,4st:se ha demostrado •11n vifroºe i11n vivo"·quE! 
1~.ADCC e'~ muy importantíren las infecciones por el virus ,herpes (28)· 

adtWJás se lleva.a cabo ante~ de que el virus df.semine (43) y la con-
centraCfón de anticuerpos requerida es muy baja ya que se ha obser

.. ~,po ADCC: con. un sue~o positivo diluido e~ el orden !je ·1:100,000 (41) 
- ·, . ' •• ~ i 7,: . . ' '« . : . . : . . . ' . . . 

6;io. ESTUOIO DE• LA PARTÍCIPACION DEL SISTEMA INMUNE ENtk INFECCION P!!R 
. ' HERPES... ,E1' estudfo 11 1n vho". de Ja pa~t1cfpaci6n de lós di feren~ . 

tes componentes del. sisteÍna inmune en la irifect16n por he~pés se difi~ 
. c~lta debido a la interacci6n entre los componentes y el hecho de que 
·el sistema irimune es.alterado en .el curso de la 1nfecc16n. La simpli.; 
ficac16n del sistema que ofrecen los estudios "in v1tro11 (5,10,30,44) 
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,El herpes labiafts es un ejelllplo de este tipo de infecciones¡ En suje". 
; 'tOs con. herpes 1abia1.1 s se ha • encontrado qu~: 

1 
>,:·._--, 

::<.:~_·_ ·- ... ;. ~--.~ .·. - !_ •• ': •• ,·.··.. ' ¡/; ;.-;·::. . ' ," .·, - '/ ... ::·~·-.,·.·, '· ·, _-· ..-'\:·-.~--.'.", .' ·, . 
. •· ULa··regúrrencia':Sf!, .presentf ~01.ndividuos .91Jftten.en ··alJo.s tfí~ulos.· · · 

; ' ... ' 'i''~ 'ij·e. ~nti'cuerpós neuirálizantos;~eJá.' infect~v1dad ~irá{fa~>/:, < .· .· 
'.2) ~.os: 1.nd1viduos setop,()sitiv~s .cti.n · 1riñiuri1td~d.medjadá .. por é61U1as (iMC) . 

• 

1

def.i ciente, sufren.' d~. herpes l ab1a1 is . sever~(30). ' . . .. 
· 3) Ü. determinac\6n i•.¡~ 'yitro" · ~e blastogenésis o cito.toxicidad en su ... 

jetos con h.erpes 1abia11 s · recurrente muestra iJn incremento· en e 1 

frtdicirde blastogenes1s y un .decremento enJa ~itotox1cidad con 
.• resi>e'ct~ a los 'valores obtenidos en sujét;os s1n historiá de harp~s 

•· la~ialis pero que tienen· anticuerpos contfa,HSV (32.40,47) · . · . 

4) l~$'.c:é1u1as mon~nuct~are~ de sujetos ·cC:n(h1sto~ia. de herpes labia• 
( . ' )'., . . - .· . . .' ''... . -. : ' . : .. - ·._~ . , , 

'• Hs obten1~s durante las d~s primeras $Eii18nas de 1a presencia de. 
· lá lesi6n sec,retán ii1n vtt~oh .· v •interf~ron' ,(6) · ·· 
6:) En las vesf~ulas de herpes 1ab1a1is se ha encontrado interfer6n, 
· la cant1da~ de 1nterfe.r6n en el flJJfdo ves'foular puede relacionar~ 
·se con; el t1e111po de presencia de la 1es16n y el tftulo del virus 



no asf con, .la severi~ad. ~e ~lla ,(46)' 
1 .. ~ • 

• ~; ~sta~ 9~~ervac1olles. apoyan·.al'.si&,t~ fnmuneLprirt~ipalmente :'a·'.l~)iMc 

;~;· YJ· .pi···. ···t;J;~~;·:t~¡~;~:·~~:~t~l~It~t~~t~litl~':~~!:·~f I;~¡.\ .··· 
ri;¡,' . '. :·".:· •·. ·-";.: >:' .. focremento en lós resU,Ü~dos· at•priiJij~.i'~e.1a;·1&'hóWX J><>sibl~~lit~"- \/ "·'' 
{;~ ·. ¡· •;·.·.••·:.: · : :·;;;};¿~~o: .~e.deb,a. a. <tu!! 'Pp/ajedjo 4e.' e$ta~/ti~nfc~s:·j~:.·~~aJu~~i6ri·.d~:::1~-::1Mc · • 

'. ,,·~s párcial y ~o se dete,,niha ·i:ltrectllmente .el·. ef:eC:~o •en.'1a m~üfpÚc~~.·-
c'i,6n v1.ral •. Por otra parte .h · producct6nde interfet'On si puede corre· 
J~c1óllarse a· 1~ 'aparici6n de la le~i6r1a~tiva (6,3iL . . .. . 
·' \ . ~' 

. · HIPOTESIS DE·i:~.B~JÓ ·•··.' · . .·. 

·· C.~J;· ti '~•"1 '"9 i!Pt .e{·~~•f ¿•·1MC·· 1 .::i~iOre •. 1 • ~l~!Pi 1 cah1~~·.y#,) . 
. ··-.. •.·.• :· :,'í7e~t·eor 11s1s.da <Jascli1ulas· 11lfe.ct~das y por.•se~;~c1ó~·ae···fact~ré~, 

f;;K>.:,,~'.(~~El;~]¡)'C)~~a~ d1c~~'~uftipli~acJtSn. ·•. · · · .· .· · · · ' · · · · · 
.:.:·,.,..-;."-

En e~tetrabajo se'planteó la posibiÚdad de detennihal" dir~cta~ente 
... ye.nfonn~;globa'I el E1fecto que 1as·dlulas rnononuoleares,macr6fa

gos y linfo.citos,eJercen en 1a··multiplic::~ci6n··del virus herpes. ·Por 
~#o~· se· deiermino· ºfo vitrl)º'la. protéeFión.•d¡¡da .i>Ore$tasd1.U,as 
. ta. i~fecc16ri"v1ra1· ·a·tr~v~s:;•·d~-·detel"'minar'.etH.ecto sobre é1 .· 

·d~<tas ~laca$ virales.·. se tr~bajd con dorttneas ~~1íü~~es: t~s·· 
·Vero y ·.las, ~K~·· ambas·. són · .. ·iierffi1sibles p~ra , .. e1·· vi'ru_s, l~s Ver~ .•llo:codt

.·. f1call para 1nte~f~"6rt(7) ele esa maneia ~Uede des~a~tilrse 1~ ~ar~iCi'-
· ·· .pa~ión del i-interferóh en elefectó iil'Otector~ •·El estu_d.10 séh1zo 
... en suj'etos· con historia cHnica de herpes 1ab1alis. algunos de e.llos 

presentar6n ·la les.1ón en el momento 'de tomar la.muestra.· En forma pa- · 
ralela se deterni111t1en el plasma de esto!> individuos. el tftulo de.• 

' · an~1cuerpos neutraHzantes del HS.Y-1 

O B J E t 1 V O. 

oeten,ninac10n de la r~spuesta 1nmu~e durante la fase 1aténte y·~ctiva 
· de la .1 nfecc1 an por Hsv,.1 en humanos'; 

. . " ' : ~' 



. . :\· 

,_,· 
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. , ''.ffAtERIAl.ES BIOLdGICOS. ·· 
'. ;·· .,~. . ' ' ' , ··;·· ·. ! 

· ·::~ne9s celuh~~'. Sé tr~ba~G·co.n ~os i~neas'qluitres.l~s ~l~las. ";/', 
•¡• ' ' rt'"l. ('~ ~·. - : ' ' ,• ;J ,_,,, ', ' : • ¡' ,¡yt,..~ ~· ';.r.·:\:;'/"'.· .. 
. ,~ .. ,,~'/· . y • ., ":epitelialet <»tK·: (Old MOl'lkf.Y Ki4nAY). donadas ~-blt111tnte. pe>I!· el· Dr •. ;,, , ,?:'.,,, 

~~iN~(;'Ki·w.~~~t~1!~1~tWi!!!{!:j:~r~~~~1m1~~!1:;:~'ii~~,t\ 
cionalde \1irologja., M&i~o,D~f. :' ' · · · " , ·.· · · · · · 

.. . '. : . . .... ; . 

• -:
1 }1t'Üs~ El v1rus c:on el que se. traba.16 ful ·el v1,~s Herp(!S s11!1Ple cepa 

, C ':.'.jtJérj)plaque (H~~P). aislado •.f ·tJqnado am~l>leiílente. wr .el pr.: aei'n'rd ", 

· !~i~~.~fümrz:~·s;ti~~r~.,~¡M~:~~~j~t~;?• .. 
'/{{~;:;'' .. ·· '" •·•·· > <t.··.· .. · .. :?;. ' .··. ,) ! . . i<> ;, ::.: 
·.··'.Medio •. de<Cultivo~· ·. Se.ús~ el1QcHo de cult1vo'.l1of1l1Zado.Eag1é>modi· ·· 

'i1cado· por oútl>eét'o (MEHD) p~'1Cfente ~e GIBCO• New Yort.' E.U~A. con.. 
, No de Cat 430-1600 y N~ de' éon 60P7703. La. cantidad de polvo. ne-

... kesuia para 1.a prl!parac16n d.~ un litro .se, d1S.o1v16 en agua ~ást11ada 
'<J jf~'liab.El~c~rop~ra.•~Xi~o,D~F. y des1o~1x~di ~ un a)>lrato.~orning· 
·. ' 61'ass.works• :(~3. · · . ·· .··. ~ · : . '/ :. · ... · .. · .J • , •• · .. 

-.;·.'; 

. ..>~~~ 
2
: ~~rl (s'll;·~~te d. si~~ ~Yo~k' ~f ~ !le'· ( ' 

fetal de ternera (SFT). procedente de In· Vitro. s.A •• Mlx1co,D.F •• con 
· No de eon 82023. · · 

·procesadns en el Laboratorio de Virologfa. Deptót de Ecologia ~na; · _, .. ': ,: ' . ; . ·', ·· ....... · .. ·' .. . .. 

' ' . 

· De ternera obtenido en ·el ~altró La Paz, Los b.Yes, ~do. •·de Mfxico, · ... ttlxteo. ·· · · · , · 
. ·., 

· HUlllano ~SH) • .. ton un t!tulQ ele, anticuerpos neutral1Zantes anti~HSY-1 
de 266. · · 



l.a•:aí.Po11etas .. se :retiraron del hhlo. seco y se colocaron en ballo,:. 
··Marta a 37QC a~'1Undolas-co11st~-nt.nt1i hasta su descongeluielltQ'.tie>L >t&1{,,, , ............. · .. · ·, •,· ·· .. ···.>•· -· .. :· ',•·,, ,,, 

- •. • ; '-. : " !·:·· ,;:.,i:'ti::<, ·~,~·>.··:.~ ', ;;., 
':~~f·': .. \.:·:_·::~··/·\.·' ,,. .;· :;:.:::·.<.:.. ,.-, . 

,~,l~~~ill~~;l~~~-il~~~¡;,i¡;;i~ 
·· .-..• ::~~~ªt"~tectora '111 ·C:ót:ttra·de, •. la e~plos16n de-aquellas)mpofle~as 

_mal seÚadu y llenas ·de N1t~geno l~quid~. 

,. Se agitaron suavemente 1 iJS bO~ell as p¡¡ra hOll\Qgenizar el C:ooteni do -Y 
. · •. se: 1ncu_blto~ a 37~C ct)f '~sfe,ra·h~d,,'y 6% .4' c.ú. efího -~~~.,~JvQ' .· · 

,téid•s,_ laf 1ñtubac1on•s''a···~ita,twe~at"ri $on baJo, esta$ coriditipnes> 
'.>:'·:/·_··~;:;;:-':.;::e'-; . <~''.:'' :>:· . _.:·· ." .-i .·:_:·. ':;~- )"(._;·::_·~-- ::·:::•<=' '.·. '.:. . -.. '. . ,. . ' ·, ··.. .· ·. ·~. , .. >-- '.,' _··r; ,"Ye> 

· ',•~1111.nos.:que se espetif1q'J.~ '.º~"'ª~ . · ,., 
·,:: ~ 1. · .. ,··'- - 1::·;, -, . 

;•· 

. ··.··•·· ·.,~ ·~lle~~~~ 1 a~ botel1 á~ hasta ?:~seN, a~ · confl u•nci ~. tas c~j u las ·. 
Vero se recibieron .. en hóté t la$. lUl( de . 60, ml en ml)nocapá~ tonfl uenté-S. 

·:\·._; '..i,- ·.,. · .. - --, . - . :. . - .. . "" -. - .· - .'· 

Desprendt•tento iY separac16n celular en un cultivo de superficie. .·· .... 
cu•n~·las<cUulas e.n e1 cÜlt1vo han crecido .hasta f~rniJr .. urr~m~no~apa. 

_ ... confl~~nte1 f.sta~ Ustas para ser resenibradás,. esto :'se Úevfi c~tió ' 
, 'media~te.la¡·tf~n1~a· de$Cl'1ta por kt~chl ti' (19) ,· C(ln algUl'llS:JllOdJfit~• -· ~ion•s~-.... ;::· .. , ,,, · · · · · _.·. - · ·. !- · f_ • • 

_ A'una :botella Lux de 50 ml con monocapa confluenie de cd.1~1as .~K o ; 
. 'Vero s~ :1e retira el' medio por succ1an utilizando una 'pipet( Pasteuri 
' La c~pa.celUlar se lava con 6 ml de BSF~LCM o EDTA y ~e retira la 

" . - . 

·.' 



"' 

16 

"~l . ·-
', :1':',L • /•·','• "• ', • •:; •.'\', ..... 

.! .'· 

. . ,; . , ·. ·''~·:O 

,,.·,, ; .'::i~~'. .'.:.:·:·:~~-:·_ ,,-~'.;.·- . <, -. ; . ·. ,;;:·.;·:-, . 11 • ~. ;·;:,<:·· ~ \·'° ' . .-... :,','-·.J.: ' " ¡ 

< · ·" ·. '. ,.· 's0h1c16n. se 1.a,ftádén o.·5 •l ·c19 .rrtps1'na 0.2$1: .. st<inc:uba 11: bOtella a· j'/':'.'.·"• '. ': ,' ), ~' ', IJ ';'.' ) ' ; '~ 'j r' ~r ¡ ~ h ; ;. _¡ '- > ~ \ \' , ':.¡ i r > _ 

j~;r';\:~'·.". _ :- ·,;:- _37,o~ ' de_spu~s:,_~· .4-'.atin", se obser;Y1 '51 la .ca~·~ cel~l;•r:·se d~"preóde, 
> • ," .·e::;, : : es@ pueqe. tC1J1P,róblr:$e ·a s,ilipJt-,.vfl~• ! eiu,1a·1C) \~ont'r.tr1o. se_ prolo~ga· 

/J¡i' '•:. 'J': - '1~ ~~~bac1b~, hasta .1o9ra11-'el;d~,.prtinC.'f~i~~\fi~~{ de·. las :~¡1-~tl.$~.; .· 
·í_.; ·, - ' ; : ·-'·· , .,·. .- -~\'···.~·'· " - .:<:': ·; ·: .... 

,- .. 
Se agregaron 'nmediatueni.. a la botell!l 2 ml de MCC .>fse Jl()lllOSÍéf1Úa ·. 

- l~ susp•ns,4n celular golpeando fil'11181M,nte la botella cori 1• pal11a de 

·,l~llt4,io. se tutd. que ef medl~ ~o ll•~ue:al:taPGn,.nLal cuello de la.· . <~1-·. .. . . ' - . . ' . -. -•.- < . . 

. s •. cu.f\tlrtl ~~ . e'lulás: v1 a~l .~ . .::~e.' ca 1 ~~1 •,:y sé';.,~"~· 'u :~n·c:.,Jtra.: ·. 
· .·.•~'~n_ ce1u1ar:~n.J'a. ~tell•·•·se a~ic1on"·!D~d~o •• ~-ra d·1101r.•li••t~···.úe., · 

'ga~i·~ la·_c~ríé.~t~~1~n;:d~e1c14.{1 .·ae,pr•iiitan·'lait re$1embr•s• •. n~esa-.·· 
rtas en bot~llas:Lux'NQ~· 4icat. GlSOde·so 1111·y ~n C:Íljaslirtbro d6 · 
24 pozos No. d~ tat~ 76-033-os. · · · .· · · .· · · ·. · · 

Centeo x' detenii1nac16n de la v1e.b111dad C91~hr. El lll&,t9do para -
<;onteir t ca 1cu1•~ la: conct.ntrl~i~n '.c•l'4) ~r f~4 :.~l d~s.crito p~r· . __ · 

· P~tterson. (25)y 11i':~1aí>1r1itad.ce1u1at.$e deÜ.,.iti~ po~ ~xc:1ust6n ... · 
· 'de Aiút tia Trtpano'de acu~~ctp al :pre;~~t~fe!\to ~e B~cble~ cl9) , 

:s.. dÚU3e '·~: 10 .• la ,suspe,psi'&~' c:el~l ~~. ob~eni•··•n •la: tfcn tcil·' dEi cié~- ; 
' prend1m1ento y, •eparac:tdn ·~1ular 6, en la obtenc14n. á~ e ti usando'. 
·._kul de Tr1plllo·a1 ·ó.2% 'tOlilO dnuitltte. Ce>~~napip¡.ti's~;·colo~ una 
lllUestra de la $USpensf5n.ce1ul~r .en ca~ una de las ciimaras de un· 
Hemoc1tlilletro,y se tieíle c11idado de no llenarlas ·en .Xceso, e.l .cubre

'"obJétos'H debe .m.Sltlner nhn, en $U lug.r. . . . . ' . ' . . 

Se cuentan' 1 as cl11Jhs 'oiisarv•clas sobre clda cúadr•dÓ eon un aria· • . 
· 1 · J, en: cad~ ciMr• ·e f cc.ibrtobJe~s . s1teri~l48lltra a una aJturl .d. . 
0.1 ~ p~; '10 qu~ las cflulu,contadas cÓrtespond•n al nran'~rQ. de et~ 
lula• que ha.Y en o.'1111113• 

Se suman las cuentes obtenidas p~ra 10 cuadrados y se calcula 1a con
centrac1~n celular de la soluc1~n or1gf11al c:;on la s1gu1ente fcSrlllUla. 
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' .. ' i'. : ._:::: •,·:-. ,. . 

. ·/,,,·;:,.: .,. ~.e::: ;.;.>~·:;· ·~-;x~'o•:*·::'.~()()o ... ·lc111~1·~"'.'. :.•·.· 
_.'., ... ,_!~~-·:, :; , .. o'·::~,(·>;:~")(:'> ·:!_~:':;_~:··::·''.:.,·:.:;:.<:'', :, Í•. .. 

~í1~f: :i~· :r!~\~~i~~~~t~i¡;;~~~;,~~~t~~-~~~~i; 
''.'..~·:.:·~~~·,· '.!,, :· ';··., 

'•" 
'•.' CONtR01.. DE. UNEAs · cgUlAREs. 

Sobre cada fila horizontal de euadros se grdicó.una' botella con un~ 
· l!1nea f;Ontfnu~i. considerando que cad~ fila vertical co.rrespond~ a un 

··.dfa·.de1.··mesanotadÓ•en la, z~m·a superior. ·.~al1~ea .se 1~i.c1a .,1 .. dfg 
· · ·.nl'que se tesliíib~:.l•:boten•.t·P~rte de la Hn•.~ corre$P,ond1en~11. a 

.· ·· 14<botella· .. ·qu~: 1a'or1u1n6.~ •• 'sObJ'e.1a .Hnea se:.tr•z:ans1.~10.sde:' ··' .· ... 

·•,~~f ~.10'1tt:::·=;·¡'!:!::,:.~cz::~~1b~~,~·:•••· 
~da y desh~hada.~Sv~l-i ·1nfeóc1Gn'. cónasv~i. ~CP H 111ra re

sl!llbrar cajas de peir1. ~: para resembrar cajas mOltiples 

L1nbro, T; congeluiento dé c~l~las. 

,cadil.lfn~1.celular tiene una hoja de control. con los s1gufentc!s ditos • 
. ,',···' ·"'" ,' ¿ . . , '<< .··, ., •• • • • ' ' • : 

,< .. 

Hómbre de la 1 fnea celular . 
Fec;h~ inicial y final de uso 
Origen de la lfnea 

. Nolllbre ·del investigador . 
· Laboratorio y Ciudad. 

.. ··--,·.', 

'·'.' 
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__ Con la suspen&16n c,;lular que se obt1en~ mediante la Ucn1ca de despren
~b11ento .v separac16n celul~r se realizan los siguientes pasos: - -

'· ' , ... ·. . __ - - ;.·· ' .. ·· . ... - .... ·: : , .. ' . 

St):e~entan las dl~lai -;Ú~bt~s i se',¿alcúla el nQrneri>-total ~ -
' 1$1 tllul•s ~·•c1á suspensi6n .. < -- -' ' - -. -: ,_ 
., ··.'";/·\':·:;_.; J", ·c.-'· .. ·- :.-"<" .. .• '. '• . ,¡; , .. ·.·:: 

- -- setransfierela•susi>enstd~ i un tu~- cOnico Nalgene c1•:1s_111i. 
_:"·e ·:_·_: __ :.:'f.:::: __ -.··: .. :' .-_- __ : .· .. -; ·.-•.:.:_-.r.".";' ··,:_· ... -j." '- ~-~ . · ·. ·.·-,·~ .. -·· ·'.·_.-. 

•, :y se ~entr1fuga 1-1~0'9 durante 5 m,ih~ ' ' -_ ' --

El bot6n celular se ,SU$penee en MCC _a una concentarc16n de 8 X 106 ' 
cel/1111. 

-s. aclt'ciQná lentalrlenw un, volwnfn igual de Mee. supl e111ent~do con .. 
io~iiJe o,1111ét11;~1f~xido-. - - -

.. _·,· .. 

, -se d1~tr1bi!$en cant1dad_es dé 1~81111. en criOtubQs HUNC No. (fe Cat. ---
- - - 3686~~:.-- - - ' ' - -

Los- cr,otubos con las c~lulas su s~spenden en 1a fase gaseosa del 
t~nque de N1trogeno 1fqu1do durante 30,min y despufs 'ª sUflMlrgen 
; ~~-¡ . ' . . t .. 1 • ' • • • 

_én la fa~e lfquida. 

Los criotubos se e\1quetan conlos s1gu1antes dato$: __ -' -

·f4ombre de la- 1 f nea y No de pase 
- fechl de congtl'811ento 
- In1chles del Investigador 

Láboratorto y ciudad. 
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$(¡; 11lfe~ta·~\uf14. mult1pJ1cidai\de 1nf~c14n .. (ffQl). de Q~Ql a~: ap11~at . 
0~2)1f.'}.ije:U...I$,spe~si6rtde·ffsV-HP con·· .. uia.'t~i\cétraciGn· de·Ú~f X. ío5 . 
·~n~da~es'f~~clorasd~.'pl~ (Üfp). por ml á·Ü~a monoca~a celÜf~r pr-~i 
<parada prevt"'1énte cori 3.6 X 106 cflulas. · · · .· • 

.. . 

Sé incuba 11,:botena duran~e 60 min ~ 37ºC · 
:. Se: ret1ra:et tn6culo niediÍÍl~ .~1.1cci6n· c()n· una.p11>e~ Pasteu.r/ .. ·. 

<'\ :set 1ava·}a·f>9teJl~ con 5 lill .. {de BSf ·Y s~·des~arta>este lfgÜido •.. ·· 

,~Jt.:·~~3~~ :.:~'~¿ • . . . ·. .• •...•. . .. . •• ' 
).Se despN!nde" 1 roinpen las;;~llulas por son1cacf4n· en.un ·aparato Colé· 

· ... Pltínei<884650, · Genenlinénte·u requiere· 1.111n·· ·para corisegu1r este 
· efecto. 

La suspenst6n obtenida se centrifuga a 1,000 g durante 30 min ·a 4ºC 
· Stt colecta el sobrenadante. se t1tull el v1ruil •obre la ~iillll~l1nea .. 

· . ~e1iA11lr en que se. propagG .Y se distribuye en alfcuotas de o.s mi.eri.;. 
· ~riotubos Nunc. Ho. de d~t. 368632 · · · 

Se etiquetan los cr1otubos con lós siguientes' datos•. 

Nombre del virus. No de pase y fecha 
C~lulas sob.re las que se propag6 y No de pase 
Tftulo. 
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·' ... 
'. En ~StlS condiciones el virus .se conserva por varios meses. .· . ' ·, ', . - ,_. - . ·,, ' 

¡-· 
~-~; ·:-, ~·: . 

, :.~·;, . ~~JUb#IoH OEL HSV~ . 
F'.5 - '¡~' 3 ; . ,' < 

'_,·>J. ' ... : 1 - •.. : ".1 ) ' 

· .. ; .. :: ·: · · . . . La tttu1act6n del virus se hizo segdn o011·;r y "eu1s~1cn~·\ci 
/ ·. • >· :., ··~:- · ~ ·_ gunas modi f1~c1ones. · · -· . ·: ~ 

- ; ;,. . . ' - ' - ~·'. ._ ;- : 

··:·f';:~,; ..• •• co~ ..Ci se.·41t\\}i•.·•n .ser1.t•···.elv1~s·,·~~'.i~H{a ió~~?· 
. . ·' ' : ' .,, . .... . ·. 

Se retira el .medio a una caja L 1nbro de 24 pozos con monocapas con•: 
, fluentes de. c!lulas Vero pa,ra titular virus crecido en las mtsmu.u 

OMK, cuando el Vi Mis se· ~i\Ya crecido en ~~· . 

· $el~va cacij Po.~º con.l ~1. de BSF Y···~A~caritael buffer·~· 
: -...... _, .. < .. · . " _.>. '_- . . ~ > : " , '. - .:: _.'_:.'i' -:· ,· ,· ·_ ·, .-. - . . .' . j ' .; :::: -. ;<-

·.· $1·,ft~de a caer. uno d~tres Po~~s.0.2111~~ •·l• prtller' dflucfOn.viral · 
J rep1t1endoJtste··paséfse' corttfnáa1i·1r1~1.ac1~n· de.·laca.11, ·se 'usati' 

.. ~t¡.es pozos ~s por c1dá dtlúc1an ·suces1vi, (fig '2). · 

Se anade a CJda uno de los tres pozos restantes o.2 111 de MCI, estos 
pozos servfran cOllO controles celulares. 

. ·- , ! 

se ;~•.1a aasorb•r e1 virus 6ó min a ~1~c. 

~ipu•s dé este t1f!11Po se descarta el il~fo i éad• pozo se lav'a· con i> _ 
-111 deBSf. . . ·.·. . . ·. . . 

. . . ' :,·'.-';'_·.. .._ -, ' ·, 

Se agrega a cada pozo 1 1111 de MCI sup1.ientido con 21' de SH 1nact1va
do a S6ºC du.-ante 1 30 mtn con ~n tftu1o de anU~uerpos neutra11zantes 

:'::·., 
•'1. ·c .. '··:·¡ 



·.· Ffg~ra No.J~~ .. Dfspos1c16r. de, las d1lu~1ones. vfi:it1as en una· ~aja 
. ·. .. . · ,L1nbto de.24 pqzos~ para t1tulacfGn delHSV·Mf'• -1 a 

;.j¡ 101110 d. cada d1luc1~n. CC¡ Controles celulares. 



St obs,erva. la caja al .• m1Crc>scop1o Y H COlljlrut~, ~Ue .h~a ef.,.cto c1'to, ... · · 
P.•t.1~~;;~n ;~OS prtf1~1o,• corrupol)d1 erit~s .;, ,. ¡.:; . ;, ·. ,· .. · . , . . . 

,(;:,iOc(<,<· ...•.. ·~·°";.,/' .••.•.• './: .. ·.· ...•. • .>' ,.,;,., '"·:.:.'/•.,.,<:\V/>.•J,1 •;.,,;::; ....• 

. s~·r~t1~a el ·•ecttQ·,Y se ·•pU~a a ea~uncf~eJo~: or1f'fc1.o~·t•l'~·~e':y .· . 
. Fo~1a.~'1d9 .. ~r>~~:~ '·;·. :;· ,· . · · ·· · · · ·. · · · · ·· .. " ·. · ' 1 

' · 

,, .. 

' -;; >'-:'-::.·. '< ... ·. ,.' . . . ,_. ' . .. ~ - ·:.: .- .. '1 :.- ·. ,', . - ·,' . -,> '.' · .. · ·.' ,- -~ -; :· ... : ' '· ;-._· :"':._\ . .' . 
lft~pu .. i'd.e4m111.• i~·c· s~ de$tam el:Jo~li:í~.1(IOYJe\lav&til :1·s· 

,· gf1ufa~·eo~ ag11a ~el:é~'tio. , , , , , , ,·.·· ,, , 
' , . . ,: '. _; ' : ,.·. ·. 

Se t'1nen durante 6 m1n con Cristal V1olei. a1 1% er1 Etanol al 50%.se 
·descarta el colorante y sia lava la caja con agua del grifo• 

$é,CIJ~~~ .las pJac:a~. Virales C~fi ~Uda de Un:íllfC:ros(;cip1o: 1 Uh l~én". , ·. ·. 
·~~fd~·!l.~···~1-t..Ps:,.Y se ~lc."la ef't1iµ1C? ,del .. v1n1~'en.,;l~·111ue~tra,c~n ·· · 
··Jt'~1991.~~~!fo.~1~:''· ·.. .•.·· .·. .·. ·' .. ····.··· · ·.·. 

«! ·, 

~~X 5 · ·. _____ ......_ ;•úfp/1111 
D11uc1~n viral 

Donde M:es el pro11edio de p.1 acas virales. contacia~ -.1' lof pozos 
· :~or1~spondientes 4· ·la· cínuc16n •v1ra1·con"11Yor 'nainero'.de piacls C:on-
tJbleÍ 1nd1vt~u•J•nte en o.2 ~1 ~ .· , ,· .. · · · · ·· · · · 
' ',·. ',. ... . ., ''_ .. ' . - : . 



··-·"· ,,., : '\)_'.: '. 

.;.·.,;;::. ··=~;}~~!;¡"~~~~~r4::':~~,,~~~·; ..•.. ·••.•.31). 
~~-- . :· :_ ;--" .· ··: : ,_ .tubOA~ .-P,v,~ de. ~3-:.x l~ 1'111 _ _v,-~, ·p.;>ce'•-~11;,"~"'~1t~_G•t;v'1•:," -·-"' , -~ ; -~< ::.::_ 
1~~··~f i.~~;·~4.~~·~,;~!·:~:~?~f~;1~·"1~1"Tu~~!"!:·";C ·;;i·~11'

1

. 'tf · e"? .•.•. ?1·· ·. j·~~.x.~,:; 
)¡·( ; :: ;·,,_r;: . •t;:i:)~:{J~u~~~--2 ~b & .,.~ -r·•lclf(n~ .un• var111 a -~e, v1~r1~ s• d'sp~~6_:-~ª ''. •., . . ¡ 

'\. 

,•:·· · :lí;p~fed del tubo e1·c~g1.tlo forilildo~ ·· · · · 

:;:;- . . . ,/ > , , . ___ .· ·• . Se tneu~·_-lll .111ue•tr• 24 11 •si• 4.~c . . . . . _ _ . _ ._··-·_ ._ .. ·.. . : , 

'. ;.:; t~iY~·(;.)tiit;.9'_• __ ~--'_._:_·_._;._:_:_d_._-_._-4·_·_ :~_-_._· __ .. _._;_-_ª.•._-_•._•_•d1_·_.t.·~:_·_•-~r·_•_._-_-.-_ .. :.-.. · .. _~n·_:_-_-__ • __ ··,n_:, •. _._·_u __ .-_._

3
! __ ,_'
0 
___ •·.·ww_·-~-·-··_·_;_'n•.•_·1_;r __ N_·.·~~~·i~~i~~i;)l~1~'i~:. ·•· ;2 

<: ·:. ·: tP\\!~:C:,/:\_( .• "' . " . . .. ~ ~l ' .;;;• L ', . • • ,, ·. . . . ' ' ' ' •' ' , ·, ··. 

:"~;:, :'S.~!~j,.,~:·::• ~--~~.l~td-el···sobnnadin~e'.· se:Údett~~n;~l,. U~uto'. de ~caplanento · · 
·1;{~~:; :·:;·.'~,~,··¡;:-, .~"se:c:onsérv~ a .. 1g¡•c .en·111cuota$ '4.e l ml. · · · · . ' 

>t:.."::'.~" - •' >,;.' .-·-
Í·'.t\;_ 

'",'."' 

:· ':-,~. 

.TftuÚc16n del COlllplmiento.- El compleliento se t1tu16.a un 60% de 
·~~lisis (ffso) de ac~e~Q a1 m~tcxlo d';The M1:crobiulogy D1~gn_ostic 
UnH._·Coll\u'ri1cable D1seá¡¡e ~enter.t~u~A~,:1959 · y slt tlizo ju~to.an~es 

.·-'.·d•~s:Or/!1,cc)iiipJ.;ent0~ · · · · · · ·. ·· .· 

·.'.,.¡ .t~·htc,;'edfv1cle ptactic1111eflte en:3 pas9~/lo:r ~ua.lfif se ll~VI~ : 
'··~:-~-~ co~<:fJs .. reactivos a . ' ~!Íc y ir.balando c:ori . tÜlx>s ,y mue$tras '• 
' ~ti bl'.ft,~·<1• hté10~ ,·. ·, '. ' . . . ' ; . . 

• y • 

a) · Preparac16n de una curva patr6n de hell01is1s , 
la cual se hace' de la siguiente fol'N. . . ' ' ' . . ... 

. ' 

· ·· · ··· /s~ ~1p•~•an .i ml de eMt~ftos de cat11ero. al 2% en é~ en ~n t~bo · d,e 
• ~~ ctntdfµg~ graduado ~e 15 •l Nalgene No, de Cat. ;1103 .. 0015, ·se ad1-

. ¡ ~fon.r(~o·nit'. de .es. y se mtichn .V se t•mtr1fuga el tubo 6 1111t1 a 60o :,:,,':' áL " < . . . .· . . . . . . . . 

.'.se,desc~rta el sobrenadante, medf.nte succi6n suave con una pipeta ' 
Písteú~ 'y 1111 agrega al tUbo ague destilada hasta la merca de 9.6 1111. 

; 
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. ·: ~ "' ~ , '~ : . ~ 
'.:'° . 1 . ./.,o . , ,;~- • ·.·, . '.·'. ; ', - ..'.: ' ·,r 

<·é'': ' : 'f •'é• :,. ' ' ' ', 'i, :': ' ' ···:. •:·.<.• 
{~(;,(,;_¡~\·/ ·:··¡.'. ;.~.¡·':: \' y·.:., r. ., . P.::.:~··, 

'.f~Wt#~}~ll:s! f ±J:r:¡~,;é:~¡:~~;¡;r:;J:;;)r .. ~.~.i~t 
<··:>.¡ ..• ·.;·:. ·o¡·~~ta,mamH~a .s~ prepllra. 11 ~01u~16~ de h811Cl91Cibiri~'.Y .al 111AIO ti.~ 

•1l9,:se Mz6 una soluci6n de erÚncitos aL0.33 1 'ele acuerdo al lllftCtcto 

. _.:, ,·· 

'.- ' .. : .- . , ... . ... 

·· •. CI~~ 1 ~~. ~es.cribe~ 
··:'.; " 

. . ' 'i. - ~ •. ( -

·. • ~::!P1~4lt1tn··2 mlde :eritro~i~o~-:~~ ~~ef9.· a1 •.. 2~·j,~·.~~'ituiif~e.'9~~~, 
.vo.';pJttíx'de 13.·.x 10011111. ·•se.ácl1c1on•n 10 ml dé·BB ,v.·se ag1tin. > ,· 

... :" .. '.\'.L<:.,1.: · .·. · · .. ·.: .'·.:- , : ··: ·.r··:~··>· < .. ·.·•···:':e··. V \ · •• •• :; . • • 

{·p~~·t$ri«>J111tnt~. s~,eti«1~•,t,n .1~. :~u~_s:pYr• .d41: 19::~.l0.0 .e~~ lo~ p~,_.~.., 
.·.>·~c~n~'3.•~· ~· h~t151tiaue ·s~ .• p~~r,n:. º• 10 •. ,2~~3,o.40• Sil• i:6o. ',io. 

80/'9()/.,y 1óo y ·se e.oiocan· en;~ª~º dé hielo. s•:•~1~ionan respéct1va·'' 
mentei o. o.15, 0}30~ 0.45, 0~60. o.75, o.90, 1.05, i.20. i.as 1· 1~50 
1111 de la soluc16n de hemoglobina ,y tambiin respect.1v1111ente; 1•5Q. 1;35, 

.. h20,1.os. o.90, 0~1s, o.60, o~4s, o.3o: o.1Si .Y O~•l de la su$pen;.·: 
•i4~:de ·eritrocitos ·~1 0.33%• . · . · · . · . - · · 

··' ;{,:¡,: .. :· ".· . ' ' 

b) titulac16nde <la hE1110lisia1 ,taendll1liZaci6n 
de los er1troeitOS• . . . 

''··' ·'·< .. 

se. dtlUye .la heino11s1na en las sfgu1entes d1111c1ones: 
· fr.l.ooo. 1: 2,000, 1: 3,000. 1:4~000. l: s,oQo, ·1:6,ooo,· 1:1 ~ooo, · 
' 1:<,.000.1: 10,000 y 1: 12.000 en 88~ ' ' ' : . 

Se ,et1quétan lo tubos pyrex de 10 X 100 1111t con las toncentr1c1ories· ~ 
la'~etnol1slt11 y se colocán en.b1.11ode hielo. · · . 

1 

$e.prepara Una d11uc1dn 1:100 de COll)>lemento fresco de CObaYO • 
(0.11111 .+ 9,9 de áe)· . . . 
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•' .. \.' ~ 

':.' ; ~:~ ;, ' -

' .·_,, \ .. ·-·;, ·-::\,1/'.-' '.; ¡\; :•.. . ' .. '·¡·~.> .,·
1._ ::>' ·- :;t·;~ 

,~~¡~;,:",;·w~~j\iiliiE¡;¡ti~~i~~~~~~·:;t +ii',' 
. _,,, ;_· .;7~2~~·:.'_ /. ·. . .·, .' 1 ··: ; 

< ;:' . :·;. : ,·-_-.. '·• -~)-: .· - . ' ·. ·. : : . . : . · .. <--j, .. " .·:._ .. • 

·· · · <_Se c~tr1fugan lOs t&lbos a 1,000 t durante 6 m1n. Se consfder~ una 
un1.dad hemoHsante tm.·· SOS (UHSQ) eqntcnida en 0~2s·111 para a11ucf6n 

•· .. corr~spondfente 'al Wbo que ~i6 el. 59~ de Jimn611~1s tpn cCXl!p1~'1.tO · .. ·· 
·· . .. /si~~··de cp~o ~r ;l':··: 100. : · · · · · · · . . · · ·· · · 

;;~;,,¿l~•J• hl!llOli,1~, 'ª<u.na ·()cnce"tr(c1~n ~e 1 ·~si·o.2s m1. ~.:•;) •· ··. 
(E;j.~19f•si el't!t~l.o fu~··deJ UH5o'Oi25 _ml 'n la d11t.it1~n 1;4~9PP.; .. · 
.ntonces lil hem0H$tna se dilu.ve l: 1·.000) · ···. · 

" --. _:" ·:. ,,-\_ .. ,' -· . -.. ·, •, '· -_ . '-.,,. . ·.· .-, , .. ; ., ';'.· . : · . .. ·;·~:'·.' " 
.. -- i;. . ·· .. ~. -, : . 

..... :-'./.-,:~s,· -. 
·s, pr~paran 7 ml de eritrocitos sl!ni1bf11zados mezclando 3.S de hemo-: 
Hsina con 4 UH50¡ 0~25 ml y 3.5 ml de eritrocitos al 2i. Se incuban 

. )O infn a 4~C y se 11san al t1tuhr el c1111plaiento. 

c)t1:tulaci~n del·CGl!Pt•eiito.··Uria v~ preparada> 
. . . laJ:Urva"de color;{sensfb,lt*bs los érjt~,. ; ... 

" · e(tos ae proceca! d~ la ~f gt11en.te •ít~ra•., · •·. · · 
. "' ! 

\(a;1~e el c0atpl•ñt0.que se va a titular 1:150 co.·11111 + 14.9 de : BB).F . .· . ,· . . ·,· .· ·. . , .·· .. . . 

Se colocan 0.14. 0.16, 0.18, 0.19, 0.20. 0.21 •. 0.22. 0.23 1 0.24, 0,26 
o· •. 28~ .v 0.30 ml del coatplElllento dfl&¡fcfo en cada und de d~ce tu!ms p,yrex 

··.· .de;ló X 100 1111 coloc.dos previamente. en bafto de hfeló. · 

·.· Sel~s adiciona respeCt1vuente a cada uno! o.a6 •. o.84• o.s2 •. 0.01, . . ' º~ªº· o·.79, 0.78, 0~76. 0.74. 0~72 .Y 0.10 de 88 .Y a tocios 0.5 ml de 
la:suspeiis16n de erhrocftoi sens1b11tzados. se.agitan los tubos y, se 
c~l.oean en bal'lo mir(a a 37°C durante 30 1111n, los tubos deben ser ag1• 
tadoi dos o tres vÚes dÚr6nte es te ,,er1 Odo. · 

. . . . . 



'.· '.'-
: _' -:; . ~ _- '; - . ,, .. ! ~ 

.'~~ .;(_,' ·::: ',Y·.,. . . ,4,iff.áoC.. • •• 1;5 X 150 ·.·. , . > 
.? :~;~(y~/'.;>; .. :>.:.'.·:·::~>-'' ... : ; <.li}:<' · n , 1 >'.¡i:>' (/Y:')tr; ... 

:;,,f.f ~1,;.;,;,;~; iji&~,~:•L~.i~I~ ~r~~:4t1~r40.J •. ·¡~~·~·i)~~.';t" .. ·.· .. · 
· .. :;·- .... "(/.~····,:::::{·. i~•~¿,~~,1i.~0~:4, .. ~"nfi~ .. en 1a.~..U~.·:·1,~~ -•·/~1.v~l~~n f1~[1et. · 
..•• }'..·•·\: ·- ~;>.· wtKJ;;;f'15Q/l,fl•'.J~''r,8~fpto~ de 11r.~11u~1~n··pt1Yl•"'del. ~-1 ... w~ 

::_:_·-~;~~'.:i\~lr:··:.;l;._- :-;~\.:" ..... , ~~--:,'o; '·,I~.,:·'·-":··:~··':··~<·--·(<;.:.·: ··~ . .'.,,",'_-.(-",J', . . ''.• '.~·., - ·~', ';': .<.. ·• '.,_'; 

I)_~:~\~·:_i'··{>. _;.:~· .. :, .:: .~,_ , 1\ .... -.... ' . . .. • . • , : '.--~¡ -:,. ·.'.--.~· :· 

· · ·. · Efftt9 del cOIU!1'9iento en la neutrllb:ac1~n .ciel ·. usv~MP por ·anticuer-
p~s del plas1111 himáno~ ·. Previalllente al en.a.yo del tfiulo de anticuer· 

''pc)s'.s• esW~1~ el efecto que el COIJPlemento ~1ene.sÓbre la' n..,tr~lf· ,· 
·ía~J~~l~~l .HSV'.'.i•>P~rf~s~ se us~;lfl4{o_;éo~"~tferjn,tes'~onc~~~.ra'." · .. 

. · _ .. ·•· ~·1~~·~·:#~ ~1.-en~-·enJas .. ·~.fluc1~n•s dfdos:iaU~•.tras ~ff,rent~• .. ·•··· 
· · .-·~~'P1••:tiumano,.i'.Y·del .. vtnis,;a.:néutraHzary$e:s1gu1:6 e1'.·prC>éij«11lli1eil · · ... j~f ~~é~1~: por ~!JJ,efy Snijtti (33fp•~•1~·-. ~~¡re. ""utra.n~~ci~n_.~ 

.. 

· Se1·411~erdn con. MCt d'os muestras de .p1 asma hu.irN•o. en J as s iuui~ntes .. 
· pWlbOrción~s: l!3Ú 1':64- y l:i28 para la muestra A y 1:64• l:l~Sy 
' l~' -is& para '1a ~estra e. ' . ' ' 

' ' ' 

·.. " 

, .s; ~ uni. aHcuota d• 0.5 ml de cada una de la$ 11111esto-as yse le - . 
, lft~clid 'o.5 Mil de HSY·MP quinto pase en ,Ver~ con un conteni~o apre>ji
ln-~ó ~¡ 500 ufp d11u1do en el ~1SllQ lúed1o usado para las llWestras.' . 

. - , ' . . - i . . 

· · .·. Se ph!parG un coptNJl para el vfrus mezclado 0.61111 de medfo corr 
,, Q~~ ~l.del Ínfsrno virus y un control para las dlulas con 1 ml de me

dio solo. 

Esta.serie de puos se rep1ti6 tres veces por separado empleando me
dio con d1ferenti1 concentracio~es: 8.2. 4.1 y ·0% de suero de cobay~ 



.,,_ ;. 

/· . "~' 

'·'-">.>·· ..... 2'..: 
•: .<º.t;ó.. 

·,\. ;- ;').'.::.-··,: \_ '.··,::·;.;;:.1_,~ 

"''":/ .. ,_.(' 

' ' 

::::. .· .r, . ."1~:· ··; 

~. ' ~ .. : • ' • ' ; "t, 

: 1'~-: 

-.. ,·. . ,.:~~··::··j .... ; (' \".:'; 

•.• , \:.,;' .. •··1•·. •. ·.·.,_·•.·~·.··:·•· •..•••. i!~ü~~~d:1 ~~~:~a.v!~:S;c:!~~~~!~~:/~!:·::!0.:···:~"~r:~;~~:!1·~:::.:····· .. ·· ·,, . 
. · .. <lo tste.• . · · · · · ··· · · 
.. "•l'· '_;·' 

:.,~ 1~:•\:l)r.·;;;;¿/ '··< · .. S~\~~üjaron ·co~ .f;,da ·un~,, de 19~: ·in~éulé>s y con~roh~s t.-es ·mon~c~pa.~ 
'"''/,:;, de.~las.'caaas L1nbro··s1guiendo el pritocolo de la titi.11ac16n dél.;HSV~~ 

'~: . .'.f ·:':'' · :•:.>:. -•~ •. (· · f/.:, .• P~!~·~~~~'~'·ª~~~t~~,,~~> J~~;,~n~el~~~sAE!' .· ~f ~~·é\~1~~'~!~ .~r;~·~i.·. , ... · ..... •/ 
·:v: { t. ; ·. ;1n~t.;íaJo~. p,rep~r~ij,C),5/~~ esta· prAe~a•'. Se var151-· dbppsl~i~n: de/Taf · · 
'~·':Í'j\·¡;~~·'.~C ·lñla.~~~~~.:~'.:ias,c.ll~~~~·b1(1broJFi~.u:r~'.'3> .· ··· .. : .:, · · · 

°':>f, . ,-: .. ·,~~~i':.."· . ' ... </:' '' . 
·-.'¡"•' 

. .. Las'alC)nocapás ,se 1.no'ublron, sé f1Ja~n y se ttftie~on·bajo las cond1· 
ct9nes de'scritas e,i el m1SlllO protocolo mencionado y las placa• vira•. 

· J~s #~ten14as se ctintaron a'un aUlf!en~ de 15 d1~etros. 
~~-' 

.. · •. ;:,Ji<t{tliio.~e,ant1.cue~pó'a1 ·neutral1~,ntls:.se r~~J,'or~,.c~o· 1a·reetP.l'f>c~· 
· .. J de·1a:··a111.1é:16n delp1a8querédu~.e1- nameió-~de placas en Ul)·,SO%. · 
' .· ...... _t.i,',<·:.>-::_;~.<' . ·. ·, __ .";"" ··'."• .. : ,.-. ·.-..,;/_-,>"--:··:- ', : . . -.·~· ; · .. ·.·. ·: .. · .. '.·.· .~1''.:.:·::·:, . 

• •• "> • • • ~I • • I '-,Ge < 

:~.-:· =-... .-'"':,'<···._/'V: ... :">· : .. ; .. :: ._:,_ ... ... :·, .. ··. :·: ... =" :=-.:- :: . . . ,ri_' . - . -.:, .. -.-~:.::: ···.: - . , -< "->.:;)·.: .. . ·.·. ,_,. . . ,_: .'., \ ...... · 
· · ··:.EJ;pprc:entaJe;íde r~u~_c16!\._ (Pll)se c:~lcu16 ·~e 1a;s19ii1,11te•nérá: .· 

.. · ··'·'.'.' .. · :PR~100~·.l·Nófd~
1

PVen,~~dil'd~lP~a~.Ml(1o0T' 
( No. de PV en .e1 c. V1a"Al. . ) 

. . 

P~~-10,generaf n11tguna de las diluciones redúce uactU1ente en un 501 
. · cli~~'ndmerói porJo cu'1 eldlculo de ese ~llor se:,hace.por et!Di-
·'"'' todO efe )rw11t .Y Cheoseli~~(i4)~. can 1a·s1guterite f6háula: . · · - .{/_ . 

. 109~~ . • logzn i (fil &Ol· so..........,_,_ 
(PR GO) 

Donde x es la d11uc16n que reduce en un 50~ el •~ de placa• vira 
les, n es la 1114.Yor d1i~ó16n que redujo en 111 pr111$ba ids de un 15Ó% de. 

' . 

:, '' 
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. • . i• ""' •• ' 

. -' .... i:: ~: •. . . 
·'. ·.' ,,,_- ., '::,' 

·'· :.,,· · "." ·Una vez ~b~tdO eJ 1~~ St·cal~~ll'·X·cft1. •tíuilftte~.::<, ,· 
··.·.· · · StlCJS2~"1o '#rtsent•• ~·.v:entonces: #; ~. x"Pé>r lo ~~to ....•. · 

.. :Y~~10z ~ 1os10x ·~ton~s X~Afltilou10 .<Y 1~1~h para ~btener final.- · 
, ;./::)~~~ ~ue: · X\ Ant1,1~g.¡p:0.30J.Y. . · ·''. .··.· . .. · ... · .. ; . · 

. · ·.:..s.. · .. ·. · •&. ·. · ... ~s . · ·. -6 . , , ....... e .· · •-a,· • · .. · . :CD'··.·.·.\.,®:·· · .. ··········<•®·. ·· ... ··.·.····· ··eJ···.\ :<.:···ID'.'·.:·; .·· ... C:D'"~) . .\ ·•··· . 
.. ···•··· •·. ···•.···. ··• ....•..•. ··· ... ·. . . •· ···. .... < · ..... ·· < < •. ; ••. ·.• . . C{; > •· ..... 

. · .. CB®.G ·ce- G •." ' ' ' . .· . , . \ .·.·eJ····· .,·.· .. • ·.· ....... ) •7. ! -') 

'r®2:_;•··•••··.·.··.····•······.··•·~·.~•·•s······••··. <' .• •1$ .. •~·t·•··· .·· ·:\~2J. ·v< ·- ···.•··.·v v·. · 
.. o,~Q000 
.·.\UVV-'JV\~ ... /1 

if'igur,a'3.-D1spos1citSn de les diluciones de dós pla111as hullll\~Os en c.a
da úna ·de las 3 caj•s Linbro usadas pira la prüeba d: neu·tro11zac1~n . ·. 

' . '\.: 

.-.,, 



~ ,, - . ! .. . . . ' . -- ·.- . . . "' :_ . . . . - . .. . ·- ' 

., .. ''. La·pruebi·de neutral1zat16n sit realizo s1gutendoel lllltodo de Ratner.:t 
'¡;/'t1~;::;: .. :··· /.h,. ·~ti~(3~) ¡n0~11t~ado. · · · · ·· · · · · · .· ... ·.· ··· · · · • >. 

/i!~T:]i~~u:·\";;:::?:t·:.:··f;~\·"<:'. : 21:·: .... · . . . . . . :· .. : : ... ···· ·.· ...... · ... :>: · .· .. 
'J'~ .. <v.·''F'.."!·::: ····ElplaSilia h•no'Obt•idodurarite la separ•t16J1\délás:CH;$'1.>inact1-

;-i;;\:r'J(,}' 'Sii~~~;;c;~~i~r~;;,11i~~l~a~rrJ~·~Jís~!)Utl~ ~* ~ .... 
;:f"' X:·'.'.;;,: '··•.•· .. ···: .·.~~··c¡¿;un·a·•delis dttu~1o~es· seitOrllauna •11~~:i·~de:Q•51ii1 y se~l·e··.: 

·~fti~ 0~6·m1. del.HSV~MP. quinto pase en Vero, c:o·n 60 ufp diluidas en· 
e.1 ;.mismo 111ed1o q¡¡e e.1.plasma~ Se prepar~ un control para .el virus - . 

. . ·-.zcl~l).do 0~5 ml de medio con 0;5 •m1 del virtls y un coritrol para. las 
'i.'.~; .. ·~11ula•' usando 1 lill de medio solo. .. . . . · · "; ..,~- ::·' : .. ,_.,:; . -: _. .·· - . '' - ' . - ' ' .. 

!·:·: .<:._.· .... < :< .· _:· _ _,,. .. -: ·.;i.\,. : '. ·, ·. . ' ·. , : . ·"' .. ·'.-;-, .. '·-' 
• Sé;.f ric~ban 1n6cú10s .v c:ontr01es dto·ante: 30 m1n 'ª'25ºC. • · 

·.Se r1atira ;ef me4fo ·a ·~na c:~a .. lh1bro de 24 pozos con monor;apas cori•< . 
:fluentes de cllulas Vsro y .se lav~ cada pozo e~n.t ml de •asF retiran~ 
,,, . . . : . . .. - .·_. ·.. - . ' ': 

dOeste. 

se:t1tu1an por tr1pl1c•do 11Qs controles y las ~·estras virales trata
. d·s· con. las diluc1~nes del '•plaslna. Pal"á esto. s.e sigue. el· pro~ócolo 
·· da titulac16n v1ra1 c~n la susÚtucidn de las dÚucibnes v1ril~s deJ 

vjnis a .t1tÚlar°por los 1n6culos preparados en ésta pruebi·. · 
,.. . ' . ' . ' 

El ~ftulo se calcula y· se reporta de la misma manera que en la prue
ba ~e neutral1zac16n ton complemento •. 

Obtenci6n de ,Cflulas Mononucleares humanas (CM).- La separacHSn de 
las CM se Mzo. de acuerdo al mAtodo descrito én el Sigma TechMcal 

' . . 

, .. 
- ". 



'. _.;:· 

· Se:adfcto"-n 1L~boll1Jl éfe 'S~'y. le:.U~)art'fep·~·e: ., .. ·. · 

,: k~¡''·,~;i1!.~Á,(0, f~~~!.t! :~~1-·¡:~~t~· ~~ ~.~ t•~ •• ~'~j~~~;,;~;tt::· 
!, , .:,· i.!it;s:;~.f*~~·=~,#~' · d! i•.~w "'""~''~;!l>b"-1~~ ~" < • ·· 
.'}' ::?• )' ',, . . 

·, se centrffu91n los tubos 30 11fn A 400 9 .Y 25°C. $tt obtienen .3 f&SIJ: 
. ; JJ superfor de color'~•u•1.,te •rr11a;que' es etpla.-"de la ~14;.· 

/ .... , .. ·: •.•..• ·\r,~ •. 111i•,f•s• d•r•·e· 1~col~riq~e.'.cqrres~ndeat~1s~~q~e:c1m •l~· 
:·e,'.,, .. : :" g~nos• contaJÍihantes· y lfl·:1~·p0rciGn :tnflrtor. del 'tubo\ .. una 'fas.: de co·· 
< ··" \:.·':tcÍr roJb q~· cor.~P.onde •lo~ ~~Hroci~~.·- 'Entn'1~ ••'prf;~ls r:·· 

-. :·:·::_:fases.se.presenta 11na lf.nterf111 : optca.que est4·f,~l por las CM. 
' . .. :: ._ .. . . . ' .1. - • . . ' - - . ·- • .~, . . . 1 ' ' .• 

. ,!_·-::if~.}~.:_·;, ·. 

.. '.51 espir• con •ucticl cutdldo Ja fase supl~tor y se con•e!na a -10°é 
<. para la prUtba ·de t1tü1aé1~n~ de antfcuerp0s; .. 

Se aspfrl con precaucUn. l' interfase de.cada tubo y se colectan por 
SIPlrádO· en .3 tu~s'.t.~ de 60 111, Se. le Jdfc1ona ·a· cada tubo 10 •1 • . 

··. :·d1·é1oruro dt:ltllé>nfo.a1 0.83J y se· deja reposar.6 •tn a 2s•c. ..:· ··· 
se ciAt~ifugan las CM ctur1nte 10· nin. a 250 9 .Y 2s•c. 

' . ··. . . ', ... 

· Sé d~sa~ha 11 sobrenldlnt~, se resusperide el bot6~ en 5 •l dt MCl .Y · 
< se cehtr1fuga 10 m1n. a 250 g y 25°t. · . 

Se.descarta el sobrenadante ,y, se resuspinde el .bot6n en 15 •l de MCI. 
Se reunen las ~ fr~cctones en una sÓla y se centrf fuga de nuevo en 

, .... 
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. ·,.! 

·=r. ,,;-.,,·.<·.'' 

::.;'. :, ~·>; ·::t_i,. .. :. / :';-: 

- . -,- ',.·;¡ 

i Se iplf~ un• •estra. de e.s~a .suspensjGn sobre un· 'porta9b3etcui, de 
; 1W18ra·'quJ, no.qu~en c11u)a,s sobrep1Aestas, se d~a::s~~sii~•ftra~• ·. · .·· 

·> /. ·~~~~'l.~.r~~·~t~1~!~~t~1~~¡~~,.~;~,ª4Q .. ····. · 
',,>,',: 

·, 

·.:~,:::.··,.;·,,, .:.· .... :/: ... ~: .. · .. ·. ·~~· .·.··~·:;(~?~.~~~<,. ! •• ~ .. :<;/.·~·.·.::,:, ....... :~'.?. :·.·.· .. · ··:· .. "·':;::··.'-°.</"'.:' ;' ... ~; .. ~ .. ·~.·:.\,;:;.<.:>;->·~ .. ..:--.·::"<' 
: ··$ej:uenía1r1~s ~•1u1as·.vtables•· ·se. ealc"1ª•Y••Jú.st1: la c~IÍ~ntrac.t~n 
··1•ti 11 s11•"~11&t· ~: 1 x 106;qÍ/an:seiu11 .toi ¡,.~~-••to ~1fzs ·éle· sH· • · 

... int1~mY-Í·y ~¡ el!lplea la su~p,nsiari en 1~ pru~b• c~rr~pondi~te de· 
;,i~bto. · 

ifecto da J!s CM. en la ~1t1plf eeci~n del HSV•MP en c~lu1u Verci ;y 
~,~. · .. ·'. ' 

,, .. •' '. ·: ,.·. 

· ···i.~a ··c1.11l,~b~ .. ·.de .24 •or1ttc1~s'.~on capas,;confJue~~s·::~j:~i~las .. (»IK 
::o· Vero ~e.le~: fíeti·~a el ltd~~':,Y e.da• o~~t1c1cí )e . l'~ya'>~oit\.~Jf· ~~ ,Bsf , 
· ,·Nt1rtíietóli.· . 1 

- . . , · · •. : 

$8.ffié:ubln 3':serf~s de 6 ~zos cadá uno con 0.2 ml de>l'aí··$f9'u11!ntes ··•··.· 
•dnucfónes vh·Ílei: 10·1• 10~2 ,y·l~~~ r·can'0·.2 de Mdio.1ttt·virus en.· 
controles (F1gura ·4). El.diluyente ful MCl .v se usa f!l v1ru'c tf.SV-MP 
crecfcto en Of4K.. para 1nfecta,r estas 1111smas o Crf!CfdO en.;Vero.pa~a in• . 
'fécttr- :Cf1u1Ís Vero segcin er c~so. · · · ·· ·· · · · .. ~ 

. . ' . " ' . 

•. se: incuba la caJa 60 ni1n a 37" c. 
,,:·. ¡ . ·• .· '_., .. " ' , e 

~<retira el medio de cada poio :¡ se lavan con 1 l'ill de BSF descar~f.!l 
dolo. 

Se agregan a varios pozos, de cada d11uci~n viral. 1 ml·de MCI con 2% 



' ' ~ 



.;:::Fig 4 ... Dbpo11c1Gn en lar CH ,y.de las'dniJ~iones del HSV-MP en una 
caJa 111lttple.Linbr0'pari Ob!&ervar'. 11 efecto de lls cM en la 
Infe.cc1~n vfr.11. -1; .. 2 y ·~¡. · 1og10 de las diluciones· v1ra-
1f!s. CC; controlei; celulares. 







··:,' . 

':·· . ~:· . 
. - < . ~· ~- . \ ; : .. - : 

: \.:.f:::':··:: l ',!· " - j ~'.; , " :' .; • 

.. : :::.~- .. ~-._,.)~~::--

-.. ~~J.-·:~ .. ~ i'' . . :._·,: ·.''!;.~;_:-;,;, 

, • -- • . · <· •. ;ásf comt? el rl16todo para Qbt~fier'Tas s·uspefisióries virales ¿ó·n l,os tf-,,: ·. -
>~-":~,:t··. . ..- ·-tul os tequer1dos -·•para_ eJ expetimento; Igualmente fuA n8'ce~arió detef,. 

--- , : ' ~ ·-'--. •, ·· .. -• .... minar laestabHi~ad de la.1rifettiv1dad dél. v1Í'\As durante-.-el. almace.. ., .. · 

~?%''.. 
·/· · ... ·" -~'. , .. :¡-, ·-'~'""· -"¡~ .. /'.'· ,, :.;·· 

.,... ~'.-~"-; ·; "','',:_ ··- '\. '':·~·· . :.·~-" ·_~;·'.··: 
·~;.>/ . ''!'¡ '~ 
:.'!'"· 

-·~~ 

~·.; ;. :,, ;. , ., con ·una 'sup~rffcfe .ele cr~~imfento .de 2$¡:cin?'i en cajas. mÓltiples dé . . -.- ... ~ 
.- .. -- . 24 pozos con una superfide de' crecim1énto de,3 cm2 potenda c)r1Údo; 

__ , ·.•:-\:,:· <. Pa~a es~o se resembr{lron en-l~s.botellas y en los orificios de)as ca~ 
.,:;·t"</> ____ . _ -. ·_.')1 -A•.s-t11re:r.e~~s cori¿entra~1ori'ef <te.·cuulas'.ien ·un .v~1umen--~onstante de .. 

i:.t':~:;~/-·,.··- .<:~\:·:{'(\.é'~~C··'.:ra.t.es?~a1u~r'e.s• .. fu~.~n .. ~el'Y, .. 5.(TI1. r~7i>e~tivame".te.~·······--··-.. -.· ·---- -. 

;i',7ttt¡. H'i%i.~ .~;::~:1~¡:~:~~~·~¡:l:~r:1 .. 1('·•.1is·.2~: ~~ ~2 r.~6h.·.···· 
.v\ .. >-.>I ,.~ ..... ,, -- , . -·. :·; ', ·-
<}' _,..Jr·~: .",. 
l ~ .. ; •; • i!Ja:ra ·la boteúa "iiux{t~lliá·'i. Fig, Sh Se encontr6 tin tfemP<> de 

·(:oriflu~nciil de ·24 h;tuando se utiliz6 tina d'ensidail celúlar de.6.0 a 
·~.O X 105 c6lulas :PC>~ mf es ·d~c1r ·de 30 ·~ ~(X 105 c6llJ1as e~ total • 
. c9ando la densidád.celular ful de 3 xrn5· éniJ1as encada. ml• .15•x 105 

-- c:61u1~$. én, fml pa~a ·resemb~llf la ~teliá -el· t1Elinpo deic~~flúencla . --
-'tu'·de•4e.·h.cuandp la.~ens1d,a'ddlular fu~cie 1.5· x105 cflula1; en. 

· .. ··• .~1:·716>< to51c61~iasen•s_nii,-la ci>nfiuenc1a1e. obtuvo a las n h · 
.rcbti'uM.;dens'1t;1ad-:-de·.ó.rs':x;·;105.· ce1 /~1\:~. o. 37s ;·c61t.1as en···_5 m1- e1_· 

_ 'tiempo de ·confl~enci~·>fae <t&:96 h. · ' ·' · 
',· ' .. " . . : ·. ,' 



o. j, 

?~. , , .. ,•-'' 

;'-: /¡; ' ' 
.:~J'J;X:~,.:-,;r_·, ,;·, ... ,. · ·4.s . {).6s " ·-· · 
··:::/;''.'·, ...... ,·;·> 3.Q .6«6.7: . .' .... . 

;:::::J,.h1~¡t{":::r:._':;>;:;> 1;5: 6.11·. ,:· 48• .··.· 
. :·}i~~h1;~\:y-;·,,·'·:· .... :., ,,· ,'~~.~: 7· 1 , 0·75' ·,,·~ 5 87 ·,. ·72.'·~· ·_. 

~·:r:.:v.;iJ::.i'',:~\•'; .L ?/.·· . o:l1s . ·~·: .. s:s1 ... · '·· > ... • .:;i,'.·:i96':.~:·. 
i J ~ ·y;>~::i; •:' .. * ~' ~t.rabajo 1 CÓ~ 6()telH s lux 

1

"0 .• )e cat .gog~ ' ,· .. ' . 

.. .. · .ftempo de • .· .· 
.. :·eqri111le~ci~.-.. 

. . (h)' ' ' 

·F1g• 6 éond1c1bne.s requeridas por las Hneas celulares OMK Y vero para 
' . . . ' . 2 

confluir en una superficie de 2.5 cm • 
·!'. 



' 1 ' .. ': , . - ' - : 1 " "··- . . . . '.1. . ~~:. ' . .' .. ;· .. 

.. , .. ¡ ::· . t • ''.:; , ·.: .' i .. ::~e~:.;·· . :';..:: .. ,,_. ·":· '., ·' . 

. , .. -.:</·:,~-:·: .. ; ) .'/ .. --_ ... :·: ···:.\. ·;· ·, . ..,. -~-·:.;:.··;>:·.···.: ......... J.~"-~>- --~ ~-.. -:·,:· t;: :-·_j>>-... >.~ .. ·¡ .... · .... :.: .. ·.·.;.~_>, •• :<J .. ~·.: ... L~:/.::.f:?'-?.·~~;' · · · ·, .. ·. 
, .,· ;.J.é·;'.:;·;".: ~--· .·'-¡·- , ~'.·_1·1. _,_ .. /..,_-;·· .. ,. ·- •• ,,,., ,- :~ -.::,:.:: .. __ ,¡, .. :_,·:·-····· .;._. ~ ·: .... ;·.-·;_,. ·., . - ,;~·'.:·~:. .. ::·is:':,· .. ;.,-.:_ 
, : .. ". -.;:.:--·~_-,: __ :.;,-,,~ .. ,~,-:-,/.:·:·_.'.«:, ·,·,~-----· .... ~-- 1 ;>_ .. ,. .. · ··"···~'.:.:·: . .... _,; ···:··,·,,~ :-:·:':-:·,;-.;.1;:-:·;;.~.: .. : -:--~;o.>r/· :.~:.,·«·:·-· 

fJt~~~~i~1~it¡:r(1¡í:1~fii~~~¡0~i~~1~~f1t~t~~~!i~i~~~~~~t~t"t~~lli¡!i~~J~~~ 
Í':;"•x"'·':'.:·;.,:; .... :' .... ·. ;c!lutas··eFtiempo de.·eoirfluénc1a fuf,de 24.··h~· altrabaJar:con·u~IFder'i:!:·< 

, sid¡~'ciU~lar·de 1.0 x io5 est~lienlpo ful. de 4S b·~; r~·duci~ 1~ ~º~~<·: 
ceot~ci ón •'1 u lar • 5 ~ 1o4 se requl rl é ... 72 h pa~ oblenoi co~fl••P· . 

cfa.1 fina~merite·con. una ~Qncentraci~n.de·~o.2~:·~ •. ·1Ó~.;:~fl~Vla.cp.n~l··~·\., 
.. -, ··>'(.(,:'.\,'t¿_ . - .-, :1 .:ht~-,\\.:_~-~.· 

" .... .,--" 
-_::.,;'.·'¡''e, . .•. '.-.',.) 

... -:. :.: .. ,. --.. :;.;.:·--_-_·--___ ~, ... s_·-~ ~t;·x .:r, 
. ::·:=\·,~, -.... · .. · .. : .... ;,~_:-Y·:·:· .. :'.'.-t) ·_·-t· 

. )espferid1m1ento c61ulart"- .. , ·.se . prob~ron cuatro.~,ff';~~tlJ~,,·'pro#e4f~i~h, .. ,:i, ··., 
'·~·¡·.para.d~~pf~rider·.1as · ~n«íc~llas celu1á~~~ ·de ·1~s ¿~r>l~ic1~s:/i/·;.;ff :)L>' ... ·; 
drio o · p14st1co; · 

a) Se 1av6 la capa celular con BSF-LCM'Y, se agreg6 'l;rff)-

:.s1na:411uida:en ll!misma so1~c16n~ 

:\ ... b) Se·lavó laj:apaceluJar conB~t~LCM .v?~e agr~~ó 
•. s1na dUuida en EOTA. 

·.e) El lavado seJlev6 a' cabo ibn EDTA ·y. la,tHpstna'.se 
¡ ' ·,· • - ' ·•• • '. : .•· ••• ''• '· 

. ·diluyo en esF .. LCM. 

d) Se lav6 la monocapa con la solución de EDTA y se des"'. 

. ' .. ' prendió con tr1ps1na diluida en Ja miSma. so1uc16n.· 

s~ ~bservaron los tiempos requer~dós para el. desprelldimtento' · 

; : de las ,mon~~capas y .. el grado de séparadiónentre las· d!lul~s (f~bla.4) 
En el primer caso cua.ndo .la monocapa célular se lav.6 con el 

.· ··• . BSF·LCM y la tr1psina fué d~luida en la misma solución se encontró · . 

un tiempo de desprendimiento de .25 min y en la mayorfa de 
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Ffg; 6- Coridfoiones requeridas por las lfneas ceiulares OMK y Vero 
. ' 

para confluf r en una superficie de 3 cm2• 



·:,·; 

BSF-LCM' 

EÓTA 

EDTA 

BSF'."LCM .. 

25 

10 

tncom~1eta .. ._ . 

Completa 

' ., . 
. :· 



,,., 

.. ··,.,>·. . .'.1o¿ca~os.la~ c~l!11a.s,qíiedar6n'~d~~r.1~H·entr~:st t~""1~ndora~iiiios~· •·· . 

·.· .. · ~, ':·:;:··:'·.~·':·:' :/.· con.~~c11~· m6ca~~b~\~~··o~f{~~,6~ ei6~s·1~~;ó.~l~ieºéi·1siJri>sb:d~ ·,ª. ··-.···.····.· ::. 

(~~.····!.·.•• .. t •. ;;.·:·.··;.·:.•.; .. ::~t:·:·'.:• __ .•..••..• _,: •.. ~.;., •. •.•~ ... •·¡········_,_ •.• _·~ ..•. :;;;..:';fri:.i~~:fü:~~i·~~\~~~Í¡{r~~~Wt~1~~~~~i~~~!~j6J¡tiJ~·~?~ 
,: . . . ·.. <. · ·; 9aktHiis1na diS'üen:a ;n ·EnfAt1fmofüJcilpa c41üf11~.$~ despférilii'6 eri 
\< ., aproximadamente 10 ~in~ se le adic1on6 MC.C y Jes~!IAs de g~lpea.r ~uavé~ 

' ~ . ' . . . . . ' 

mente la botella ·~on la· palma de la mano las' célul~s se separaran ~'&:. 
·. · t1sfa~~ri~nte~ . . . . . >.' ·;:: .... , · .... · · ... 

·>•'•;._·.··En··~i·'tercerc'as~ a1···1.avar ... 1as.·céluJ~.s·. cQn:EorA'y.~esprendenlas: 

.· ;~;~t:::t,:r~r~tJttJ~jf ~~l~::~:i~~~~~~\t" · 
células individuales • 

. Finalmente mediante el éuarto sfsteiná'Javado las· c61ulas en la 

.·.~.~ella con la soluci~r:de EDT~ y_agre~~lldo;tr1p~i!!~:·df1utda en• tª,,/ .·. 
'<m1~···· soluci6n se.· obtuvo 'ún resultado. semejant~::·ar segundo caso• lai" 

.·. células se déspr~ndi~~~n en 10.min y que.dar:on< bi~it s~~~~ádá's. . , . 
- ·.· •. :· .·..• .. ' •• ··- .. ·. ··•· ': •. 'e. ':.,· •... - ·;.¡:·• , .... ;..,·. 

De acuerdo a 1cis .resultados ·ante~iores se 'dicldió·u~ar. en lo 

'• . ; ,su<:esivo eltercer si~t~ .. 
Conteo. cUular: Durante 1 as separaciones anterf ores se. contaron 1 as 

. ' . ' . 

céulas viables de la misma m~nera que en la preparaC:i6n de 1as mono~ 

capas para las. pruebit's _de cinhica célular. ·_Por lo regular la· via

_bilidad celular flJé' superior al 95% • frecuentemente no se observa~ 

ron c~lulas .rnitertas y se usaro~ siempre botellas réc1eri ci:mfluelites.·· 

.··.El na~ero de células.calculadas .para 'las boteflas Lüx con 25 cmi de . 

' sup,erficfe fuli de 3.5 a 4.5 X 206 con células Vero y de' J;Q a _6.0 

x.106 con células OMK. 



. ( . ;· :, : "· :. ; .. : .. ·,·· 

·· ·:';_:' xH_.:,I\:.'¿·;t.r/.,;, ___ ... ·.·.· .... > :/?·.i}j,' ... :,·::•-•·--. >}. ·-·• .• ·r··-~\:·;,;¡C\·· T:'·'.··f/),·'t~·>.-... 2 
.. . ..,;: .· .... ·/} · : · qosééhil\y ·~ftufo deFHsv .. Mp • ..:··"}:_~f'j·~J,<f1~d,.'.i~s~a~!'c.~p¡.•lá~~':é,9"~i,~J9.~!s\-:.::{; 

j¡(,~~,2,,;irj~~iJíl2l~~~!~!~i!~~~~~4t:,!~;;~~!~:1f l~i~t~~;Ct' 
- ·: ~ ·; 

~e infectaron' las bote,llas de acu,érd~·ar proto~o1o lespe,élivo:y·: 
.-.··s~ .. pbs~rvafon a 1os s1g~(~ntestien1~~s:-.24x 48t n•y~Q',h~·:· ·· .. ·••·•··:~::_··· .. :··· 

;•.' .. ,". \': .. .,:. ··:.-:,:·;~.;~{:"[ 
·1 .' ,: • ,.. ' ~ ,, -- ' 

.i.!~~~T~;~ij~~~b~¡ ~:~u:;b;'.f ::i:~~!¡~:1~~1i!it/ ... 0:f '¡ 
l { '. 

"' .. ·'. 
' ~ . 

A)as'"4a;·h:es posible ~b~ervar una_alteraci6n en las ·monoéapas. 
,observan células fusionadas en grupos. s1nc1tiales, a este tiempo·' 

se rét1ró una ali cuota de cada 'botella y se. titu16 • 
"' - · .. · ,.-.' ' 

' ' ' A~ 1&$.96 h .. toda la mimocapa se encontr6 desprendida~ Se colect6 
et medió. sé centrifugo a 600 g' durante· 5 m1n a 4º c.v se deterin1n6 

· . el tftu10 del sobreriactante. . · 
' . . . ' . . 

·_'Los tftulos obtenidos para las muest~as fuer6n·:1os sigU1e~tes: ' 
a Jas"24 h' no se· llevo a ~abo la 'pruebá; alas 48 h el tftulo fue del 

... or<len .ti~ 4 .109. i3;s f1.~o xtó4 .enJa(boteHas de Of4K y ve.-o-. respec_t1 
vámente, alas-J2,h fu6 ·c.1e·1 .• 5 x io6 en e6tulas OMK y 3.5·x io7 e~ cé- ·· 

.·'.lulas V~l"o f1nalllleri~e a las 96 h fuéde 3,f:x ta4 en c61ulas Vero y en .. 
~élul~s· oMK ful! de 1.5 x io4 (tab1a-5 y fig 1) 
Co1l°base en lÓs resultados anteriores se decidio en los suces1Vo ca· 
sechar el v1rusa las 72 h. 

. ~ ( 



.,, -:-i, 
'-:,: ,'.'-'.' .. ' 

•; .. , 

- Tiempo de ,fncubaeidn: _ 
, (h) ' ¡ 

:,,,· :~1~F~g}-f-~todU~éf~n- \lh~~-1~.ni una mo~~ca:pa: ~AJ'.Ülar ~pn 3:,f X ~06' ce1- -
, : -- .. in'f~ritada a una .MOX:de.6;0ie .incubada ~ 31~C.S(mbólos ; . o'> 

,· .: • ._,·,' ' ' 1 • '. • • ' • • 

en cel· OMK. x • en - Vero; 
:¡: '' ' • -

'.• ,;. -
•.1,, 



·, '.!· 

~-;L.. . .····;;;·sstahh1clád'·.del•·.HSV~~P ccí"s~rilado-.·•en:Nn~s;nci;tfgü·1d~~· t~ i>la~eacf6n.,, ... 
~-+.: .. :·:- •<; :· ': ···.·~· . _~ .. •\ ,.·d_:1 .. ~~~:er1.~~~~B.;~~ri~ra1·is~!,ij_1M-~~/<>í1°8,'.;_~,r·~~! .• ~1.··:~9.~~~~-~~."'r~~·.¿~~· :f..·• 
-. • ).:_:,"·• ,,, >· -:.,,,. untd~ctes· fonnadlú'íls .. de·placll·iPOr .or.1ffcto:'de,:1 a: caja 11!111tfpléflt.ic~uar4 · 

!';;,1t~~1~~~~;~~~t~~,:~1~~,t~~1:~:~~r~~~e:~~~~~'1*;~~~~*)'"Y~,~~ 
··.···"t< ··. · · · ···· · · .. ·StLtitulat6n.Per16dfcall)en:te·durante·3:\ó. 4.meses 14ssúspensfones 

':. , .... : ··• ·' - ~· v1ral~s):oriservadas en·un·· tanque' par~·Nit~ge'n.o I1c¡ufoo· de. 1Jn1onc11r-· .· 
· . ·,, ,· , ' ·_. bfde tipo ~R .. 10. ·;Para Ja'titulacUSn<se.retiro una alfc:µot~ 'de. ~ada::;'~· 
;~~·<, /~::~v.·:.:t~·.: .. : \:·./f.· 

~ ~ ;;~ :,;"·;"~:¿;,.~i:;1~:~~:·<'..; 

.-. ·.·•.o;: .·, :;~/ 

'. :i-.· ..... ,· ·: .. · ' 'suttados obtenidos semuestran'eh la tabla 6 a·s1·comq en la f1g a. 
· Co~o se ptrecte apreciar ~n ta tabla·fi el Útulo vfrafdescendi6 

, paúlat1namente. En el. caso del virus co$echado en células Vero durante 
· )Q:s pr}'"'ros 39 dias .el·títUlo bajo_ unfl9t() ~as, dEt un logaritmo • pa~a .·.·. 

:·:>Y .. ,,,., ..•. '(; ..• , · '1ós,:sigu1~nte~.•10'<1~as b~Jcfen .. o',qs .de 1o~ári~~/~n,ior~igHiénte's:,4¿· 
;)'.-::. : K :,;:::.-> i: •:, ,\~tas; des.cen~f4 ü.n ~poco J1Í~tlós de' ull. 10!1ar1fil1o; i fi.naJm~!lt{ en: los. lS> .. 
}'~''>e' : ;.:'·· · ·.• ... •·••.' .. '..•;.\. 1,'.'.-.\~.-f'~.~ ..•. P,º5.te. r,.1 .•. 0,re.···.· ..• i.·d;e. · .. ,· ... •~.ª ... 

7
P· .. ·ru ... ' ... :,e~·.ª.-b.ª .... ~.§ en i.25~ d~¡.lqg~~1tm0., il' ~ftu16·· 

?.;;,_;~;;.';:s;-;,.:;· ,>\:, tnfcial fu6 ~e 3 •. s :KJO ., ufp/ml. . , , 
·':•·t¡.· .. ·!·'.'-'···.•,·.~~.~-~~.··.>( :.: ''.· ·' 

-.'·i~.' :.i·-:-··, 
·~.--'..>~:)/ -~·,· •... ··. E11. ~uan~~)'al vt~uS ~re'ctdo en células OM~i~l tftuló se comport6' 

de la, s1gu1ete nía11era: baj6 'durante los prfmeros 31 dias en o.s2 de 
logaritmo. para 1.os siguientes 10. dfas de baja fué de 0.22 de log d.u• 

. rante:los 4? 'dfas sfguiéptes descendf6 en O.G~ de, log. y ell· los al• 
tilllQs -18 dfas bajo' otros 0.48 de logarftriló~ ·:, 
~ ' ' ¡ 1 • • ' • ' ' 
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- -

a ~196_0c .. Símbolos: 

" ; 3er. páse del vi rtis en OMK _ 

x 3er pase del virus en ,Vero. 
d- dias. - -



·. ·>.·. Se encontro' que la 1,~cub.~ci6n del virus a •25° C y 37º C di smill~,V6 ,,:' ·• 
.su:1nfe'~tfVidad.con el' trl!n~cur$~'cle1 •. t1empq.'' A··2s~c el 'tftuto vir.af.',>;>, .. · ... 
ais~inuyo de. 9a: s~.1 x101: ~"· 1as·i>rimeri>s'·a·o·· m~n. y ciesce~a1K tié~iaüi~ ;'.'.e .··· 

.»· -~· fo4 ··d~s~Í!fs de '60 mi'J1~···f{ 37°C el. desc'é~sq en·la itif~etividarJ fufi~.~.:;:: .,, :.':;: 
~'.¡,· .>: yorde 3.ap· x 105 b~j6 a··2•6,5-x ~o4 ·en los ·Pr1~1"()s .40 mfo de1.focu.b~~· . ... . ,· 

'' ' ~ief~y l.J~o'x 101 en··Go.m,trfisd1éi~nales;· ,··La· CrJlllpara~1dri~:~ntte aro:~~~?;,· .. 
de~¿ehso~ ·se ~~stra :en la· tabla 7y fig . 9 ~:fo>.· · · ·· · · · · · ·· ·· · 

.. .. . 

Efecto del complemento· en la neutral1zac16n del Hsv;;MP por anticuerpos 
del 'plasma humano. P,ara las pruebas de neutralizaci6n enJas cuales 'se 

· vafió:iaconcentrac16n del-C:om,ptemento no se detect6d1férenc1asign1-
i ficativa enti-e tos resuhados que a conÚnuaci6n se·:~xponen;.·;· ·· · , .e: . 
"·: .·' ·.·. · . .;, . . . : . ; ' ' . . .·, ,'_. . : ,. 

Parala·~uest:ra·A de,i>1~$ma ~e encontr6'un tftufo'Cle'74en aüsent1a·' 
. '. d~ ~omp1·ri~o~, ,cúandoi ei · n¡edio · tUé · supl e~nt~dó cot(42 uH5Q:. •·c/1111; ~i . 

. ;1;ttulo fu6 de 79 ,Y.con 84 ulf5() C/ml fu~ tamb1~ir'de 79., ,, .. · 

Para ta muestra B en ta nl!utralfzaci6n sin complemento el· t1tulo 
.. ·. fué de n. usando medio con 42 UH50 C/mt el Utul~ .fué de 74 y .usando 
,,· m~d.1? ·con 84 UH50 C/ml ful§ de 66. 

. . . ~ 

· .. Estos:;re'sultados se muestran en la tabla 8; y se pu~den apreciar . 

. '', ~ ' 

;.· ... · .:·: . . . . . '. . .1 ·.. . . . 

cólTl'paratf\lamente en ,la f1g 11. 

Com~ no se observaron dfferenc1as signifi.cativas S(! .decfd';ó .lle~ · 
~ar a cabo el 'resto de las titulaciones s1ri compleiner\to e inactf\land9 
previamente los plasmas. 

:., .... 



,:.::,! ,. 

"~;1'9v9,E(~tto de la'.ternperatura en el HSV .. MP. 
•·.· s1mbo fosr _· x-x,; 111Ue11 tfa 1 ncul>ada> a 2s 11 e. "..;"; 
: lft¡e~tra Jncub.da á 37 ° ~; ' · .. · · · · 
J"~ 

.t.'. 



., . 

Fig. ·10.•Efecto.de la_\télllperat"w-a sobre ef·tftul1> del·'HsV .. MI>.· TttÚro· 
. • - . . -• de una muest~a focubaéfa a· l7°C ·, · co 1 umnlls tl ~ 2. ¡ O tnin, 

3 y 4; 4omfn • .Y 5.y 61 100 mHi. · . · . . . · · 
FilasiA; io"

1
, B; 1or.2, e; 10'"3 y O; controles celularés·. 





··'fff,~;ii·r~~*~t~:líf i:~~~t::~;~f :f~:;~:~~:; ;, .. : · 
. , <:·v1~contr~1es v'iralés~ ~c;<'.'é9otro1t,~;'.~~Jül ~r~s; ·· ·· · . .<,. · ·. ;: 
,A V/~(im~estras. n>.: ••. (.~'.'>,\·:.·.·· 

. , ' •. ;:: ;,f::;'/ ' 1 



,-._,,· 

~· .. 

• 1 ·~ • • • • 

',,;,··, ,,, .,.C ,;.::, ;~.·/· • .. , , ,' • ;J!f ~.1 o ,'·d~·,}lo~···.~.n~f c.'.~1.r~o~'..~e~~-~~i:.f ~~ni~s._,,a,~t1:~•~v~.i,''.fa~1~~-.1p 1 •. ~SUÍ~;, ';,, 
;K.">· ,, , " •>•· ·: umanos:, •. ,,.La 1nfeFéic1fi' fitir; .. ~ - V,j,l'iA~;()rt,gfri~ .1•<sfn:t~~1l 4fl nunieró.. .. ,,,,,' '• , ,, •· 

;:IJf,RJ::;~:1!,·. ::f ~~!;~~i~¡~;1~t,~t1f~f~~~~i~~t~~:1;r•¿~:ttz~i~~.,~:·;:,,~ 
.;;:~:;'. -'-.::·::, «·: '., ... '. 1.i9~~: <1~1 .. ·~v1rµ~,:nflüt~al'fz~n~Q.:su,'Jnfectividal:I 11 in :vit:t-011 

·- >'' : ·:<·;.,.\ , ::t 
-A,'..D,_,'\,~,·.~',,,,:.·.,,~.-,",•,,,··,,,',·'._ ... :.,',·,_·.•:'.,,r,.~ .. :.,, .• ,·,,,'~,'.·,i',,','',·.,-~,·~,·,··.:.-,:.~,.:·,.,:~::,'.' ,., ;· ;;f:::,:.··::::::,· .. .:- .. : . ·'. ~-: , ,•:,,-;': . :; •... :;: > ·'',,''. . '/. ·.~,,. -·"::'. • :::'. :~ .:; , ..... ' ''•'. > '"?";, 
-: __ :'. 2. , ...... ,. .. ",., .... · ........ ,·.: •. :-_. ->.-<-'-~·-,.\'-.. ·:·-·-- .,..:<._.,,._;-·-'·_,_::.:::.'.·r_-.,--.. ,,,_,,.,~<~s·:<-~--_- ... · .. -,-_ ': ·- ·---?:: _,,.:"'-! :'~·-·.-::..,.:·.:.::!~\J-~".:=.' .. _-.. ·"···_,,_ ._--:-- __ .. ~---->-.-·: ·. 
;~;-: . •·:< .,.,,._ , . ·,,,,,,, -, ,, . ;S~. detennioO el .t'{tülo ~ej:estos ·anticuerpos,•en:et-pl ilsina•,de<tos ,:· •' .: 

,,, : > y<:.• 1ridt~ich11>~· a; tos ~~e• se.1es ~·~tudia-.,e1, etectocte·,ta!l a..: Los .resu1,~-.·,, 
~';'. ,,,',, .t~d6s ,óq,tenidos sémue~~tah~ll.1.a\t~~la 9;,e~-1,~pf1~~<c~1,umria:~~c·••:,,,- ', ,' ., 

.... ·: ::··; .. ~.··" ".l!ieril:tol1~'eJ npmero:d'e .1~:~e~tra~,e~~la·s~ún.da s~i.;~"~~entriri 1a:~·a1.~. >;',;.: 
'·. :·;.:.~.:. / "°'--·:.: ' ' . .,·, ' ,_-J~cióne:i: .clél Pltt~l1!4 e~: q~e se"p~s~il~6';cerca 4~· Úlf 'SOl::'~i 'riducciOn ~~: ... ,(;' ;t• 

t'~:~2~~:1:~.';;;.i:.~r~,~it¿~r;i.~~:~~~~~~~1ú~:~m¿i~•~i1*6i~l:!! .. ;, .. {,;~ 
. : '' :· ' . : ·:: , 'e1" titulo obtenido· ~diante el procedirniimto descrito 'en los· ~tódos. '' ' ··~~·¡ 

··.;,,_:,~_::,sr.~~ .. ~,' ... t,::~':!.-~,·,.,--:,-.~,i,,,:,_,,,:·,··;:?,~;_;:,:,.;: · ; ·\L .. ' .•. · ·: ... ~ <t : .,: .... '; ·. k· · \ ~ ._, · :· -· : · "< .. :/~;:~}:;/,· · · : :~ ... · · · > • 

.. ,. . .. .,.'., :T·,,,,,s~.·~ij~ó~t'ró ast µn_··-ftt~f\, d~ 1.:024: pata ia ~~,~~·ffi<léstfa p~ra; 1~'.'' 
._ ·' .·, ~Ome~o:i-un Útulo de63lt pa~a la. 0

ridmero 3 un'o cie 74 ,Y'de72,par~ la 
· cuartalmuestra, en lariOmero', 5 fu~ de 158, en ,.la 6 de 5~4.,',.Se ·C1btuvo ,,;_\; 

·,.,.,:§. ';i •. :·· ~~~f i~~:!~U~f :S:t~~1'i;ir~~f :~~;J~~~f ~~!i~/10l~·; · "!! 
f x~r,; .. ;f il ,( ···1i~i~~;~~~:q~~1 i:.f !{:m~i=~l:~b~!~:~:!;l!,~;~l~~~~~:!~~á ' ' :' 
,, ·, '/;> ... ,,',, · .:,.1('1.~ij2f.:.i;2,048, a ca!fsa de.' qu~-.eri"la primer prueba,;fj·~y~daa ca~o-

,,, ton -1as :ci'ilociones indicadas en el protocolo original todas las dilu
cioheS redujeron en más de 50i el ·~(Ímero de placas virales reÜistradá 
en l¿s control~s. • ,' , ', , · 

.. ••' ,1 ..... 

. '. .coJ1 la muestra io suced16 e' fen6meno. c:0ntrar.1o{en :nfoguna de 
't~s: df 1üciones usadas'·originalhiente se )resent15 mis de, $0% de reduc;, .,, , , 

,'',,_.,', ,,.ción·p~r·.1o .• que- se''.hizotamb,fen ulla·ségunda, pruéba·cori',las s1gú1entés.', 
·~lf1u·<:ioriesi i!s. hl6 '.Y 1_:_32. ·" · · · '._ . ' , ·· '_ 

:' ·>· 

• 1·¡' 



1:256 -- •, --.1:512 30 37 
1:1024 sl 57 

cv 82 85 
' ' <as 1:32, 4, 4 · 1A: 

,, 

H64. 12 12 ; ~ ¡. 52. ' 
1:128 14 21 21 22 

cv 25 23 24 
., 

1:32 o '' o " 

O. " :100 
1:64 6 12 9 87 

" ., 1:128 42 42 '· 39 .42 
cv 71' 69 

'' 
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.El\ los ·ca~osde CM obtenidas de ind1vidUGS con 1nfec~16n activa 
. ,• 

















. El Útulb 'de .anticuerpos neutralizánte~ se rep,ort~d:~mo ta dihlc16h~> 
'del; plasina en la cual. la reduccHSn esde SO%. i > 



"• 
·\' .-·. 

·· E~ él -caso de la próducci6n de Hrifocinas, _estas se dete.:t.iinan :~idie.ndo 
~·su·:c:ll'p~cidii~(~6r•' interferir eon li'repncae.i~~,~~:tral. (3~.'..49) •. ·. Los. · 

. ' . . , ,; . i-·. . ~·. :. '· - , -. ' .... ' .. , . ~ .. -:· ·r: --, -, . , . ·. ·- . .· . ._ . 
resultados deJos ensayos 11 1n v1tro11 tanto de .. citoto>dcid~d. 'Y blástq;. 
gÁn'esiS', como d~ produ~c16n de lirÍfoi:1nas. 'la rnayorfa de las \tecés son 

) •• ' • ' • • • • ' , • - - • • ' • 1 • • • ' •• ; • • ~ • -

contradictorio~. en algunos casosse ha observado una depresi6n,,en la. · 
respuesta durante una recurreneia rnientras que e~ otros' no 1a· hay 

' ' ' 





·. ·· · :'P~easac16n del HSV-MP.- Para pfopagar:e1 v1ros sobre las úneaidlu, .. 
. lií~é$ $e·~ti:Ht6.una mídtiplfci~ad de 1nfecci6nde ()'.01~· eón.esta mu1, .. 

; .. ·.• i"1'i>ü01tiád·s;:·i~gM·~tÓdJcfr·lOO%·deefe~to citópf~ico é~:'ün.~tetJipo : •·· 
.· .. 'r~latil/amente eorto·y, ccm•·cant1dades·kequeflas···d· viru~;·· ;L~s monocap~~ · 
. < •qué ~e J~féctan párá•:cos~char .el, vi rus'. t1ér1en·. al redédpr. cié ió6 c'1ul as· · · ·. 

· y ~e9u1arinente las· suspen~i,ones vital es c~secnadas tuv1 eNI." tt1:1Al o~. ~&> ·.: · 
i )( ío6' ufp/ml' par lo tanto pa~a infectar con1'una multfp1Ícidad;'de l ·' .· •. 

1 

se requer1rfan al1cúotas de ,1 ml o mb,efl cárúbio con una 111Ult1pl1cidad 
de 0~01 sóiame11te se; re~uieren 'ali cuotas .de 10 microlftros •. Además al · 

.··trabajar .. con .alt1wmultipl icidtldes se favorece el enr1quecfm1entó de, 
' ,defectuosas en las.suspensiones vi~ales (4) 



:'Es intere~ante seflal:ar que el tftulo aparente de antH:uerpos puede 





tores: · 



. La det~frmi.~aéftsn de la respú'esta humoral se muestra en la tabla .15 y 
. !~~~º pÚede ohsérvárse el, Utúlo de anticue1rpos neutral izánt~s varió ... · 









·•·· .. •. l;a pre.,.r.c:·1~ ci~ ist~ -.10 se J,1.;v61.~lt>q b•Jo .lasi.tridt:c•c1one~·> 
· ·: ··· · · ·. dl~•s ·p0~c1ilcc.p.n~( ci1st~1butdor•. t~·1íC,ok.r.c1escr1tl~·r~{I'1·. ·é~;iá · .. 

dt!J'oh)lqu,tls p1rl"u~ Htr0. · · · · 

:~:~n:•~,~~~.d~•ttladl •y·.d••1 o~1i1J1 • se'mt·ilt: il.: '90s • de1··~~j'~:· req:u~~~<fo·.· 
. ··~:¡e: Vi.Irte: tn •ll lentlmentt li ca~t4d~~)e ltofil 1zádo'.co!"r~~Porid.1eh 
<te, se a91u'a 'baja veloC:1d~d y t.peráttl~a-biente~ 11\toffli:Íacio~· 
se d1su~lve en unos cuantos 1111nutos.; . ·· 



.. , ' 

- . "; -... 

< · . :.it~t• •. buffer se prep~íi .· .. e~~ .Ja·J~~1 ~·,di! . Dul O.~co. '1 Vogt. (9) ·~ ·::··se•·.· ~ ...... · 
•• · e'' .~1-üelvlln: ei(700 111Ldt agua dit.tÚ•da y.' d,$1on·1~•dll J~s: s1uli1eiJteJt _;-__ ¿: . '. ' -. . ' ' . . .. · .. ·, ·:', .'. . . ..<,-~ · ... , .. ·. ......... . . .. 

. ' ' . 

. cfor~~ ele sodio 
. elGrUrO .d~' Potasio . 

qs,··:;···· 
s:o ';, 
ó.2 '' 



. . 'REACl-IVOS . -. 
· Clortirode sodfo . 

Stcarbónato de se~fo ' "; 

Cloruro .de .Mitgnea;to hexah.idr•to 
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, s*gGR el Pl"OC~111~ento dt kUCÍll~r (19), .iod1fi.cado, se dfsuelven 100. ·. ··· 
.::'11(, de'Sulf•~ de Estript~t.~1n~ y el equ,v•l~te·;· 100',~·.ufde p.~.> 
/.·n1c1H~a &;Sddica en 10·111,·de BSF .y·se:·es~r1~'11ln. pór·f11trtci6n ,>· ;· ,,.·• 
:j~~.1::qui: ia':101ut:1on' cl~"Tr1~$iria.' '$e/c:oru,•rv.~ a ~10.ºt~· ·1·~,,~1 "9o¡ < . ·. ·•to dt JISlfSi se tcUcfona 11111 a:99.·de Má4o.• . ; >: 
. ·. • • ,, - ~ • ' . ¡ .. ' .• 

·•.· L·.:a1uta!tfoa 3J•: Se ·111•uelven '30Q ai9 de L·Glu~tria en 10 1111 ;de BSF .v . 
' •• ester111z~n por filtraciGn 'eta ·lá mt• 111aner1' que ,la Tr.1ps1na •.. Se 
chns~rva y s~ usa en lá mbma proporc1Gn que los antib16t1cos. 

.1. . . . . . . . < • • • ' 

Suero de terriera (ST.) En tres v1aJes diferentes al rastro de la Paz 
en los ·Re.ves; Edo. ~e Mbico~ se colectaron .por. corte deJ •. yugul,at; .. ·· 
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·'.17~ .. Kcih(s •• A.L •. C•tiall, A.L. Waltérs y V.É. ·$laff1feil9~9; · Múrin~ · > · 
\ .. ~' : ' . ' '. . ' . ''. ' . . : ' ; . ~ ' , : ·. . - ' ' ' < · ··· · , ·· · ·Ant1bod.v.~DeP.ef)dent Cellutar Citotol<ié1ey to herpés vi.; 

rusMtnfected targetcells J. I11111uno1~123: 25-30 , , 
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2t .. ,Pátterson•. Jr~ M~K •. 1979 ~asureme~f of 'arCt.íth. árivf~bÚity of .. 
: ' " ' ·, '. _ ·. cl.Ú~ in culture· . ..1!l ~MetlhOds in E~t1m~logy (Colo~' 

~1ck, s.P. Ed.fv~. LvúL 1>-14i~is2. , · · 





· · · .l97•. stt.Ct1on of cill dtf)tndent cit~toxic lnttbod.Y 
· · •. ·~ ji\vtc<ted w1th herpes; s1.Pilx virus,Nat~r• 2sriaSo.. 
. . : '3~2- · .. ·· ' . .. . . . . . . . ' ' . . ... ·,•»' 



' ' ' ···.· .· ',, ' ' " : ' .. '' ' \( ' ' ,' ' . ' ' ' . 

·. '4S,.!-. Steveiis ··ihG•. 1975. · .. Litent .h,rpes. sillf)tex· virus ~nd tJle nervou•· 
. . . . . . ststeai, J.n. •cu~t iopi~ •. fo Mtc~b1o1of1.Y.'and 1-~ 

·· no1ó1Y"' 70: 31.;..so. . · · · · 
' ·~ 

4g ... ~tá11Wiclc, ~.L. 1).E. cllllpbelt .v A~ Nahl1il~. 198(h :Spontaneous. ci-
. . . . tót()X1ctt,y iltedtated by h-n mono~yte-macrophage a-
, gdns human f1broblast fnfected w1th herpes s111plex . 




	Portada
	Contenido
	Abreviaturas
	Resumen
	Introducción
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Apéndice
	Bibliografía



