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ANTICUERPOS FIJADDRES DE COMPLEMENTO EN SUEROS DE
COBAYOS INMUNIZADOS CON ANTIGENOS DE VIRUS HERPES

HOMINIE TIPQ 2 (M3}
Hugo Michado Paz*
RESUMEN

Se prepararon antigenos de cubierta y de cipsido, y
antiganos crudo y crutdo wvatado con éter, a partir de
virut Herpes hominis tips 2 (M3), el cual crecid en
cultivos celulares. E! material fue utilizado como anti-
geno inmunizante en cobayus.

El estudio seroldgico por fijacion del complemento
indica que los antigenos de cubierta y cépsido muestran
meyor especificidad de tipo gue los dos dltimos, cuando
se utilizan cantidades sub-Gptimas de antigeno en la
prueba. La respuestz en lo: inmunizados con antigenos
crudo y crude tratado con dter, evidencia también la
reactividad cruzada de los des tipos.

INTROOUCCION

Son conocidas las dificultades que 2xisten en la preparacidn de un buen
antigeno fijador del complemento a partir de virus Herpes simple tipo 2
{9), v de |os problemas que se presentan para hacer el disgnéstico
seroldgico de la enfermedsd producids por el citedu viros, puestu gue
comparte antigenos comunes con el tipo 1 (7).

Fazekas de St. Groth en 1967 {3) propuso la diferencizcitn da las cepas
por medio de la nestralizacion cinética en cultivos celulares; procedimien-
to gue fue luego aplicado a micratécnicas por Pauls y Dowdte {10). En
1969, Figueroa y Rawls {4) establecieran algunos marcadores biologicas
que difgrenciaban ‘8 cepa oral de |a cepa genital. Luego Nahmias y col (8)
desarrollaron una téenica de inmunofluorescencia para diferenciar entre
ambos herpes. De igual manera Bemstein y Stewart [1) wtilizaron la
inhibicion de la hemaglutinacion indirecta como medio de diferenciacion
entre ambos. Con excepcion del oltimo de los métodos, todos poseen
desventajas que Ios hacen de dificil realizacidn.
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Este trabajo presenta los resultadcs obtenidos utilizando diferentes
entigenos herpéticos en la bisqueda de suercs inmunes especificos, y frata
de caracterizar la antigenicidad parcial v la reactividad cruzada de los virus
Herpes hominis.

MATERIALY METODO

Virus: Los cepas de virus Herpes hominis tipo 1 (VR) y tipo 2 (MS)
tsadas para preparar los antigenos fueron obtenidas de John A Stewart
(Center for Disease Control, Atlanta, Georgia, USA).

Propagacion del virus: Las cepas crecieron en botellas de 32 onzas de
cultive de células de fibroblastos de pulmén embrionario humano (HELF).
El medio nutritivo consistio de medio de Eagle modificada (5), con 10%
de suero fetal de ternera. E| misma rmedio, pero con 24 de suero, fue
usado para la propagacion del virus, Los cultives fueron inozulados con 0.5
¥ 10° DICT 50 (dosis infecciosas medias en cultivos) de cada virus,
dilufdas en 4.5 ml de medio, e incubadas para absorcién durante 45
minutos a 35C. Pesteriormente se le agregaron 45 ml de medio y se
incubaron a la misma temperatura durante 66 horas, cuando el efecto
titopatogénico (ECP) fue de 80 a 90%.

Antigenos: Los antigenos fijadores del complemento da cubierta y de
capsido fueron preparados segln la técnica de Martin, Palmer y Kissling (B)
IFig. 1).

Los antigenos crudos fueron preparados de |a siguiente manera: las
tapas celulares fueron lavadas con PBS a pH 7.2, con una concentracién
final de 0.15M NaC. y 0.01M PO4; luego se congelaron a —70°C duranta 15
minutos y se descongalaron a temperatura ambiente, Extraido el PBS se le
agregaron 3.5m de buffer de glicina-hidraxido de sodio 0.05M pH 59.0; se
congelaron y se descongelaron por tres veces consecutivas, y la capa calular
‘ug raspada de la pared de las botellas da cultivo, haciéndos posteriormen-
t la extraccion de esa suspensidn. Esta fue sonicada durante 10 segundos a
75W con un sonicador Modelo W185 (Heat Systems-Ultrasanics Inc,
Plainview, N, USA). El material fue clarificado por centrifugacitn o 2500
rpm durante 10 minutos. Parte de éste fue inactivado con voldmenes
iguales de éter & 4'C durante 30 minutos. El éter fue extraido con gas
nitrGgeno en frio. Los antigenos crudos de VR y MS, al igual que los
antisueros humanos positivos y negativos fueron obtenidos de John A
Stewart, para la realizacion de las pruebas de fijacion del complemento.

El antigeno normal fue preparado ce la misma manera gue el antigeno
srudo, pero en cultivos celulares no inoculados con virus.
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FIGURA 1
PREFARACION DE ANTIGENOS DE CUBIERTA ¥ CAPSIDO VIRAL
Celulas HELF infectadas

Sonicar brlevemente en Decama:lmudju
medio de mantenimisnto de mantenimiento
Centrifugar 1 hora Raspar la capa celular

30,000 rpm en Nonidst al 2,5%

I 1

Sedimento Descartar Sonicar Lwementa
{resuspender en sobrenaddnte
agua destilada) Incubar 1 hora

g
Agregar éter en vo.
limenes iguales a 4°C Filtrar an Millipore
30 minutos de 0.20u
Extraer el éter con Mg Filtrado
(gradiente de sacarosa al
Dializar toda la noche 35% 1 hora 30.000 rpm)
en buffer de glicina T ’
pH 10.5 Sedimento
jcontiene antigeno

Cradiente de sacarosa de cdpsido; resus-
al 55% 1 hora 30,000 rpm pender en buffer Ve-  Descartar

| | ronal pH 7.5-7.4) sobrenadante
Descartar Sobrenadante
sedimento  (contiene antigeno

de cublerta).

Antisueros de animales.- Fueron preparados con antigenos de virus
Herpes tipo 2 (M3, utilizando cobayes blancos de peso entre 300 y 400 g,
segun el esqguema siguiente:

Grupo | (Cobayos N1 al 4): 0.5 ml de antigeno de cubierta mezclado con
0.5 ml de adyuvante completo de Freund, via intramusculer.

Grupa 11 (CobayosN®5 al 8): 0.5 ml de antigeno de cépsido mezclade con
0.5 ml de adyuvante completo de Freund, via intramuscular,

Grupo I11 {Cobayos N° 3 al 12): 0.5 ml de antigeno crudo mezclado can
0.5 ml de adyuvants completo de Freund, via intramuscular.
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Grupo IV (Cobayos N® 13 al 16): 0.6 ml de antigeno cruda inactivado con
éter, mezclado con 0.5 ml de adyuvante completo de Freund, via
intramuscular,

Grupo V (Cobayos N° 17 al 20): 0.5 mlde HELF mezclado con 0.5 ml de
atyuvante completo de Freund, via intramuscular. Control,

Grupo VI {Cobayos N°21 al 24} No inoculados. Cantraol,

Todos los cobaycs fueron sangrados praviamente antes de ser inocula-
dos. Posteriores extracciones de sangre se efectuaron a los 9, 16 v 30 dias
después de inmunizados.

Prueba de Fijacidn del Complemento: Se ust la microtécnica del LBCF
{2).

RESULTADOS

Se detectaron niveles bajos de anticuerpos fijadores del complemento
{1:B) contra Herpes tipo 1 (VR] y tipo 2 (MS), al 9°dia de la inoculacidn,
en los grupos inmunizados con antigeno de cubierta y antigeno de cdpsido,
y titulos ligeraments mayores (1:16 a 1:64) en log inoculados con
antigenos crudo y crudo inactivado coy éter. Los titulos de anticuerpos
fiadores del complemento se elevaron progresivamente en los cuatro
primeros grupos (1:256 a 1:1024), especialmente a los 30 dias, con valores
practicamente iguales para los dos virus. Los grupos controles no
presentaron anticuerpos fijadores del complemento en ninjun momento.

Cusndo los sueres anti M5, preparados segin el esquema anterior,
fueron probados contra concentraciones Gptimas dé amiganus crudos de
los tipos VR y MS del virus Herpes (diluziones de 1:3), presentaron titulos
similares de anticuerpos (Tabla |). Sin embargo, en los cobayos inoculados
cen antigeno de cubierta y en los inotulados con antigeno de cdpsido,
cuando las concentraciones de antigencs usadas en la prueba eran una o
dos veces mas bajas, los anticuerpos para el tipo 2 continuaban siendo
demastrobles (Tobla 1), cosa que no sucedio con los onticuerpos contra el
tipo 1 (Tabla I11). En la tabla 1V sa dewallan los titulos obtenidos contra
Harpes 1 y Herpes 2 utiltzando antigenos mas dilufdos.

Los cobayos inmunizados con antfgeno crudo y antigenao crudo tratado
ton éter, presentaron anticuerpos contra ambos virus, utilizando cualquier
dilucitn de antigeno en la prueba.



TABLA |
TITULOS DE ANTICUERPOS FIJADORES DEL COMPLEMENTO CONTRA HERFES
1 y 2 EN EUERCE DE COBAYDS INMUNIZADOS CON HERPEE SIMPLE  TIPQ 2

Grupo ¥ Titulos contea Herpes | (VR DL L:3) Tirulos contra Herpes 2 (M3 Dl 1:3)
N del suercs [Dias 0 ] 18 30 0 E 16 10
GRUPO |

z <B & b4 512 | <B <8 64 258

3 <B B 128 1024 | <8 <B 128 256

4 <B & 128 logd [ <8 <8 I3 138
GRUPDII

5 <8 ] 128 1024 | <a <B 512 1024

& <3 <8 ¥ 512 | =8 < 128 512

7 <4 =8 “H 512 <8 <8 64 256

B 2§ A =B loza < =B izs 1024
GRUPCII

g <8 15 158 1024 | <A 32 517 1034
10 <A ) 56 g12 | <& 22 2/ 512
1t <8 32 5132 124 [ <a 32 s12 1004
12 <B B 128 L <B 52 138 -
SRUPD IV
13 =B ] 126 - ) a 128 =
14 <B &4 512 lo2q | <8 64 256 51z
15 B B4 1024 1024 <A 32 o4 1024
15 <8 8 512 1024 <H a 512 512

DISCUSION

La dificultad de hacer el diagndstico entre Herpes 1y 2 a partir de un
sislamiento se debe, primordialmente, & la reactivided cruzada que

presentan |os sueros inmunes preparados con cualquierh de los dos virus.

La utilizacién de fracciones del virus, sobre todo del cdpsido, produce
un suero inmune con menor tendencia a reaccionar con el virus heterdlogo
en la prueba de fijacion del complemento, que los sueros inmunes
preparados por la inoculacién de antigeno crudo y crudo inactivado con
#ter; sobre todo sise utilizan en Ia prueba diluciones menos concentradas
de antigeno viral.

Esta modificacion nos da un instrumento sencillo pare identificar con
rertaza gl serotipo de los virus herpes sicladog,
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TABLA [}
TITULOS DE ANTICUERPOS FITADORES DEL COMPLEMENTD CONTRA VIRUS HERFES 3
|EN SUERCE DF COBAYOS INMUNIZADOS CON HERPES SIMFLETIFG 2. | COMPARACION
DE DCE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ANTIGENC
Titulos conira T{tulos contrs :
Grupo y Herpes 2 (M3 Dil, 1:3) Herpes 2 (M5 Dil, 1:4)
N* del suers Dia 30 Dia 30
CRUPG |
2 256 128
3 256 iS58
4 128 128
GRUPGI1
5 1024 1024
] 512 512
7 1% 512
] 1024 024
GRUPO I
] 1024 1024
10 El2 B2
11 1024 1024
12 = -
GRUPD TV
13 = =
14 512 si2
15 1034 1024
16 512 sL2

Lomplement—fixing antibodies in guinea pigs immunized with type 2 (MS)
Herpes virus hominis antigens.

Machado-Paz H (Escuela de Bioandlisis, Facultad de Medicina, Universidad
del Zulia, Maracaibo, Venezuela). Invest Clin 14{2): 7481, 1973.—
Different herpes virus type 2 antigens were prepared using either virus
membranes, capsid, crude whole wvirus or crude virug treatad with ether,
The virus was grown in tissue culture and immune serum was obtained by
inoculation of antigens into guinea pigs.

Complement fixation test showed that antibodies againstvirus membra-
ne and capsid were more type specific than antibodies obtained with crude
virus and ether inactivated virus, when the amount of virus antigens used
in the test were decreased below optimal figures. Antihadies prepared with
the last two antigens cross-reacted with herpes 1 at any dilution used.
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TTULOS DE ANTICUERPDS FUADDRES DEL COMPLEMENTC

CINTRA VIRUS HERFES ENIVERDS DE OOEAYOS INMUNEI

ZADOS CON HERPES SIMFLE TIFD 2 COMPARACION DE DOS
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ARTHGERD

TABLA LI

Tituias comtm Tibalay somina
¥ Harpes t (VR &L 1:3} Furpss | (VR DIl Lid}

MW* el weero Driw 30 Dig30
GRUPD T

F LTk n

L 1024 B

'l 1024 B
GRUPD I

5 1024 B

L 212 <B

? 2 =B

[} 1924 B
GHUPO N

3 e a1z

1] 512 256

{5 | o 512

12 - B
GRUPD IV

13 - -

14 124 256

15 [k 512
L 1024 64

THELA IV

COMPARACION BE LOS TITULDS RE ANTICUERPCS FIJADOAES
DEL COMPLEMENTO CONTRA VIRUS HERPES | y 2 ER SUERDS
TE COBAYOS INMUNIEADOS CON HERPES SEMPLE TIPQ 2, UT)
LIZANDD DOSIS SU8-0PTIRA DF ANTICENDS

Gogo ¥ Tiiulat Bz Térelor contra

W cal e Herpes 3 M5 Bl 1:4] Herpas 1 (VR Dil. 114}
e &0 O 50

GRIPOL

i 128 32

] 25 .3

4 128 8
GRUPO 11

1 HlEr ] .1

] #2 -8

7 §12 a

&8 §o2d a
GRUFMD 1]

L] i ri} L]
jila] 512 -t
i1 1024 512
12 ;
CRUPD IV
13 2
14 i 54
11} dead L2k
it sl &4
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