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RESUMEN

La Inmuncelectrotransferencia (IET), es una metodologia que presenta una
gran especificidad, por lo cual puede ser usada como prueba definitiva para él
diagnéstico del Virus Herpes Simple tipos 1y 2. La importancia de
implementar esta técnica, se debe a la reactividad cruzada que presentan los
antigenos de ambos serotipos, por io cual es muy dificil establecer el tipo de virus
infectante, sin embargo con esta técnica, a través de la glicoproteina G2 (gG-2), se
realiza la identificacion de cada subtipo.

Para poder establecer ¢l serotipo infectante mediante el método de (1ET),
iniciaimente se establecieron cultivos ceiulares para la propagacion del virus, los
cuales se evaluaron mediante la técnica de inmunofluorescencia directa para
confirmar que sl efecte citopatico (ECP), cbservado fuera realmente ocasicnado
por la infeccion con el VHS tipo 1 y 2 respectivamente, ademas se establecid la
cinética de infeccion viral. Una vez obtenido un lote suficiente de virus, se realizd
la purificacion de los antigenos virales mediante ultracentrifugacion en gradiente
de sacarcsa y su posterior separacion por electroforesis en geles de poliacritamida
(SDS-PAGE), para el posterior desamollo de la técnica de
Inmunoelectrotransferencia.

También se analizd si existe reactividad cruzada con antigencs del virus
Epstein Barr y Citomegalovirus en un grupo de sueros de pacientes con la
sintomatologia caracteristica, ya que estos virus pertenecen a la misma familia
Herpesviridae.

Para la interpretacion de los resuliados se tomé en cuenta lo siguiente: la
ausencia de bandas o si estas son muy tenues y no corresponden a las del control
positivo, se consideraron seronegativas al VHS. Los resultados seropositivos al
VHS se determinaron con la presencia de bandas, las cuales concuerden con el
control positivo. En este trabaijo se logré identificar el subtipo det VHS ascciado al
proceso infeccioso, sin embargo la resolucion de la banda de la glicoproteina (32
(gG2), fue muy débil, lo cual dificulié un poca la tipificacion de los sueros

analizados.



ABREVIATURAS.

ADN.- Acido desoxiribonucleico

CMV - Citomegalovirus

HVEM.- Mediador de entrada del virus Herpes.
EB.- Epstein — Barr

ECP.- Efecto citopatico

1ET.- inmunoelectrotransferencia.

I9G.- Inmunoglobulina clase G

IgM.- inmunoglobuiina clase M

Kda.- Kilo Dattons

MHC.- Complejo principal de Histocompatibilidad.
PBS.- Amortiguador salina-fosfatos.

PCR.- Reaccién en cadena de la polimerasa.
PVC.- Penciclovir.

R/N.- Recien nacido

TlIFe.- Factor inductor de la transcripcion de genes tempranos.
VIH.- Virus de la inmunodeficiencia humana
VHS.- Virus Herpes simple



INDICE GENERAL

1 Generalidades de |a familia herpesviridae.....................c.oco e

1.1 Antecedentes......
1.2 Descripcién del vi

rus herpes simple...................

1.3 Propiedades biolgicas de las glicoproteinas del VHS. ...
1.4 Ciclo de replicacion del VHS ...
1.5 La respuesta inmune del VHS...............cccooivnivceccinin

1.6 Caracteristicas clinicas de la infeccion............ccoovcvveeeecei.

1.7 Espectro clinico de lainfeccion.................ocooveeeeeee

1.8 Metodos de diagnostico..................i,

1.9 Tratamiento y prevencion de las infecciones por VHS.........

2 Justificacion del proyecto detesis ...

3 Objetivos...................
4 Material y Métodos....
4.1 Material biologico

A2 REACHVOS. . ... e eeee e e

4.4 Equipo.................
4.5 Metodologia........
Resultadoes................

DHSCUSION. ... ettt e e eee e e

APBNAICES. ...

O 0O ~N O O,
Q
o
=
o
c
@,
o
2
o
o

Bibliografia...............

Pags.



INDICE DE CUADROS Y FIGURAS.

Cuadro 1 Taxonomia de la familia Herpesviridae.............cccccoeevceennnn, 1
Cuadro 2 Terapia con acyclovir en las infecciones por el VHS................. 20
Cuadro 3 Cinética de crecimiento del VHS portF.................ennn 35
Cuadro 4 Relacion det cuadro clinico con el Dx. Por ELISA e IET
conantigeno del VHS-1. .. e, 38
Cuadro 5 Relacién del cuadro ctinico con el Dx. Por ELISA e IET
conantigeno del VHS-1 ... 40
Cuadro 6 Comparacion del PM experimenta obtenido por 1aIET vy el
reportado en la bibliografiaparael VHS ... ... 42
Cuadro 7 Bandas comunes entre EBy CMV conel VHS ..., 46

FIGURAS:

Figura 1. Representacion de la forma geométrica del VHS....ocoovviveen, 3
Figura 2. Tincidn negativa del VHS...............oooiieo e, 3
Figura 3. Representacion estructural del VHS. ..., 4
Figura 4. Esquematizacién de los “picos” que forman las gP en la

ENVOIRUNE VM8l e 8

Figura 5. Envoltura del VHS. ...t 8

Figura 6. Patogeniadel VHS. ... e, 12
Figura 7. Fotografia de una lesidn oro-labial..................ocooiiioicieeee, 14
Figura 8 Electroforesis de los dos purificados antigenicos..................e...... 36
Figura 9 Electroforesis e IET del sobrenadante de células sin infectar...... 37
Figura 10 Curva de calibracion de los marcadores de peso molecular........ 43

Figura 11 IET del VHS-1 revelado con sueros de
pacientes positivos al VHS............... . USSP PSR 44



Figura 12 IET del VHS-1 revelado con sueros positivos

Al VITUS EB e et et
Figura 13. IET del VHS-2revelado con sueros de

pacientes positivos @l VH . ... s
Figura 14. IET del VHS-2revelado con sueros de

pacientes positivos A CMV Y BB



1 GENERALIDADES DE LA FAMILIA HERPESVIRIDAE.

La familia herpesviridae

se encuentra altamente diseminada en la

naturaleza y en las especies animales la cual esta constituida por una variedad de

agentes, de los cuales por lo menos 8 afectan al hombre, los cuales han sido

agrupados dentro de tres subfamilias: alfaviridae, betaviridae y gamaviridae de

acuerdo a sus propiedades bioldgicas tales como; ia arquitectura del virion (centro

el cual contiene la doble cadena de DNA lineal, capside icosaédrica de

aproximadamente 100-300 nm de didmetro esta variabilidad depende del

tegumento de cada especie; el cual es un material amorfo y la envoltura la cual

presenta picos de gficoproteinas virales en la superficie). La clasificacion de los

herpesvirus que afectan al hombre se presenta en el cuadro 1. {8,19)

Cuadro 1. Clasificacién de la familia Herpesviridae.(19)

FAMILIA SUBFAMILIA GENERO ESPECIES
Herpesviridae | Alfa-herpes virus Simplexvirus Virus herpes humano tipo
1y2 (VHS-1y VHS-2)
Virus herpes B ( Virus Herpes simiag)
Varicelovirus Virus Herpes humano 3 (Varicela-
zoster virus)
Betfa-hemes virus | Citomegalovirus | Virus Herpes humano 5
(Citomegalovirus)
Roseolovirus Vius Hempes humano 6 (Virus
humano linfotrépico B)
Virus Herpes humano 7
Gama-herpes virus |Linfocriptovirus | Virus Herpes humano 4 (Epstein
Barm)
Rhadinovirus Virus Herpes humano 8 (Asociado al

Sarcoma de Kaposi)




1.1 ANTECEDENTES.

Las infecciones primarias ocasionadas por el Virus del herpes simple tipo 1
y tipo 2 (VHS-1 y VHS-2), son principalmente oro-labiales y genitales. El Médico
Francés John Astruc describe al herpes genital desde 1736, en el Siglo XIX se
demostrd que los fluidos de lesiones oro-labiales infectaban a otros humanos, En
1923 Goodpasture postuld que el agente causal del herpes oro-labial podia
establecer una infeccion latente; Cushing especula que el VHS se encuentra
latente en las células de ganglios neuronales. A principios de 1960 Schneweis,
Dowdle y Nahmias reportan que el VHS puede ser dividido por pruebas de
neutralizacion en dos tipos, por lo tanto ios subtipos se asocian con el tipo
antigénico y con el sitio de infeccidn viral. {6)

1.2 DESCRIPCION DEL VIRUS DEL HERPES SIMPLE.

La particula viral del VHS mide 180- 200 nm de didmetro, de forma
icosaédrica siendo un virus que presenta envoltura trilaminar la cual es derivada
de la membrana dei nticleo de la célula infectada la cual tiene la funcidon de mediar
la adsorcion y la penetracion del virus a la célula. Su genoma esta formado por
DNA de doble cadena lineal, el cual se encuentra contenido en el centro de una
capside icosaédrica formada por 162 capsomeros. Su DNA tiene un P.M de
96X10 ®KDa. (Figura 1, 2, 3)



Figura 1. Representacién esquematica de la forma geométrica del VHS. (44)

Figura 2. Tincién negativa del VHS. (44)

Cuando la envoltura del virus se rompe v
colapsa deja fuera la capside presenta una
tipica aparencia de “huevo frito”
Micrografia tomada en Microscopio
electronico.




Figura 3. Representacién esquematica de la estructura del VHS. (44)

Herpesvirus Corte Transversal

Envoltura: presenta glicoproteinas asociadas.
Tegumento: es una region llena de proteinas entre
capside y envoltura.

Capside: con forma icosahédrica, de 95 a 105

nm de diametro y 162 capsomeros hexagonales



El genoma del VHS-1 codifica para mas de 70 polipéptidos, el cual puede
tener cuatro isoformas dependiendo de la orientacién de dos componentes
designados L (largo) y S (corto). Cada componente consiste de un brazo con una
secuencia Unica de repeticiones invertidas. EI componente L abarca el 82% del
DNA viral y consiste de una unica secuencia llamada “U", flanqueada por una
region inversa repetitiva denominadas: ab y b'a” cada cual incluye un 6% del DNA
viral. El componente $ abarca el 18% del DNA viral y también tiene una secuencia
llamada “Us®, flanqueada por una regién inversa repetitiva denominadas: a’c’ y
ca incluyendo cada una un 4.3 % del DNA viral. La inversién de las secuencias
relativas de L y S son derivadas de recombinaciones en sitios especificos
mediados por un gen viral; producto directo de la region terminal *a”.

Estudios de hibridacion de DNA de los VHS-1 y 2  muestran un 50% de
homologia en su DNA. Ambos subtipos (VHS tipo 1 y tipo 2), comparten una
proteina de 140-Kda, la cual tiene actividad intrinseca de cinasa. (21, 37, 39)

Dentro de las diferencias biciégicas de los VHS-1 y VHS-2 se encuentra su
capacidad para propagarse, sus caracteristicas citopaticas, su tamafio en la
formacion de placas en ciertos sistemas de cultivos celulares, sin embargo la mas
grande diferencia es que las infecciones oro-faciales predominantemente son
causadas por el VHS-1 y el herpes genital lo ocasiona principalmente el VHS-2,
aunque pueden llegar a causar ambos el otro tipo de infeccion. El VHS-2 es capaz
de establecer una infeccion latente en el ganglio sacro y la reactivacién directa del
virus puede causar un episodio recurrente clinico o subclinico. Se ha observado
en individuos que presentan anticuerpos para el VHS-1 una disminucién en |a
severidad de las manifestaciones clinicas cuando son infectados por el VHS-2 (27,
28, 39).

La identificacién del VHS-1 y 2 se logra a través de su reactividad con anticuerpos
neutralizantes dirigidos contra antigenos determinados que posee el virion en su
envoltura. Estos anticuerpos no se detectan por métodos serologicos clasicos.
Ambos serotipos presentan algunos antigenos homoélogos por lo cual no se

pueden diferenciar entre uno y ofro tipo, debido a su reactividad cruzada.



Particularmente debido a que el 80% de la poblacion adulta en general
presenta anticuerpos contra el VHS-1 (27).

1.3 PROPIEDADES BIOLOGICAS DE LAS GLICOPROTEINAS DEL VHS.

El VHS presenta diez glicoproteinas en su envoltura viral, las cuales se
denominan: gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl, gK, gb, gM, algunos autores mencionan
una décimo primera denominada gJ. A continuacién se describen algunas de sus
propiedades bioldgicas: {8,41)

+ gB. Esta glicoproteina es necesaria para el proceso de fusion del virus con la
membrana celular. A través de un modelo con VHS-1 con una mutacion en e
residuo 633 de cisteina, se encontré que esta glicoproteina esta involucrada en
la transpertacién del virion a la superficie celular, ademas de incorporar la
envoltura a la nucteocapside y al tegumento. En otro estudio se demostrd que
una secuencia fica en lisina en esta gB se une al receptor de sulfato de
heparina, favoreciendo la entrada y diseminacion lateral entre una célula y otra,
sin embargo, no es absolutamente necesaric para la infeccién viral, ya que
existen otros mecanismos de entrada a la célula (15,16).

» gC, gD, gE estaninvolucradas en el proceso de adsorcion.

+ gD; es la glicoproteina mas potente para inducir anticuerpos neutralizantes. En
estudios recientes se ha descrito que la gD es el principal mediador de la unién
con el HVEM (mediador de entrada para los herpes virus in vitro); el cual es un
miembre de la familia de receptores del factor de necrosis tumoral. {25) Aungue
no es la unica glicoproteina que se une al HVEM, ya que las glicoproteinas:
gB, gD.gH, y gL (las cuales son escenciales para la entrada del virus), también
pueden estar involucradas con este receptor para mediar la unién célula — virus
(4, 33, 40).

+ gC se une a la fraccion C3b del complemento, también esta involucrada en la
adsorcion viral a la célula a través del receptor de sulfato de heparina.(10)



« gG es un antigeno especifico de tipo, para el herpes simple, por lo tanto, por
medioc de esta glicoproteina es posible realizar la distincién entre VHS-1 y
VHS-2.(38)

+ gl tiene la misma actividad que la gE. En un estudio reciente se encontrg,
mediante el uso de un modelo con un VHS-1 mutante que no expresaba la gE
y la gl, que estas glicoproteinas funcionan como receptores para la Fc de las
inmunoglobulinas clase G (IgG), se demostrd también, que los mutantes eran
avirulentos, quizas porque estas dos glicoproteinas también estan involucradas
en la diseminacidn célula a célula de la infeccion in vitro. Lo anterior dio como
conclusion, que la funcidn que ejercen la gE y la gl como receptores para la Fc
de las IgG, es evadir el ataque de los anticuerpos contra el virus. Explicando
asi, porque los anticuerpos son relativamente ineficaces en las infecciones por
el VHS. (23).

« La gH y la gL forman un complejo {(gH-gL) que estimula la produccion de
anticuerpos neutralizantes, por lo cual son buenos inmunégenos; en diversos
estudios se ha encontrado que este complejo es esencial para la fusién y
penetracidn del virus a la célula (26).

+ La gK esta involucrada en la liberacion del virus, pero no se requiere para su
entrada a la célula, teniendo asi una funcién muy importante en el ciclo de
replicacion (14).



Figura 4. Representacién esquematica de las “proyecciones” que forman las

glicoproteinas en la envoltura viral. {44)

Glicoproteinas

Figura 5. Micrografia de la envoltura del VHS. {43)

La envoltura que rodea la nucleccapside es
derivada de la membrana nuclear de la célula
infectada del hospedero y las glicoproteinas
codificadas por el virus son incorporadas dentro
de la envoltura viral y se observan como

‘proyecciones” que se proyectan de la

supnerficie

“proyecciones”



1.4 CICLO DE REPLICACION DEL VIRUS HERPES SIMPLE.

El primer paso en el ciclo de replicacion es la adhesion del virién a la
superficie de la céluta mediante su envoltura intacta. Seguido por la fusion de la
envoltura viral y la membrana plasmatica de la célula, la cépside posteriormente
se dirige al nicleo, en donde se da la liberacién del DNA, en donde este se replica
y aproximadamente 50 polipéptidos son producidos en la célula infectada. Varios
polipéptidos no estructurales que regulan funciones en el virus son producidos en
el ciclo temprano de infeccion (34 hrs.) Las proteinas estructurales se producen
aproximadamente entre las 3-4 hrs postinfeccion. La nucleocépside es
ensamblada en el nicleo, después de la adicién de residuos de carbohidratos que
son incorporados dentro de ta membrana nuclear de la célula hospedera ya que
estos polipéptidos constituyen la envoltura viral. La fase de edlipse de infeccion
con VHS es el tiempo de infeccién hasta que la nueva progenie aparece siendo de
6-8 hrs y la produccion de virus continua hasta la muerte de la célula hospedera
{31, 39).

1.5 LA RESPUESTA INMUNE PARA EL VHS.

En el desarrollo temprano de lesiones recurrentes causadas por el VHS, las
células predominantes en el infiltrado celular que se forma alrededor de las células
infectadas, son los macréfagos y los finfocitos CD4 y CD8. Un estudio reciente,
comprobd que los mejores marcadores antigénicos para los linfocitos T CD4 y
CD8, son las glicoproteinas: gB, gC, gD y gH. Utilizando un modelo de
queratinocitos pretratados con IFNy los cuales fueron infectados con la vacuna de
vaccinia que expresaba glicoproteinas recombinantes del virus herpes simple
(VvgB, VvgC, VvgD o VvgH), se encontré que las glicoproteinas del VHS fueron
expresadas en los antigenos HLA-DR ({inducidas por el IFNy) en los queratinocitos
{20).



Como ya se menciond anteriormente, las glicoproteinas gE y gl del VHS
tienen la capacidad de funcionar como receptores de la Fc de las IgG. Pero
también se ha encontrado que los herpes virus tienen la capacidad de interferir
con los componentes de complemento, a través de la gC mediante la
incorporacion de proteinas reguladoras de este sistema dentro de la envoltura del
virus 0 membrana cefular, o bien por la expresién de moléculas que mimetizan las
funciones de estas proteinas reguladoras, ademas se une al componente C3
inhibiendo la lisis de células infectadas mediada por la cascada del complemento
in vitro. {(17,18). En diversos estudios se ha comprobado que el VHS-1 tiene la
capacidad de bloquear ia sefial de apSptosis mediante el bloqueo de ios genes «-4
y US-3 los cuales codifican para las principales proteinas reguladoras de la muerte
programada en las células infectadas inducida por los linfocitos T citotdxicos;
mediante el uso de modelos con cultives celulares infectados con VHS-1, en los
cuales al adicionar agentes inductores de apéptosis tales como: el TNFae,
anticuerpos dirigides hacia el receptor Fas, C2-ceramida, asi como el desafid de
las células a chogues osméticos (sorbitol) y térmicos, se inhiben las
manifestaciones nucleares de lg apdptosis. Se puede sefiglar que los virus de
CMV y EB los cuales son miembros de la familia Herpesviridade inhiben ia
expresion de las moléculas del MHC scbre las membranas de células infectadas
por lo que se puede proponer que el VHS también utilice este mecanismo como
una estrategia efectiva de evasion a la repuesta inmune. (9, 12}.

1.6 CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA INFECCION.

Las manifestaciones clinicas y el curso de la infeccién por VHS dependen
del sitio anatdmico de la infeccion, la edad y el estado inmunolégico del hospedero
asi como el tropismo que presente el virus infectante.

Las infecciones por el virus del Herpes son de tipo persistente, ya gue e!
virus escapa de la respuesta inmunoldgica del hospedero porque se introduce en
las terminaciones nerviosas vy de ahi se fransporta hacia el ndcleo de las
neuronas sensoriales en el ganglio trigémino o en el ganglio sacro, estableciendo

asi el estado de latencia.
10



La infecci6n inicial por el VHS-1 ocurre frecuentemente durante la infancia,
manifestandose como una gingivoestomatitis. En un 50% de los individuos
infectados el virus permanece latente, sin expresar sus funciones replicativas de
por vida. En el 40 a 50 % de los individuos infectados restantes la replicacion viral
inicia aproximadamente a los 120 dias post-infeccidn. Las neurcnas actlan como
células semipermisibles, es decir, que solo bajo ciertas circunstancias permite la
replicacion viral. Se han postulado algunos mecanismos que las neuronas
sensoriales efectian para regular la expresion de ios genes virales
inmediatamente después de que el virus entré a la célula, dentro de los cuales se
mencionan que; a) En el hospedero existe el factor Oct1 que esta asociado con el
TIF « (factor inductor de la transcripsion) para la activacién de los genes alfa
{genes asociados en la replicacion viral), y este factor solo se expresa en las
neurcnas, bajo ciertas condiciones. Lo cual conduce a la reactivacién de la
infeccién en el ganglio trigémine para et VHS-1 o en el ganglio sacro para el VHS-
2, causando la liberacion de particutas virales en la parte vecinal al sitio de
entrada, produciendo asi una lesién superficial en piel 0 mucosa donde ocurrié la
lesidn original lo cual se representa en [a figura 1 (29, 30, 37, 39)



Figura 6. Patogenia del virus herpes simple.

a)

Replicacién mucocutinea en el sitio de

Ty Inoculacion,

Transporte retrégrado a través de los
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El periodo de incubacion del VHS es de 1-26 dias (6-8 dias en promedio), el
contacto con la lesidn ulcerada o con excreciones virales en periodos
asintomaticos ocasiona su diseminacidon a otros sitios anatémicos asi como
también {a transmisién a otros individuos.

Ambos subtipos virales, como ya se menciono ocasionan infecciongs oro-
labiales y genitales. Sin embargo ia infeccién por VHS-2 en genitales es de 8-10
veces mas frecuente que la causada por VHS-1 y de manera inversa la infeccidn
por VHS-1 oro-labial es 10 veces mayor que la causada por ef VHS-2 en el mismo
sitio; cabe mencionar que existe una alta prevalencia de infecciones por el VHS-2
en mujeres con carcinoma cervical {37,39),

En un estudio epidemiolégico realizado en los Estados Unidos, en un grupo
de jovenes entre 12 -22 anos de edad, se enconird que la prevalencia de la
infeccion por el VHS-1 es de 62%, mientras que la producida por el VHS-2 es del
12%. En el mismo estudio también se analizo la relacion que existe entre la raza
y la susceptibilidad a la infeccién por el VHS, encontrandose que para las
infecciones por el VHS-1, la raza no es significativa, mientras que para el tipo-2, la
prevalencia fue mayor en los Afro-americanos. Con relacion al sexo de los
individuos se observo mas la infeccion por el VHS-2 en mujeres. (33). Estudios
recientes muestran que la presencia de anticuerpos contra el VHS-1 reduce el
riesgo de adquirir la infeccion con el VHS-2, debido al cruce antigénico entre
ambos tipos (11, 37).

El diagnéstico de la infeccién primaria en un individuo con VHS-1 o VHS-2
puede ser establecida por la demostracion de una seroconversion o de la
elevacién del titulo de anticuerpos entre un suero de fase aguda y convaleciente
(sueros pareados). Sin embargo tinicamente el 5% de los pacientes con
infecciones mucocutdneas recurrentes del VHS tienen una elevacion significativa
de los anticuerpos especificos entre la fase aguda y convaleciente. Debido a lo
anterior es preferible la utilizacién de ensayos de captura para inmunoglobulinas
clase M (igM).  Este tipo de anticuerpos son producidos durante la etapa aguda y
en las reactivaciones del VHS, por lo cual su deteccion es il en todas las etapas
de la infeccion.
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1.7 ESPECTRO CLINICO DE LAS INFECCIONES PRODUCIDAS POR EL
VHS.

Los Virus Herpes Simple pueden producir infeccion en diferentes niveles:

I} Oro-tabiales,
a)Gingivoestomatitis.- Son lesiones extensas vesicoulcerativas de Ia
mucosa oral.
b)Faringitis
c)Herpes labiales (esta lesion es causada por la reactivacion del virus en las

neuronas sensoriales regionales).

Figura 7. Fotografia de una lesién oro-labial causada por el VHS. (43)
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i) Herpes Genital.- Estas infecciones son generalmente adquiridas por contacto
sexual con una persona infectada, la cual puede presentar las caracteristicas
propias de la infeccion, o ser asintomatico.

ajinfeccion en cervix y uretra.

b)Endometritis y salpingitis

c)Prostatitis.

d)Infecciones perianales y rectales.

i) infecciones Oculares
a)Queratitis
b)Conjuntivitis
¢)Querato-conjuntivitis.- Se presentan como ulceras en la comea yfo
vesiculas en los parpados, incluso si no se da un tratamiento adecuado

llega a ocasionar ceguera.

MWInfecciones del sisterna nervioso central
Encefalitis (generalmente producida por la reactivacién de! VHS-1 o por
reinfeccién con el VHS-2)

V)Otras infecciones (generalmente debida a que se presenta una viremia; por lo
cual el virus puede diseminarse a otros drganos) en:

a)Esofago

biIntestino

¢c)Higado

d)Puimones

ejHigado

VI) Infecciones Neonatales : Se presentan generalmente cuando el bebé atraviesa
¢l canal de parto y su madre presenta una infeccion genital causada por el VHS.

Ocasionando dafios neuroldgicos irreversibles al bebé (Encefalitis).



VIl) infecciones durante el embarazo: Estas infecciones pueden diseminarse y ser
peligrosas tanto para la madre como para el feto. Este tipo de infecciones es poco
frecuente y generalmente estan asociadas a la infeccidn primaria por el VHS en el

tercer trimestre de embarazo.
VI Infecciones cutaneas. (5)
1X) Infecciones en pacientes con SIDA. Estos individuos presentan una
disminucidn en su respuesta inmunoldgica ocasionada peor el Virus de la

Inmunodeficiencia humana (VIH), por lo cual no son capaces de desencadenar
una respuesta inmune eficiente para combatir la infeccidn por el VHS. (42).
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1.8 METODOS DE DIAGNOSTICO

Existen varias técnicas de laboratorio para identificar la infeccion producida
por el VHS. En ellas es posible identificar los antigenos o el DNA del VHS, o los
anticuerpos producidos en respuesta a la infeccién. Los métodos mas utilizados

son los siguientes:

a) Métodos directos. Los métodos directos nos permiten identificar al virus, a sus

antigenos o a su genoma:

+ Aislamiento del VHS en cultivo celular.

+ Microscopia electrénica,

+ Microscopia optica a través de tincidnes celulares. (cambios histoldgicos )
+ Inmunofluorescencia directa.

¢ Hibridacién del DNA del VHS

» Ensayos Bioldgicos (inoculacion en animates).

= Analisis de restriccion de endonucieasas.

b) Métodos indirectos. Este tipo de ensayos nos permiten determinar la presencia

de anticuerpos contra el virus:

+ Ensayos inmunoenzimaticos (ELISA).
» Hemaglutinacion.

+ Radicinmunoensayo (RIA).

+ Fijacion de complemento.

« Pruebas de citotéxicidad

« Slot blot

* |Inmunoelectrotransferencia

Ei aisiamiento en cultivo celular se considera como el meétodo estandar de oro

en ¢l laboratorio para confirmar la infeccidn por el VHS. Por medio de este método
17



es posible observar el efecto citopatico (ECP) producido por el virus, el cual puede
ser discemible en una gran variedad de sistemas de cultivo disponibles como las
lineas celulares: Vero, Hep-2, BGM, Hela, entre otras. El (ECP) puede ser
identificado entre 24-96 hrs después de la inoculacion. (14)

Actualmente se han realizado diferentes estudios comparativos entre los
métodos de diagndstico para el VHS, obteniéndose los siguientes resultados:
Se ha reportado que la técnica de ELISA tiene un 97.5% de sensibilidad y un
98.6% de especificidad con respecto al aislamiento viral en cultivo celular, por lo
cual es la técnica mas  utilizada para el diagndstica de rutina del VHS, teniendo
como desventaja que no es posible diferenciar entre el VHS-1 y el VHS-2. En esta
técnica, es posible detectar anticuerpos (IgM), los cuales aparecen mas
tempranamente en el curse de la infeccidn y permanecen detectables hasta por 8
semanas. (3,37,41).

En ofro estudio se realizd la comparacion entre tres métodos para detectar
la infeccidn genital causada por el VHS en una poblacién con un cuadro clinico
caracteristico. Los métodos comparados fueron:

i) Deteccion de antigenos del VHS por ensayoinmunoenzimatico {EIA),
i) Aislamiento del VHS en cultivo de celulas Vero.
iiily Reaccitn en cadena de la polimerasa (PCR).

- El aislamiento en cultive tuvo un 80.9% de sensibilidad y un 100% de
especificidad comparado con |a técnica de PCR,

- El EIA, obtuvo un 65.2% de sensibilidad y un 98.7% de especificidad comparado
con PCR.

- El ElA, tuvo un 80.7% de sensibilidad y un 95% de especificidad comparado con
el aislamiento en cuttivo celular.
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Con base a estos resultados se puede decir que la PCR resulté ser mas
sensible y especifica que el aislamiento en cultivo celular, aunque como se
menciono anteriormente este ltimo es considerado como el método estandar de
laboratorio, para confirmar la infeccién por el VHS. Este trabajo fue el primerc en
comparar la PCR con otras dos metodoldgias de laboratorio (37).

En la dltima década se han tratado de implementar nuevas metodologias,
asi como de optimizar las ya existentes con la finalidad de diferenciar entre los dos
serotipos del VHS, debido a que existe un gran interés epidemiolégico por conocer
cual serctipo es el gque predomina en las diferentes infecciones producidas por
este virus. La mayorfa de estas metodologias se basa en la identificacién de las
glicoproteinas del VHS, principalmente de la gG. Como el inmunoensayo
enzimatico basadc en la gG (gG- EJA) el cual fue comparado con la
Inmunoelectrotransferencia obteniéndose para el EIA del VHS-1 un 95% de
sensibilidad y un 96% de especificidad y para el VHS-2 un 98% de sensibilidad y
un 97% de especificidad (1)
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1.9TRATAMIENTO Y PREVENCION DE LAS INFECCIONES POR EL VHS.

El tratamiento esténdar de eleccién es el acyclovir (9-(2-hidroxietoximetil)
guanina), el cual es un  andlogo del nucléosido de guanosina (purina), su
mecanismo de accién es el siguiente: el farmaco es fosforilado por la Timidin
cinasa del virus formando un compuesto monofosforilado el cual va a ser
fosforilado dos veces mas por enzimas celulares quedando como Trifosfato de
desoxiguanosina (compuesto activo). Este compuesto se intercala por las
guanosinas del DNA inhibiendo asi la replicacion del virus.

Cuadro 2. Indicaciones para la terapia con acyclovir en infecciones por el VHS (42).

Tipo de infeccion Via de administracién y Comentarios
Dosis.
Genital
Episodio inicial -200 myg/ 5 veces al dia
Durante 10 dias.
-5 mg/Kg 1V /8 hr Reservado a casos severos
durante 5 dias
-Tépico al 5% ¢/ 6 hr. Menor efectividad que la terapia oral.
Durante 7 dias
Episodio recurrente -200 mg/ 5 veces al dia
Durante 5 dias
Supresién -400 mg dos veces al dia
Mucocutdneas en
pacientes inmuno- -200-400 mg 5 veces al dia
comprometidos durante 10 dias
-5 mg/Kg iV ¢/ 8 hr; de 7-10 dias
Encefalitis -10 mg/Kg IV o/ 8 hr, durante Terapia altemativa: vidarabina,
10-14 dias valadlicovir o famiciclovir.
Neonatales -10 mg/Kg IV </ 8 hr, durante Terapia alternativa: vidarabina,
10-14 dias valaclicovir o famiciciovir,
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Ofro tratamiento que también es usado es el Penciclovir (PCV) el cual es
tan eficaz como el aciclovir en el tratamiento del primer episodio del herpes
genital, siendo la dosis recomendada de 250 mg tres veces al dia durante cinco
dias. Ademas, PCV alarga el periodo libre de recurrencias sintomaticas en el
herpes genital. PCV es el primer antivirico que ha demostrado eficacia en todos
los sintomas del herpes genital recurrente. PCV logra mayor persistencia en las
células infectadas por el virus herpético, lo cual se traduce en menos dosis diaria y
mas comodidad frente al antivirico tradicional. PCV posee un excelente perfit de
seguirdad similar a aciclovir y placebo, es compatible con otros tratamientos, y los
alimentos no alteran la biodisponibilidad del farmaco. (42)

PREVENCION.

En los ultimos afios se ha intentado producir una vacuna para el VHS, para
lo cual se ha construido un plasmido el cual contiene genes que codifican para las
glicoproteinas C, D y E. Este tipo de vacuna se probd inoculando ratones por via
inramuscular, desaftindolos posteriormente con 4 UFP del VHS-1 via
intraperitoneal. Con este esquema se obtuvo cierta proteccion frente a la infeccion.
Encontrandose que esta vacuna no brindd una total proteccién a los ratones
vacunados. En este trabajo, al andlizar los anticuerpos inducidos por el
plasmido, se encontrd que la respuesta inmune humoral predominante es por
1gG2 (24).
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2 JUSTIFICACION DEL PROYECTO DE TESIS

En la dltima década se han tratado de implementar nuevas metodologias, asi
como de optimizar las ya existentes con la finalidad de diferenciar entre los dos
serotipos del VHS, debido al gran interés epidemiolégico por conocer que serotipo es el
que prevalece en las diferentes infecciones ocasionadas por el VHS. La mayoria de
estas se basa en el uso de glicoproteinas del VHS, principalmente de la gG-2 como el
inmunoensayo enzimatico basado en la gG (gG- ElA) el cual fue comparado con la
Inmunoelectrotransferencia obteniéndose para el VHS-1 un 95% de sensibilidad y un
96% de especificidad y para eof VHS-2 un 98% de sensibilidad y un $7% de
especificidad. En un futuro se podria implementar un método de purificacion especifico
para la gG-2 para mejorar asi la resolucion de este antigeno en la (IET). (1)
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Implementar y estandarizar el método de Inmunoelectrotransferencia para a deteccion
de anticuerpos contra el Virus Herpes Simple, como alternativa para identificar el tipo de

virus asociado a sindromes clinicos particulares.

3.1.1 OBJETIVOS PARTICULARES.

3.1.1.1 Determinar la cinética de crecimiento y produccion de antigenos del virus
del herpes simple, en células de mono verde de Bifalo (BGM).

3.1.1.2 Evaluar comparativamente la eficiencia en la obtencion de antigenos del
virus del herpes simple, a traves de dos métodos de purificacion: gradiente de sacarosa
y precipitacién con Polietilenglicol.

3113 Determinar la existencia de reactividad cruzada del VHS frente a otros
miembros de la familia Herpesviridae, Citomegalovirus (CMV) y virus Epstein Bar (VEB).

3114 Establecer si la técnica de IET es dtil para diferenciar entre el VHS tipo 1 y
el VHS tipo2.

23



4 MATERIAL Y METODOS.

41 MATERIAL BIOLOGICO

s Células BGM

+ Virus herpes simple tipo 1

+ Virus herpes simple tipo 2

e Suero Fetal Bovino al 10% (GIBCO)

4.2 REACTIVOS

42.1 Cuitivo Celular
Medio MEM en SSB de Earle. (GIBCO)
Bicarbonato de sodio al 4.4% (GIBCO)
HEPES 1 M (Microlab)
Penicilina-Estreptomicina (10,000 UI-10,000 mgq) (Sigma)
Tripsina-Verseno (EDTA) 0.05% (Sigma)

4.2.2 Reactivos para inmunofiuorescencia.

- Equipo Pathfinder. Kallestad diagnostics (BioMerieux) No. cat. 20
-Anticuerpos monocionales murinos para el VHS-1 y 2, conjugado con fluoresceina.

*La preparacion de estas soluciones se describe en el apéndice.
4.2.3 Soluciones para la electroforesis

TEMED (0.005%)

Bis-Acrilamida

Tris 0.5M,pH 6.8

Tris1.5M, pH 88

Tris 0.05M,pH 7.2
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4.2.4

425

4.3

SDS 10%

Persulfato de amonio 10%

Amortiguador de muestra (tris-base 05M pH 6.8, SDS, glicerol,
ditiothertol, azul de bromofenol, agua destilada)

Amortiguador de lisis {tris-base 0.05 M pH 7.2, NaCl, SDS, tritén, PMSF).
Amortiguador de corrida {glicina,iris-base, SDS).

Soluciones para le transferencia

FB3 pH 7.0
Amortiguador de transferencia 10X, pH 7.0

Inmunodeteccion,

Solucién bloqueadora con albumina sérica bovina al 3% en PBS pH 7.0
Amortiguador de lavado { PBS pH 7.0 - Twen 20 al 0.02%)

Amortiguador de dilucion { PBS pH 7.0 - albumina1% - 0.02% Twen 20 )
Anticuerpos anti-inmunoglobulina humana de cabra. (American Life Science)
Complejo biotina-peroxidasa. (American Life Science)

3-3" - Diaminobencidina

MATERIAL DE LABORATORIO.

¢ Vasos de precipitado de 50,100,250,500, y 1000 mi.
¢ Pipetas de vidrio de 1,2,5,10, y 25 ml.
» Pipetas de plastico estériles de 2,5,10 y 25 mt.

« Botellas para cultivo de 75 cm? de superficie

» Gendarmes (scrappers)

+ Probetas de 50,100, 250 y 1000 ml.

s Matraz aforado de 100, 250, 500 y 1000 ml.

+ Matraz Kitasato de 125 y 250 ml.

s Tubos conicos para centrifuga estériles de 15y 50 ml.
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Criotubos con tapén de rosca de 2 ml.

Tubos de polipropileno de 30 mi

Embudo de vidrio

Puntas desechabes para pipetas automaticas.

Barra magnética.

Portaobjetos cubiertos de teflén, con pozos excavados
2 vidrios de 25 X 25 cm para a transferencia

Papel de nitrocelulosa

EQUIPO

Campana de flujo laminar vertical. (Alder)
Incubadora (WWR Scientific Modelo 2200)
Microscopio invertido

Microscopio de epifluorescencia (OLIMPUS)
Potenciometro

Céamara de electroforesis miniprotean 1ll completa
Fuente de poder para cdmara de electroforesis
Micropipetas de volumen variable {5-50 ul, 40-200 pl)
Centrifuga clinica

Vortex

Ultracentrifuga
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4.5 METODOLOGIA

4.5.1 CULTIVO CELULAR.

1.- Se prepard el medic MEM de acuerdo al nimero de botelias que se nesecitaron {20
ml de MEM/ Botella 75 cm?). Se suplemento con SFB al 10% vy antibiéticos al 1%.

2- Se desechd el medio de fa botella escogida para hacer el pase (monocapa
confluente), del lado contrario a las células.

3.- Se adicionartn 5 mi de tripsina al 0.05%, se lavd aproximadamente por 10 segundos
y se desechd totalmente (Utilizar pipeta).

4.- Se adiciond 2 ml de Tripsina al 0.05% e incubd a 37° C durante y 5 min.

5.- Con golpecitos se bajardn las células y se adiciond 10 ml de MEM (Dispersando las
célidas con un pipetec suave).

6.- Se adiciond un volimen de suspension celular de acuerdo af nimero de botellas
requerido, adicionando después el MEM sumpiementado con 10% de SFB.

7.- Las botellas se revisaron diario hasta observar la monocapa confluente.

4.5.2 PROPAGACION DEL VHS TIPO 1 Y TIPO 2.

1.- Se les quité ef medio de crecimiento a 10 botellas de 75 cm?® en fas cuales la
monocapa celular era confluente.

2.- Fueron lavadas con medio de mantenimiento, para eliminar el SFB.

3.- Posteriormente son inoculadas con 1 m! de VHS (tipo 1 o tipo 2 segtin sea el caso).
4.- Se dejd 1 h en la incubadora a 37 °C para permitir [a adsorcién viral.

5.- Se agregd después el Medio de Mantenimiento; MEM con SFB 2%.

6.- Estas botellas fueron observadas diariamente de 5 a 7 dias. Buscando observar el
ECP caracteristico de VHS.

7.- Se cosecharén cuando se observé el mayor ECP (44 hr), se separé por
centrifugacion el sobrenadante de las células. Se obtuvd un lote suficiente de ambos
tipos de virus (VHS-1 y VHS-2).

8.- 8e mantuvd en cangelacion a —70 °C.
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4.5.3 TITULACION VIRAL EN MICROPLACA.

Se utilizé una microplaca de 96 pozos y se realizd la titulacion: células / mi.

1.- En criotubos estériles se realizarén diluciones logaritmicas de 10 ™' a 10® de! VHS-1
y 2 respectivamente a partir de 100 p! del VHS tipo 1 o tipo 2.

2.- Con una micropipeta multicanales se adicionarén las diluciones del virus a la
microplaca por pentuplicado.

3.- Posteriormente se adicionarén 100 pl de una suspension celular de BGM con una
concentracion de 200 000 células/ mi.

4.- Finalmente se adicionaron 100 pl de medio MEM con SFB al 2%.

5.- En una hilera se adicionarén 100 ul de MEM con SFB 2% y 100 ul de la suspension
celular de BGM a la concentracién mencicnada siendo mi control negativo.

6.- En ofra hilera se adicionarén 100 w de VHS-1 mas 100 pl de la suspension celular de
BGM tomandola como control positivo,

7.- La placa se observa diariamente durante 5-7 dias para observar cual fue la Cltima
dilucion donde aparece el ECP. Calculandose el TCID s/ ml.

4.5.4 CINETICA DE CRECIMIENTO DEL VHS.

1.- Se obtuvieron 24 botellas de 25 cm? con células BGM confluentes.

2.- Se infectaron 11 botellas con VHS-1 y 11 con VHS-2 (la metodologia fue descrita
anteriormentse).

3.- Se tomar6n como controles negativos dos botellas de 25 cm? con células BGM sin
infectar.

4.- De acuerdo al protocolo establecido se observarén al microscopio invertido las
botellas infectadas a diferentes tiempos de post-infeccion y cosecharon,

5.- Serealizé IF a cada botella cosechada y se guardé a 4 °C protegidas de la luz.
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4.5.5 INMUNOFLUORESCENCIA

1.-Una vez que se observd el maximo efecto citopatico (ECP) en las células infectadas
con el Virus Herpes simple Tipo 1 o tipo 2, fuerdn cosechadas, es decir son despegadas
de [a superficie de la botella con un gendarmen ( “scrapper” ).

2.-Posteriormente se homogenizd la suspensién celular por pipeteo suave.

3.-De esta suspension se tomo 100pl y se mezcld con 100ul de medio MEM y de ahi se
tomaron 20ul y se adicionardn en una laminitia con pozos.

4.-Se dej6 secar en la campana de flujo laminal.

5.-Se fijd con acetona, dejando que se evapore.

6.-Se adiciond una gota de los anticuerpos monoclonales murinos para el VHS-1 y 2,
conjugado con fluoresceina segln sea el caso, en camara himeda durante 15 min.
7.-Se realizé dos lavados con PBS pH 7.0 de 15 min. cada uno.

8.-Se dejo secar, y se puso una gota de glicerol y se puso un cubreobjetos.

9.-Como control se realizé el mismo procedimiento a una botella de células BGM sin
infectar.

10.-Por ditimo se observarén las laminillas ali microscopio de fluorescencia con el
objetivo de 40 X,

4.5.6 PURIFICACION ANTIGENICA DEL VHS.

Una vez obtenidas 10 botellas infectadas con VHS tipo 1 0 2, se prosiguié a
purificar sus antigenos virales, comparando dos métodos; por gradiente de sacarosa y
precipitacion con polietilenglicol, comparandose a través de un comimiento
electroforetico en geles de poliacrilamida de los dos purificados y por medio de la
tincién con azul de comassie se revelaron las proteinas virales.
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4.5.6.1 A través de un gradiente de sacarosa al 20%

1.-10 botellas infectadas con VHS, se cosechardn cuando presentd el mayor ECP; se
separard por centrifugacion el sobrenadante de las células.

2.-Se congeld el botén celular a -20°C.

3.-Al sobrenadante se le adicion6 sacarosa al 20% estéril en una proporcién de 3ml/ 25
m! de sohrenadante.

4.-Se centrifugé a 250000 rpm durante 1 h 30 min. {en tubos de policarbonato).

5.-Una vez finalizado ia centrifugacién se decantd perfectamente el sobrenadante de
todos los tubos.

6.-Se agregé en frio la solucién amortiguadora de fisis 1X, en proporcién de 200 pi / 300
000 000 de células.

7.-Se agregd el amortiguador de muestra en la misma proporcion, se alicuotd en
criotubos con pequefias cantidades ( 200 pl ciu ) y se congeld a -20 °C hasta su

utilizacion.
45.6.2 Utilizando Poligtilen glicol 8000 al 8%

Se sigue el mismo procedimiento anterior, solo que se cambié la sacarosa por el
Polietilenglicol 8000 al 8% y se dej6 a 4 °C durante 24h.

4.5.7 ELECTROFORESIS DEL PURIFICADO ANTIGENICO.

1.- Se desengrasarén con alcohol los vidrios y se ensamblarén al soporte,

2.-Se virti6 el mondmero al 12% lentamente 2 cm abajo de! vidrio, evitando la formacién
de burbujas.

3.-Se cubrié la superficie del mondémero con agua destilada (gota a gota, usando una
pipeta Pasteur).

4.-Se dejo polimerizar durante 60 min.

5.-Se tird et agua que cubrid el mondmero y se secé con pape! absorbente.

6.-Se preparé el gel superior. { concentrador al 4%)
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7.-Se agreqd de la misma manera que el primer gel.

8.-Se colocd el peine, evitando la formacién de burbujas.

9.-Se dejo polimerizar durante 30 min.

10.-Se sacod el peine y se lavd dos veces con amortiguador de comrida y se secd con
papel absorbente.

11.-8e preparardn las muestras y los marcadores de peso mofecular (hervir 2-3 min).
12.-Se cargé el gel con las muestras, e! cual previamente se coloco dentro de la camara
que lleva amortiguador de corrida.

13.-8e corrierdn las muestras a 20 pA para el gel concentrador y 30 pA para el gel
resolutor.,

14.-Cuando ef colorante salié del gel se desconecto de la fuente de poder y se sacarén
los geles.

15.-Uno de ios geles se tifiid con Azul de Coomasie durante 1 h. y después se destifio
con una solucion de 25% de Metanol y 10% de Acido Acético hasta la aparicion de
bandas. _

16.-Al otro gel se le realizé la transferencia.

4.5.8 TRANSFERENCIA PASIVA.

1.-Se cortardn las hojas de Nitrocelulosa y papel filtro de 8X9 cm.

Dos hojas de nitrocelulosa por gel.

Seis hojas de papet filtro
2.-Se remojardén en amortiguador de Transferencia 1X media hora antes.
3.-Se desmontardn los geles cuando se termind el corimiento, se hizé una muesca en el
extremo inferior del gel.
4.-Se lavarén dos veces en amortiguador de transferencia, cada lavado se realizé
durante 10 min de agitacion,
5.-8e montd el sandwich:

Papel aluminio - Ega Pack - Vidrio - Tres hojas filtro - Nitrocelulosa ~ Gel -
Nitrocelulosa -Tres hojas filtro- Vidrio.
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Se envolvid con Ega Pack y con papel aluminio. Se pusd peso para que se
transfinera durante dos dias.

4.5.9 INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.

1.- Se llend la hoja de registro de la Inmunoelectrotransferencia, anotando los sueros y
controles que van a correrse.

2.-Se cortaron el numero de tiras necesarias ( 3mm ), numerarlas y colocarias en
charolas de corrimiento,

3.- Se afadié a cada canal 2.5 ml de solucidn amortiguadora de dilucion

4.-Se anadieron 25 pl del suero del paciente al canal correspondiente.

5.- Se cubri6 la charola y se incubd 1 h a 37 °C con agitacion.

6.-Se prepard el anticuerpo anti-inmunoglobulinas hacia el final de la incubacién 1: 1000
(Se preparé la cantidad necesaria). 2 ml por carii.

7.-Se aspiré con vacio el contenido de cada canal en un matraz desinfectante.

8.-Se lavd con amortiguador de lavado durante 5 min. Durante tres periodos.

9.-Se afadieron 2m| del anticuerpo anti-inmunoglobulina diluidé 1: 1000.

10.-Se cubri¢ la charola e incubd 1 h a 37 °C con agitacion.

11.-Se aspird con vacio el contenido de cada canal en un matraz desinfectante.

12.-Se lavé con la solucidén amortiguadora de lavado, tres veces durante 5 min.

13.-Se prepard la dilucién del compiejo peroxidasa, dilucion 1:500 (Se prepararé la
cantidad requerida).

14.-Se afiadieron 2 ml del complejo peroxidasa en 2.5 mi de amortiguador de dilucién
por cada carril.

15.-Se cubrié la charola e incub6 durante 1 h a 37 °C con agitacion.

16.-Se aspiré con vacio el contenido de cada canal en un matraz desinfectante.

17.-Se lavo con amertiguador de lavado 3 veces durante 5 min.

18.-Se lavo una vez con PBS durante 5 min de agitacion.

19.-Se prepard el reactivo de revelado: 3°3-Diaminobencidina en la siguiente proporcion
0.0125 g/ 25 ml de PBS; Perdxido de hidrogeno al 30% en la siguiente proporcidn 30ul
{25 ml de PBS.
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20.-Se aiiadié 2ml de reactivo de revelado a cada canal.
21.-Cuando aparecieron las bandas se lavo tres veces con agua destitada.
22.-Se secaron las tiras sobre papel filtro.
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5 RESULTADOS.

Inicialmente para la propagacién de los virus Herpes simple tipo 1 y tipo 2, se
utilizaron tres lineas celulares: Vero, Hep-2 y BGM. Se eligid la linea celular BGM para
la propagacidn del virus, debido a que el VHS se adaptd faciimente a las células,
obteniéndose en un tiempo mas corto el efecto citopdtico (ECP; células gigantes
multinucleadas) una vez adaptados los virus herpes simple tipos 1 y 2, se procedid a
determinar su cinética de crecimiento a través de la observacion del ECP en las células
infectadas con el VHS tipo 1 y tipo 2 respectivamente a diferentes tiempos post-
infeccion:1,3,3.64,7122052152537 v 44 h y a la par se les realizd las
inmunofluorescencias como mecanismo de control, para confirmar la observacion
referente a la presencia del efecto citopatico; de este modo se identificé que conforme
aumenta el tiempo post —infeccién va aumentando la inmunofluorescencia cbservada;
estos resultados se muestran en el Cuadro 3. En el caso del ECP observado en las
células infectadas a través del microscopio invertido solo se logré diferenciar la cinética
hasta las 21 hrs post-infeccion en donde se comienzan a marcar los sincicios
caracteristicos gracias a la fusién de las membranas celulares ocasionado por el virus
herpes simple, el mayor ECP se observa a las 44 hrs post-infeccién, tiempo en el cual
se cosechan las botellas infectadas.
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Cuadro 3. Cinética de crecimiento expresada en porcentajes por

Inmunofluorescencia.

[ Horas post- | ECP observado por microscopia de luz Inmunofluorescencia
infeccion % %
VHS-1 VHS-2 VHS-1 VHS-2
1h 0 0 15 0
3h 0 0 25 10
35h 0 0 50 60
4h 0 0 30 a0
7h 0 0 S0 80
12h 0 0 100 100
20.5h 0 0 100 100
215h 30 30 100 100
25h 30 30 100 100
37 80 70 100 100
44 h 100 100 100 100

Se compararon los dos métodos de purificacion: gradiente de sacarosa y
precipitacidn con polietilenglicol a través de una electroforesis; una vez identificado el
mejor método de purificacién del virus se prosiguié a probar diferentes cantidades del
purificado: 5,10,15,20,25 y 40ul, en geles discontinuos de acrilamida del 12 y 4 %
respectivamente, con la finalidad de enconfrar la cantidad que nos diera mayor
resolucion de las bandas siendo esta la cantidad de 20 ul. En la figura 8, se presenta
la comparacién de los dos métodos de purificacion para el VHS: gradiente de sacarosa y
precipitacion con polietilengficol, encontrandose una mayor resolucién e intensidad asi
como mayor nimero de bandas en la purificacién con sacarosa al 20% {(en el carril No.
2) en comparacién con la purificacion por polietilenglicol (carril No 1) con 20 ul de

muestra cada uno.

35



Figura 8. Electroforesis de los dos purificados antigénicos por: precipitacién con

| 8 &

CarrilNo. 1 Carril No.2

Para los geles preparativos se utilizaron 200 ul del purificado viral yen el otro
pozo se adicionaron los marcadores de peso molecular Rainbow de un rango de 220-
14.3 Kda, dentro del cual entran los pesos moleculares de fas glicoproteinas de
interés: gB,gC,gD,gG1,9G2,gH,g!.gE,gK. Los geles se corrieron a 110 V hasta que la
muestra atravesara el gel concentrador y después a 180 Ven un tiempo aproximado de
1h 30 min. Con la subsecuente transferencia pasiva en 72 h. Dentro de los ensayos
realizados en fas transferencias de las proteinas virales, se tomé come control en |a
electroforesis el sobrenadante de células sin infectar lisadas por congelacion y
descongelacién; este gel {A) fue transferido y enfrentado a un suero positivo a VHS
carriles 1,2,3.4; esto se realiz6 con la finalidad de verificar que no existiera
reconocimiento de los anticuerpos contra el VHS hacia alguna proteina de la linea
celular BGM, es decir que no existiera reactividad cruzada entre estas y los antigenos
del VHS, lo cual no se encontio por lo que se descarta la posibilidad de bandas no
especificas en la Inmunoelectrotransferencia realizada. £n los carriles 5-10 se muestra
el purificado viral con sacarosa al 20%, revelado con sueros de pacientes positivos al
VHS. Figura 8.
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Figura 9. Electroforesis e IET del sobrenadante de células sin infectar.

CARRILES A 1 2 3 4 5 6 7 8 3 10

H

GEL IET

En el desarrollo de este proyecto se inicid con un bloque de 26 tiras de
nitrocelulosa con antigeno del VHS-1, los cuales fueron enfrentados con sueros de
pacientes positivos para el Virus herpes simple estos fueron diagnosticados
previamente por la técnica de ELISA la cual tan solo detecta anticuerpos clase IgM y
no diferencia entre infecciones causadas por el VHS tipo 1 y el VHS tipo 2.
Iniciaimente la IET de éstos 26 sueros positivos, se realizd por duplicado con la
finalidad de verificar la reproducibilidad de la prueba. En el cuadro 4; se presentan
estos resultados, correlacionando el cuadro clinico de 11 pacientes que contaban con

historial clinico y el diagnostico realizado por la técnica de ELISA y 1a IET.
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CUADRO 4: Relacién del cuadro clinico de! paciente con el diagnéstico para VHS
por ELISA y el IET con antigeno VHS-1.

No. de| Edad |Cuadro Clinico Dx. IET VHS-1
muestra ELISA
4129 24 |Abortd a las 9 semanas, fiujo| Positivo Positivo
afios |amarillo-verdoso, contacto con
posible escariatina y varicela.
4949 26 |Madre de wun paciente con| Positivo Positivo
afos |[hidrocefalia
5603 32 |Madre de un paciente con sepsis| Positivo Positivo
afios |neonatal
6166 43 |Adenomegalias cervical e inguinal,| Positivo Positivo
afios |indoloras
6295 27 |Neuroretinitis, trombosis Positivo Positivo
anos
6391 R/N |Dificultad respiratoria, enfermedad| Positivo Positivo
de membrana hialina.
6568 R/N |Hiperplasia suprarrenal Positivo Positivo
6714 R/N |Asfixia perinatal, microcefalia. Positivo Positivo
7566 R/IN |Meningoencefalitis, Sepsis, Ictericia| Positivo Positivo
multifactorial
7568 R/N {Abort6 previo de la madre Positivo Positivo
7574 34 |2° Producto con sindrome de| Positivo Positivo
anos {TORCH
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En el cuadro 4; es importante observar que para los pacientes estudiados, se
correlacionan los sintomas producidos por el VHS con los resultados obtenidos en la
prueba de ELISA los cuales son confirmados con la IET. Se observa el cuadro clinico
caracteristico de las infecciones por VHS; principalmente infeccicnes de tipo neonatal
en las muestras: 6391, 6568, 6714, 7566, 7568. Las cuales ocasionan grandes
trastomos en el recién nacido o en el feto poniendo en peligro la vida de la madre y el
producto. Asi como ofros dos casos: 5603,6295, en los cuales la infeccién invade
ciertos organos debido a que el virus llegd a torrente sanguineo {viremia), concordando
esto con los resultados positivos de ELISA y de la IET.(41)

Posteriormente se estudiaron 44 muestras correspondientes a: Muestras positivas
por la técnica de ELISA (14), muestras indeterminadas por la técnica de ELISA (15), y
muestras negativas (15).

En un segundo bloque de 45 tiras de nitrocelulosa con antigeno del VHS-1 se
enfrentaron a 14 sueros positivos a anticuerpos contra e VHS, 15 sueros
indeterminados y 15 sueros negativos por la técnica de ELISA, estos resultados se
presentan en el Cuadro 5.
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CUADRO 5. Relacién del cuadro clinico del paciente con el diagnéstico para VHS por
ELISA, comparando con los resultados obtenidos por la IET con antigeno del VHS-1.

No. De Muestra Edad Dx. ELISA IET con antigeno del VHS
6488 17 afios Ind Paositivo
6760 RN Ind Positivo
7551 R/N Ind Positivo
6897 R/N ind Positivo
7564 2 afios Ind Positivo
7765 30 afios Ind Negativo
7245 6 afios Ind Positivo
7258 RN Ind Positivo
7886 23 afics ind Positivo
6937 16 afios Positivo Positivo
6327 RN Positivo Pasitivo
5083 16 afos Positivo Positive
4316 15 aitos Positive Positivo
6518 33 afios Positivo Positivo
7245 44 afios Paositivo Positivo
6858 RN Positivo Positivo
7257 5 afios Posilivo Positivo
7288 20 afos Positivo Positivo
7818 30 afios Negativo Positivo
7872 23 afos Negativo Positivo
7885 R/N Negativo Positivo
7825 30 afos Negativo Positivo
7752 8 meses Negativo Indet *
7795 R/N Negativo Positivo
7775 RN Negativo Indet *
7787 R/N Negativo Positivo
7703 5 meses Negativo Negativo
7346 85 Negativo Positiva
7891 RN Negativo Positiva
7889 32 aiios Negativo Positiva

* Indeterminado; tan solo presenta un par de bandas.



En este cuadro se puede observar que los 8 sueros indeterminados por ELISA,
por IET dan positivos, y los 9 sueros positivos por ELISA son también positivos por IET,
también se observé que en 2 de los 12 negativos por ELISA por IET son indeterminados
asociando estos resultados con la edad del paciente, se puede suponer que debido a la
edad del recien nacido (R/N) se puede encontrar en el periodo en que los anticuerpos de
la madre ya disminuyeron o desaparecieron y su organismo todavia no tiene la
capacidad inmunolégica para producir con eficacia el titulo de anticuerpos necesarios
para gque estos sean detectados por estas técnicas. Con respecto al paciente de 30
anos el cual tanto por ELISA como por IET se obtuvieron resultados negativos, puede
ser debido se puede suponer que este paciente puede estar inmunosuprimido o
inmunocomprometido por lo cual su produccién de anticuerpos es muy baja o nula.

ANALISIS DE LAS TIRAS DE LA INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.

El célcuio det peso molecular de las bandas antigénicas reconocidas se realizd
por la determinacién del Rf (distancia del Emite superior del gel a la banda de interés /
distancia del {imite superior del gel hasta e! frente de corrimiento). Extrapolando los RF
obtenidos de cada banda en la IET con antigenos del virus herpes simple tipo 1 y
antigenos del virus herpes simple tipo 2 con la curva de marcadores de peso molecutar
figura 10; (ambos ensayos revelados con sueros positivos por ELISA para el VHS), para
obtener asi su peso molecular experimental. Estos resultados se muestran en el
cuadro 6, en donde se comparan con los PM reportados en la literatura.
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PM de las bandas obtenidas
experimentaimente {Kda) en la
IET con antigenos VHS tipo 2

PM de las bandas obtenidas
experimentalmente {Kda) en la
IET con antigenes VHS tipo 1

PM de las

glicoproteinas
reportadas en
literatura (Kda}

- 224 -
196 197 -
- 184 -
172 - -
148 -

- - gB 126
133 132 gC 123131
17 - aG2 118

- 105 -

77 - gl 70

- 66 g0 59
54 52 gD 59

- 50 -

48 48 -
44 44 -

- 42 gG1 37-42

41 - -
40 40 -
36 37 gK 36
34 34 -

- 31 -
28 - .
25 26 -
23 24 .

21 20 -
19 - -
18 18 -
15 - -
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igura 10. Curva de calibracién de los marcadores de peso molecular

En las siguientes figuras se muestra las iET con antigeno del VHS-1 revelados
con sueros de pacientes posifivos al VHS (fig.11); IET del VHS-1 revelado con Sueros
de pacientes positivos a EB (fig. 12); IET del VHS-2 revelados con sueros positivos al

VHS (13) y con sueros de pacientes positivos a CMV, EB (fig. 14).
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Figura 11. IET del VHS-1 revelados con sueros de pacientes positivos al VHS.
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Figura 12. IET del VHS-1 revelado con sueros de pacientes positivos a EB.

EB1

Carril No. 1-5
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Figura 13: IET del VHS-2, revelado con sueros de pacientes positivos al VHS
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Figura 14: IET del VHS-2, revelado con sueros de pacientes positivos a CMV y EB.

WB del VHS-2 IET del VHS-2
revelado con sueros revelado con
+al CMV sueros de

pacientes + al EB

45



A la par se probardn sueros positivo para EB y CMV con tiras de la IET para los
antigenos del VHS-1 y VHS-2, con la finalidad de identificar si existe reactividad

cruzada entre antigenos de otros miembros de la familia Herpesviridae, principalmente

con un representante de las ofras dos subfamilias de acuerdo a la clasificacion de esta

familia; Epstein-Barr el cual pertenece a la subfamilia gamaviridae y Citomegalovirus el

cual pertenece a la subfamilia betaviridae; se utilizaron 15 tiras de la IET con antigeno

tipo 2 para cada uno de los virus mencionados y 2 tiras del IET con antigeno tipo 1 para

Epstein-Barr. Figuras 11 y 13. Los pesos moleculares experimentales de las bandas

comunes para miembros de la familia Herpesviridae se gbtuvieron de la manera descrita

anteriormente. Los cuales se muestrar en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Bandas comunes entre: CMV y EB con VHS.

PM de las bandas obtenidas
experimentalmente (KDa) en la IET
con antigenos VHS tipo 2, revelado
con sueros positivos al virus Epstein
Barr.

PM de las bandas obtenidas
experimentalmente (KDa) en la IET
con antigenos VHS tipo 2, revelado
con sueros positivos al

Citomegalovirus.

- 49.78
69 69
36 36

117 117
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6 DISCUSION.

Las infecciones por el virus del Herpes Simple (VHS) ocurren frecuentemente en todo el
mundo, diversos estudios demuestran que en la poblacién el 80% de los individuos son
seropositivos al VHS-1 (27,30).

El VHS tiene gran importancia clinica debido a las infecciones oro-labiales y
genitales siendo estas las mas comunes, pero también produce infecciones: en ojos,
sistema nervioso central, neonatales y cuténeas.

En este proyecto el Diagnostico de los Virus del Herpes Simple Tipos 1 y 2, se
realizé por medic de la técnica de Inmunoelectrotransferencia, para determinar la
presencia de anticuerpos dirigidos hacia los antigenos del HSV-1 y 2 respectivamente.
También se analizé si existe reactividad cruzada con antigenos del virus Epstein Barr y
Citomegalovirus los cuales pertenecen a fa misma familia (Herpesviridae).

La importancia de implementar la técnica de IET se debe a que puede ser una
herramienta dtil para su uso en estudios seroepidemiolégicos debido a la existencia de
reactividad cruzada entre los antigenos del VHS-1 y VHS-2, por lo cual es muy dificil
establecer el tipo de virus infectante por pruebas seroldgicas de rutina como es el caso
de las técnicas: ELISA, Cuitivo Celular (CC). Mientras que en la IET, se puede realizar la
identificacion de los dos subtipos a través de la glicoproteinas gG-2 por lo cual esta
tecnica es muy util en el diagnostico diferencial de los dos subtipos.

En este proyecto se estandarizs y se implements la JET con antigenos del VHS-1
Yy 2. Aunque cabe mencionar que con la IET con antigeno del VHS-1, no se logra
determinar el subtipo del VHS que esta ocasionando la infeccion al paciente, ya que ef
parametro utilizado para diferenciar entre ambos subtipos, es la aparicién de la banda
de 118 Da, ia cual es producida por el VHS-2. La finalidad de realizar la IET con el VHS-
1, fue buscar si existia alguna proteina con el mismo PM que la gG-2 producida por
alguna variacién en la transcripcién y traduccion del virus utilizado. (34)

En el caso de la IET con antigeno del VHS-2 se logré identificar una proteina con un
PM de 117 KDa, Ia cual se identificd como la gG-2, 1o que concuerda con o reportado
en la literatura por medio de la cual se realiz6 la tipificacion de virus causante de la

infeccion, siendo para todos los casos el subtipo- 2 lo cual comelaciona con el cuadro
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clinico de los pacientes, que en la mayoria de los casos fueron enviados al laboratorio
por sospecha del sindrome de TORCH en los recién nacidos y abortos previos con
sospecha de infeccion genital ocasionada por VHS en los pacientes adultos, denotando
asi que en infecciones genitales el subtipo con mayor prevalencia es e VHS-2. La
intensidad de esta banda fue muy débil lo cual dificultd fa interpretacion de los
resultados en la inmunodeteccion. Sin embargo se sabe que el gene de la gG no es
esencial para la infectividad del virus por lo cual es posible que en algunas cepas no se
expresen Ias gG, aunque esto ocurre en muy baja frecuencia. Por otro lado se evalud la
reactividad cruzada con otras miembros de |a familia Herpesviridae: CMV y EB, usando
sueros positivos a estos virus los cuales fueron enfrentados con tiras con antigeno del
VH3-1 v 2. Observandose que hubo reconocimiento de los anticuerpos del suero con las
bandas que se asumen son las glicoproteinas gK, gl y una proteina que tiene un PM
cercano a la g3-2 para ambos virus, esto podria indicar que existe una alta reactividad
cruzada entre los antigenos de esta familia, lo cual no se puede afimar ya que as
posible que estos pacientes presentaran una infeccion subclinica o clinica causada por
el VHS, por lo cual también presentaban anticuerpos contra el Virus Herpes Simgple (tipo
1 y/o 2}, por lo que se asume que Mas que cruce antigénico es un reconocimiento
especifico de antigeno-anticuerpo. En la literatura se reporta que el virus de Epstein
Barr expresa una glicoproteina de 110 KDa, la cual consideran homologa a la gB de los
2 tipos de herpes simple, la cual participa también en la fusién del virus con la céluia, sin
embargo, no se presento esta glicoproteina en las |ET del VHS-1 y VHS-2. Con base a
los resultados obtenidos se demostré que la IET para el VHS nos permite diferenciar
entre el VHS-1 y el VHS-2, en condiciones en las cuales normalmente el tipo viral
infectante se desconoce, sin embargo, es necesario optimizar ia purificacién de la gG-2
especificamente, o bien contar con un sistema que nos permmita obtener esta
glicoproteina en mayores concentraciones, como seria su clonacién v produccién, a
traves del uso de diferentes vectores de expresion (por ejemplo baculovirus), conrfando
asi con una herramienta (til en estudios epidemiologicos. (8,34, 39.)
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7 CONCLUSIONES

3.1 Se llevd a cabo la estandarizacién de la técnica de IET para los antigenos del VHS-1
y VHS-2.

3.1.1.1 Se logré establecer la cinética de infeccion encontrando que el tiempo donde se
observa el mayor efecto citopatico es 44 hrs post-infeccion.

3.1.1.2 Se enconird que el mejor método de purificacion para los VHS-1 y 2 fue el de
gradiente de sacarosa en el cual se ocbservan un mayor nimero de antigenos virales,

asi como una mayor definicién de fas bandas.

3.1.1.3 Se detectd que si existe reconccimiento hacia los antigenos del VHS-1 y 2, en
sueros positivos CMV y EB, lo cual nosotros asumimoes como un reconocimiento
especifico, debido a la presencia de anticuerpos contra antigenos del VHS en los sueros
probados. Por |0 cual no existe una alta reactividad cruzada entre miembros de ia familia

herpesviridae.

3.1.1.4 A través de [a técnica de IET se logrd diferenciar entre el serotipo 1 y el serotipo
2 dsl VHS, ademds de que no se encontré que haya algin reconocimiento hacia las
proteinas de las células BGM por los anticuerpos dirigidos para el VHS.
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8 APENDICE
1.-BIS-ARILAMIDA.
Acritamida... ... e a0, 300 0

Bis-Acrilamida....................cc.cc i 0. 08 G
Agua destiladaydesionizada.........................o o100 Ml

*Filtrar y almacenar protegido de la luz a 4 ® C. Maximo almacenamiento 30 dias.

*Usar guantes y cubrebocas al pesar la acrilamida.

2.-TRIS- BASE 1.5M;pH 8.8

Tris-base......... ... .eicinie.....1816 g
Aguadestilada... ... ... 100 mi

*Ajustar el pH usando HCI 1 N.
3.-TRIS-BASE 0.5M;pH&.8

Tris-base................o e ... 806 g
AguaDestilada.........................ccoiiieic i 100 ml

*Ajustar el pH usando HCI 1 N.
4.-5DS 10%

SDS .10 @
Aguadesionizada. . ... e e e, 100 M
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*Agitar suavemente para disolver.

*Almacenar a temperatura ambiente.

5.- PERSULFATO DE AMONIO 10%

Persulfatode amonio................eo oo oo e . 100 Mg
Aguadestifada...... ... ... ... e, T

*Preparar al momento de usarse.

AMORTIGUADOR DE MUESTRA 2X.

Tris-base O5M pHBB ............ccocci i e 3.2 i
SDS al 10%. e e e A0 M
Gliceral.... ... e 2.0 M
Azuldebromofencl............................ieeen. 001 g
Agua Destiladacb.p.............oo o 20m

AMORTIGUADOR DE LISIS.

Tris-Base 0.05M, pH7.2 ... i 8050 g
NaGil. .. ... BT BB g
Triton X-100.......coo 10 %
Beoxicolato ... 10 %

*Prepare un solucién madre 1 M de PMSF: Disuelva en 0.871 g en 50 ml de DMSQ.
Y adicione 100 ul PMSF / 10 mi de amortiguador de lisis.
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AMORTIGUADOR DE CORRIDA 5X.

TrIS-DASE. ...
GlICiNa. . e e e
SDS Al 10%. ..o e e e e e e
Aguadestilada. . . L

*Ajustar el pH a 8.3,
*Para usarse diluir 1X; ajustar el pH.

GEL RESOLUTOR 12%

Bis-acrilamida. .. ... e
Tris-base 15M, pH88. ... ..

SDS10%. .. ..o

Aguadestilada... ...
*Desgasificar 15 min. a temperatura ambiente.
Persulfato de amonio 10 %...... oot v ceecen e e e

GEL CONCENTRADOR 4 %.

Bis-acrilamida... .........co e
Tris-base 0.5 M, pHBB. ...
SDS Al 10 %, o e e e e
Aguadestilada. ... ... e
*Desgasificar 15 min a temperatura ambiente.

Persulfato de amonio.............cocc s e

16 g
72 g
50g
L1000 mi

..8.0ml

.5.0ml
...200 pl

6.7 ml

... 100 ul
10 ul

A.3ml
.25ml
.100pl
.6.1ml

.50l
.10 pl
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*Desgasificar 15 min. A temperatura ambiente,
Persulfatc de amonio 10%. .............cocoeeeeeecieeee e e 200ul

SOLUCIONES PARA LA TRANSFERENCIA.

Amortiguador de transferencia 10X.

1 = L U SUUU SRRSO 2922¢
B T A e e e e e 67249

TriS-DaSE.. .ot e 12119
Agua bidestilada C.b.P.......cc.iion e 1L

*Ajustar el pH a 7.0; para usarse diluir a 1X.

Soluciones para la Inmunoelectrotransferencia

PBS 10X

Solucion A

NaZHPOA. .o e 14.2g
= I 8 OO S PR OSSP 876¢
Agua bidestilada C.h.p.....cccooovi i 1L

Solucidn B
NaHZPOA H20.... i e 69 g

*Agregar B a A hasta ajustar el pHde 7.4

Solucion de bloqueo (PBS- Albtimina bovina al 3%)
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ADUMINA DOVING . e 16g
PBS PH 7.4 oD et ar e 500 mi

Solucion de lavado { PBS-Tween 20 al 2%)

TWBEN 20 ettt e e e e e eeattas 2 ml
PBS PH 7. 4Chp. e e 1000mil

Solucion de dilucién { PBS-Tween 20 al 2%-Albumina bovina 1%)

TWEEN 20 et ettt e 2ml
AIBUMINA BOVING L.t 10g
PBS PH 7.4 CD.Pu ettt ettt 1000ml

Reactivo de revelado.

DA™ et en ettt e e e ee e e eee e eeee e 0.015 g
PBE PBH 7.4, e e e, 30 mi
Perdxido de hidrageno @l B0%...........o.oor oottt e, 30l

* DAB { 3",3" diaminobencidina)

54



BIBLIOGRAFIA.

Ashley, R.L., Wu, Lu., Pickering, J W., Tu,M.C. & Schnorenberg, L. 1998. Premarket
evaluation of a commercial glycoprotein G-based enzyme immunoassay for herpes
simplex virus type —specific antibodies. J.Clin.Microbiol. 36: 294-5.

. Arvin, AM., Koropchak, C.M., Yeager, A.S. & Pereira, L.P. 1983. Detection of type-
specific antibody to Herpes Simplex Virus type-1 by radicimmunoassay with Herpes
simplex virus type 1 glycoprotein C purified with monoclonal antibody. Infection and
immunity. 40: 184-188.

. Baker, D.A. & Gonik, B. 1998 Clinical evaluation of a new Herpes Simplex Virus
ELISA: a rapid test for HSV. The American College of OQbstetricians and
Gynecologists.73; 322-325.

Buckmaster, E.A., Gompels, U. & Minson, A. 1984. Characterisation and physical
mapping of an HSV-1 glycoprotein of approximately 115 X 10 3 molecular weight.
Virology 139: 408-413.

. Cattani, P, & Rossolini, GM. 1997. Detection and Typing of HSV by using
Recombinant Inmunoglobulin Framents produced in Bacteria. J. Of microbiology.
1504-09.

Corey L.& Spear P. 1986. Infections with Herpes Simplex Viruses. J. of Med. 314-
326.

Doller, E., Aucker, J. & Weissbach, A. 1979. Persistence of herpes simplex virus
type 1 in rat neurotumor cells. J. of Virol. 29 43-50.

Fields, B.N. & Knipe, D.M. 1990 Virology Vol. 2. E4. Raven Press. Segunda Ed.
1787-1887.

55



9. Galvan, V. & Roizman, B. 1998. Herpes simplex virus 1 induces and blocks
apoptosis at multiple steps during infection and protects cells from exogenous
inducers in a cell-type-dependet manner, 31;3931-6.

10. Gerber, S.1,, Belval, B.J. & Herold, B.C. 1995. Differences in the role of glicoprotein
C of HSV-1 and HSV-2 in viral binding may contribute to serotype differences in
cell tropism. 214: 29-39.

11. Heilman, C., Zweig, M., Stephenson, J.R. & Hampar, B. 1975. Isolation of a
nucleocapsid polypeptide of herpes simplex virus type 1 and 2 possessing
immunologically type.specific and cross.reactive determinants. J. of Virol. 29: 34-42.

12. Jerome, KR, Tait, J.F., Koelle, D:M. & Corey, L. 1998. Herpes simplex virus type 1
renders infected cells resistant to cytotoxic T-lymphocyte-induced apoptosis. J. Virol.
72 :436-41.

13. Joohnson, D.C. & Feenstra, V. 1987. Identification of a novel herpes simplex virus
type 1-induced glicoprotein which compiexes with gE and binds inmunoglobuiin. J.
of Virology. 2208-2216.

14. Klupp, B.G, Baumeister, J., Dietz, P., Granzow, H.& Mettenleiter, T.C. 1998
Pseudorabies virus glicoprotein gK is a virion structural component involved in virus
release but is not required for entry. J. Virol, 72: 1949-58.

15. Laquerre, S., Anderson, D.B., Argnani, R. & Glorioso, J.C. 1998. Herpes simplex
virus type 1 glycoprotein B requires a cysteine residues at position 633 for folding,
processing, and incorporation into mature infectiouss virus particles. J. Virol. 72:
4940-4549,

56



16. Laquerre, S., Argnani, R., Anderson, D.B., Zucchini, S., Manservigi & Glorioso, J.C.
1998. Heparan sulfate proteoglycan binding by herpes simplex virus type 1
glicoproteins B and C, which differ in their contributions to virus attachment,
penetration, and cell-to cell spread. J. Virol. 72:6119-6130.

17. Lubinski, J., Nagashunmugam, T. & Friedman, H.M. 1998. Viral interference with
antibody and complement. Semin. Cell. Dev. Biol. 9; 329-37.

18. Lubinski, J., Wang, L., Soulika, AM., Burger, R., Wetsel, R.A., Colten, H., Cohen,
G.H., Eisenberg, R.J., Lambris, J.D. & Friedman, H.M. 1998. Herpes simpiex virus
type 1 glycoprotein gC mediates immune evasion in vivo. J. of Virol. 72: 8257-63.

19. Marjorie, J.M. 1997 Viral taxonomy. Clinical Infec. Dis. 25: 18-20.

20. Mikloska, Z. & Cunningham, A.L. 1998. Herpes simplex virus type 1 glycoproteins
gB, gC, y gD are major targets for CD4 T- lymphocyte cytotoxicity in HLA-DR
expressing human epidermal keratinocytes. J. Gen. Virol. 79; 353-61.

21. Mir, AA 1895 The 140- Kda RR1 protein from both HSV-1 and HSV-2 contains an
infrinsic protein  Kinase activity capable of autophosphorylation but it is
transphosphorylation defective. Virology. 207: 409-416,

22, Murray, P. R. & Baron E. J. 1980. Herpes Simplex Virus. Manual of Clinical
Microbiology. Sixt. Ed. 876-882.

23, Nagashunmugam, T., Lubinski, J., Wang, L., Goldstein, L.T., Weeks, B.S,
Sundaresan, P., Kang, E.H. & Dubin, G. 1998. In vivo immune evasion mediated by
the herpes simplex virus type 1 immunoglobulin G Fc receptor. J. of Virol. 72; 5351-
59,

57



24 -Nass, P.H., Elkins, KL. & Weir, J.P. 1998. Antibody response and protective
capacity of plasmid vaccines expressing three diferent herpes simplex virus
glycoproteins. J. Infect. Dis. 178; 611-617.

25. Nicola, A.V., Ponce De Leon, M., Xu, R., Hou, W. Whitbeck, J.C.., Krummenacher,
C.. Montgomery, R.l, Spear, P.C., Eisenberg, R.J. & Cohen, G.H. 1988. Monoclonal
antibodies to distinct sites on herpes simplex virus (HSV) glycoprotein D block HSV
binding to HVEM. J. Virol. 72: 3595-3601.

26. Peng, T., Ponce de leon,, M., Jiang, H,. Dubin, G., Lubinski, J.M. & Cohen, G.H.
1998. The gH-gL complex of herpes simplex virus (HSV) stimulates neutralizing

antibody and protects mice against HSV type 1 challenge. J. Virol. 72: 85-72.

27. Plummer2, G. 1973. A review of the identification and titration of antibodies to herpes
simplex viruses type 1 and type 2 in human sera. Cancer research. 33: 14569-1476.

28. Plummer2, G., Waner, J.L.,Phhuaangsab, A., & Goodheart, C.R. 1970. Type 1 and
type 2 herpes simplex viruses: serological and biological differences. J. Virology. 5:

51-69.

29, Regueiro, JR. & Lépez, C. 1998. Inmunologia. Biologia y Patologia del sistema
inmune. Segunda edicidon.174.

30. Riley, L.E. 1998. Herpes simplex virus. Semin. Perinatol. 22:284-92.

31. Roizman, B. & Fawi RLL. 1994. The molecular basis of herpes simplex virus.
Virology. b: 261-271.

32. Roizman, B. & Furlong, D. 1974. The replication of herpesviruses. Comprehensive
virology. 3: 229-403.

58



e e I P
ASUATTER S WD el
el S O (l\\a..y '&- \J 2
1-\--! ~p = . -
. f- PR r”"‘“’“ i
e U s L D LB

33.Roller,R.J. & Rauch, D. 1998. Herpesvirus entry mediator HVEM mediates cell-cell
spread in BHK(TK-) cell clones. J. of Virol. 72: 14111417

34.Rosenthal, S.L & Lawrence, R.S. 1997. Seroprevalence of Herpes Simplex Virus
type 1 and type 2 and CMV in adolecents. Clinical Infectious Diseases. 24: 135-
139.

35. Sanchez, D.M., Scott, D.S., Whittington, W., Brown, D., Reeves, W.C. & Whitiey,
R.J. 1991, Evaluation of a test based on baculovirus — expressed glycoprotein G for
detection of herpes simplex virus type — specific antibodies. The Journal of Infectious
Diseases. 164: 1186-8.

36. Schmidt, Nathalie J.PhD. & Emmons, R.W. MD, PhD. 1989. Diagnostic Procedures
for Viral, Rickettsiat and Chlamydial Infections. 6 ® Edition. 265-317.

37. Slomka, M.J., Emery, L., Munday, P:E., Moulsdale, M. & Brown, D.W. 1998. A
comparation of PCR with virus isolation and direct antigen detection for diagnosis and

typing of genital herpes. J.Med . Virol. §65: 177-83.

38.Spear PG. 1884. Glycoproteins specifed by herpes virus.  Roizman B, Ed The
Herpesviruses. Vol 3. Plenun Press. 315.

39.5tevens, Jack G. 1989. Human Herpes Viruses: a consideration the latent state.
Microbiological Reviews. 318-332.87. 1504-1509.

40 Vestergaard, F. B. 1980. Herpes Simplex Virus Antigens and Antibodigs: A survey of
studies. Review of infectious diseases. Vol. 2, No. 6.

41. Weizhong Cal, Baohua Gu, & Stanley Person. 1988. Role of Glycoprotein B of
Herpes Simplex virus Type 1 in viral Entry and Ceil fusion. J. Of Virology. 2596-2604,

59



