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Deteccion del genoma y antigenos del Herpes Simplex
Virus-1 en pacientes con queratitis herpética

Alejandra Sanchez-Navarro Palazuel os*, Radl Suérez Sanchez*, Rubén L 6pez-Revilla**, Juan Carlos Cancino***,
Miguel Angel Reyes L 6pez***

RESUMEN

Objetivo. Detectar el genoma y antigenos del Herpes Simplex Virus-1 en muestras oculares de pacientes con queratitis
herpética.

Método. Se analizaron por reaccion en cadenade la polimerasa (PCR genoma) y ELISA (HERPCHEK antigenos), muestras
deléagrimay raspado corneal de pacientes con diagnostico clinico de queratitis herpética epitelial o estromal.

Resultados. Incluimos 41 pacientes con diagndstico de queratitis herpéticay 5 controles sanos. Detectamos presencia de
antigenosy genomadel HSV en 100% delos 9 casos con queratitis herpéticaepitelial ; en 20 estromalesno sedetectd el DNA,
aexcepcion de un caso de estromal necrotizante donde lamuestra de l1&grimay raspado de cornea presentaron solo genoma.
Doce pacientes se clasificaron como queratitis herpéticas dudosas, 10 presentaban actividad inflamatoriay solo en 40% de
ellos se detecté genomay antigenos del Herpes Simplex Virus.

Conclusiones. En caso de sospechade queratitis herpéticaepitelial con actividad inflamatoria sugerimos confirmar lapresen-
ciadel HSV-1 mediante PCR, debido amayor sensibilidad y rapidez en comparacién con el ELISA. Sugerimos correlacionar
los resultados encontrados por ELISA y PCR con €l posible estado de replicacion del virus como guia paratratamiento. En
queratitis estromal sin datos de actividad no se logré detectar el genomao los antigenos del virus.
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SUMMARY

Objective: To detect the genome and Herpes Simplex virus-1 antigens in ocular samples of patients with herpetic keratitis.
Materialsand methods: We analyzed by polymerase chain reaction (PCR-genome) and ELI1SA (HERPCHEK to detect capsid
antibodies) tear and corneal samples from patients with epithelial or stromal herpetic keratitis.

Results: Weincluded 41 patients with the presumptive diagnosis of ocular herpetic disease and 5 controlswithout herpes. We
detected the presence of genome and antigens of HSV in 100% of cases with epithelial keratitis (9 patients), there was a
complete absence of HSV genome and antigensin all samples of stromal keratitis, except in one case with the diagnosis of
necrotizing stromal keratitis we found the genome. Twelve patients were classified as doubtful herpetic keratitis and we
detected the HSV in 40% of cases with active inflammation.

Conclusions: In epithelial herpetic keratitis, we suggest that the presence of Herpes Simplex-1 be confirmed with PCR, given
the superior sensitivity and practical approach when compared to the antigenic immunologic reaction. Also correlate the
results of the PCR and ELISA with the replicative state of the virus. In the inactive stromal keratitis cases, neither the viral
genome nor the antigens agai nst the virus were detected.
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INTRODUCCION

El HSV-1 pertenecealafamiliaHerpesviridae, y loshumanos
son el Unico hospederoy reservorio natural del virus(1, 2). El
primer contacto ocurre entrelos 6 mesesy los 5 afios de edad
y es subclinico en 90% de los casos (3-5). Liesegang y cola-
boradores reportaron, en el estudio comunitario del herpes
simple ocular realizado en Minnessota, EUA, que el primer
cuadro de herpes ocular aparece en promedio en la tercera
década de la vida 'y menos de 50% presenta antecedentes
patol 6gicos de enfermedad ocul ar herpéticaprevia(6-9).

En los casos recurrentes, la primera estructura ocular
involucrada es |la superficie corneal 10 que produce una
queratitis (principal causa de ceguerainfecciosa en los pai-
sesdesarrollados), seguido de conjuntivay parpados. El ries-
go derecurrenciadespuésdel primer episodio de herpes ocu-
lar es, aun afio, de 10%, ados afios de 23%y a10 afiosdl 50%
(10, 12).

Lainfeccion ocular recurrente es causada por la reactiva-
cion del herpesen el ganglio trigeminal, el cual vigjapor sus
terminaciones nerviosas hasta €l epitelio corneal en donde
establece un patron de replicacién activay produce un cua-
dro dequeratitisdetipo epitelial o estromal, o querepresen-
ta una de las enfermedades méas desafiantes desde el punto
devistadel diagnosticoy tratamiento (6, 7).

Holland, establecelaclasificacion delaqueratitisherpética
en cuatro categorias con base en su anatomiay fisiopatol ogia
(8). Laprimeraincluyelaafeccién del epitelio corneal donde
destacan laUlceradendriticay geogréfica, las cuales pueden
ser confundidas clinicamente con lesiones pseudodenriticas
causadas por abrasiones corneales, Herpes Zoster, Acantha-
moeba o0 Ulceras bacterianas. La segunda categoria engloba
lasalteracionesdel estromacorneal, (48% son producto dela
recurrencia), el cual puede afectarse de maneraprimariaen el
caso de la queratitis necrotizante y lainmune o de manera
secundaria como secuela de una queratitis epitelial o
queratopatia neurotréfica. (8, 9). La queratitis estromal
necrotizante (QEN) resultadelainvasion directadel virusen
el estromay simulaunaqueratitis bacterianasevera (10, 11).
La queratitis estromal inmune ocurre en 20% de |los casos
recurrentes y se cree es una reaccién de hipersensibilidad
retardada ante antigenos herpéticos retenidos en el estroma,
lo que conlleva a inflamacion constante de bajo grado que
progresaa cicatrizacion y neovascul arizacion estromal .

La fuente de los antigenos ha sido debatida, se han hecho
estudios de los infiltrados estromales en busca de su origen.
Con microscopia electronica se han observado particulas
virales, incompletas o dafiadas, en estos depositos (11), sin
embargo, el virus usualmente no serecuperadirectamente de
homogenizados corneales.

Otro subtipo de queratitis estromal eslaendotelitiso que-
ratitis disciforme, producto de una reaccién inflamatoria a
nivel del endotelio que resulta en su descompensacion y
edemacorneal permanente. El mecanismo etiopatogénico es
similar al anterior: unareaccién inmunolégica en contra de
antigenos retenidos en el estroma, aunque el papel del virus
vivo como causa de lainfeccion no se descarta (8-13).
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Se ha observado que, en muchas ocasiones, laenfermedad
ocular herpética puede compartir datos clinicos similares a
los de otras enfermedades oculares de causa infecciosay la
clinicaresultaser insuficiente paralaconfirmacion del diag-
nastico o conocer €l estado de replicacién viral.

Estaconfusion en el diagndstico clinico nosllevaalabis-
gueda de herramientas alternativas. Actualmente, el método
estandar utilizado para la confirmacion de la presencia del
HSV en todas estas lesiones que no han sido tratadas es €l
aisamiento delosvirionesen cultivo detejido, dondeel efecto
citopético confirma la presencia del virus, pero los resulta-
dos se obtienen en 2 a 5 dias después de haber realizado €l
in6culo (3, 4).

Por otra parte, existen nuevas herramientas de biologia
molecular que han demostrado ser méas sensibles, rapidas,
especificas y baratas en comparacion con el cultivo celular.
No requieren de células intactas o particulas virales viables
para su deteccion como es el caso del inmunoensayo
enzimatico (disponible en un kit comercial |lamado
HERPCHEK), o la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), lo quelas haceideal es para ser empleadas
enlaprécticaclinica(14-19).

Con lo anterior, creemos que la pruebade PCR asociada a
la de ELISA puede determinar la presencia o ausencia del
HSV-1y saber si estaen fase activao no de replicacion.

Los objetivos del presente estudio fueron, entre otros:
detectar la presencia de antigenos (ELISA) y del genoma
(PCR) del HSV-1 en muestras ocul ares de pacientes con sos-
pechade queratitis herpéticaepitelial o estromal, correlacionar
los resultados encontrados en el laboratorio y en la clinica
paradeterminar el posible estado dereplicaciénviral y com-
parar la utilidad de la lagrima como la del raspado corneal
paralograr nuestro objetivo.

MATERIAL Y METODO

Seincluyeron pacientesdel Instituto de Oftalmol ogia Conde
de Valenciana con sospecha clinica de queratitis herpética
epitelial o estromal que no estuvieran recibiendo tratamiento
con antivirales. Se excluyeron pacientes poco cooperadores,
asi como pacientes con diagnostico comprobado de queratitis
de otras etiologias como bacterianas o0 inmunes.

Estudio prospectivo, longitudinal y experimental aproba-
do por el ComitédeInvestigacion del Instituto de Oftalmolo-
gia, Fundacion Conde de Vaenciana.

Incluimos 46 pacientes y se clasificaron de la siguiente
manera: 5 controles negativos libres de herpes ocular, 9 con
gueratitis epitelial, todos con datos de actividad inflamatoria
(Ulceradendriticao geografica), 20 que se catal ogaron como
estromales (disciforme o intersticial) (sdlo un paciente pre-
sentaba una necrotizante con actividad importante) y 12 sos-
pechosos de herpes epitelial o corneal, de los cuales 10 pre-
sentaban inflamacién.

Serecol ectaron muestras de | &grima (capilares) y/o raspado
corneal (espatulade Kimura) en los paci entes con diagndstico
de queratitis herpética epitelial y estromal (se tomd el boton
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Fig 1. Reaccion de PCR paralasecuenciadenominada especificade
HSV-1. Electroforesis delos productos de amplificacion. (1) Mar-
cador de peso molecular de 100pb. (2, 3) Mezcla con DNA del
control +. (4, 5) Mezcla con DNA del control negativo, el cua
cuenta con todoslos reactivos paralareaccion de PCR, excepto un
DNA molde.

corneal en caso de haberse transplantado) y se almacenaron a
4°C hastasu utilizacion paraPCR o ELISA segln el caso.

PCR: Reaccion depolimerizacién en cadena
Previaextraccion de DNA (QIAamp DNA mini Kit), seproce-
dié arealizar latécnicade PCR utilizando dosparesdeinicia-
doresen buscadel gen delaTimidinaCinasadel HSV-1. Uno
denominado “universal” conlasecuencia5-TTA TTG CCG
TCATAGCGCGG-3 y5-GGCGACCTGTATAACGTGTT-
3’, que proporcionaun producto de 272pb y €l otro denomi-
nado “ especifico” conlasecuencia5’- AAT CGC GAA CAT
CTA CACCAC-3 y5-AAA GCT GTCCCCAAT CCT CCC-
3, que daun producto de 500pb. Todas |as reacciones se pro-
cesaron enregulador 1X del PCR (TrissHC 10mM, pH 8.3, KCI
50mM) conteniendo 1 pL de cada iniciador (20 pg/ulL),
1plL delasolucion“stock” delos4 dNTP's(10mM), 1.5uL
deMgCl, (25uM), 0.3 uL de Tag DNA polimerasarecombi-
nante (Life Technologies) en un volumen total de 25 L.

Se llevaron a cabo los siguientes ciclos de reaccion para
amplificar la secuencia denominada “universal”: 94°C por 5
min., 40 ciclosde 94°C por 30 seg., 56.5°C por 30 seg., 72°C por
1 min. y una extension final de 72°C por 5 minutos. Para la
secuencia“ especifica’ serealizaron ciclosde: 94°C por 5min.,
40 ciclosde95°C por 30 seg., 62°C por 1 min., 72°C por 30 seg,
unaextension final a 72°C por 10 minutos. Los productos de
reaccion se cargaron en un gel de agarosaa 3% parallevar a
cabo laelectroforesis con un poder de 100V por 30 minutos.

ELISA: Pruebaparaladeteccion deantigenosdeHSV

Es una prueba directa para la deteccién en general de
antigenos de HSV. Se basa en un anticuerpo policlonal de
conegjo anti-HSV paralacapturade antigenosde HSV conte-
nidosen lamuestraclinica. Unavez inmovilizado € antigeno,
se coloca un segundo anticuerpo monoclonal biotinilado de
raton. Lacantidad de anti cuerpo biotinilado unido al antigeno
se mide por lareaccion que se presentaal unirlo con el com-
plejo de peroxidasa de réabano-estreptavidinag, que catalizala
conversion de un sustrato cromogénico en un producto que
producecolor, el cual esleido en un espectrofotdmetro con un
filtro dereferenciade 620 nm con unasensibilidad de 95.6%.
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Fig. 2. PCR Especifica para controles negativos con DNA.
Electroforesis delos productos de amplificacion. (1) DNA de bac-
teriagram positiva. (2) DNA de célulahumana. (3, 4) Extraccién de
DNA apartir de muestras de lagrimay de raspado de cornea de un
paciente con diagndstico de queratitis herpética epitelial que reci-
bi6 tratamiento con antivirales. (5) Mezclacon DNA del control +.

RESULTADOS

PCR: Reaccion depolimerizacién en cadena
Como control positivo seempled el DNA delacepaMclntire
deHSV-1.

Como control negativo se utilizd unareaccién con Unica-
mente |os reactivos necesarios para el PCR, excepto DNA
molde. Se estandariz6 latécnicade PCR universal y especifi-
ca (fig.1), y se compararon los resultados de los controles
contramuestras de DNA obtenidas de bacterias, plasma hu-
manoy lagrimay cérnea de pacientes sanos (fig.2).

Tanto la PCR denominada “ universal” como la*“ especifi-
ca’ lograron ladeteccién del genomadel HSV-1 enlasmis-
mas muestras; en 1os casos de queratitis epitelial se detectd
el genomaen 100% de las muestras de raspado corneal y en
73.21%delagrima.

L os pacientes catal ogados como estromales (intersticiales
o disciformes) sin datos de actividad no presentaron genoma
del HSV. Delos 12 pacientes catal ogados como sospechosos
de herpesocular, sélo 40% de las muestras de lagrimay cor-
nea fueron positivas, en el resto no hubo deteccion. Solo el
caso de queratitis estromal necrotizante con datos de infla-
macion y necrosis activa presenté el genomadel HSV-1 en
l&grimay coérnea.

ELISA: Pruebaparaladeteccion deantigenosdeHSV

S6lo selogré la deteccidn de antigenos del HSV en 100% de
las muestras de raspado corneal de pacientes con diagndstico
dequerdtitisepitelial, € resto delas muestrasanalizadas-lagri-
ma de QHE y todos los casos estromales- fueron negativos.
Por otraparte, se detectaron los antigenosdel HSV en 40% de
muestras de lagrimay cornea de pacientes con diagndstico de
sospecha de herpes ocular con datos de inflamacion.

DISCUSION

Las enfermedades oculares causadas por microorganismos
(bacterias, hongos, parasitosy virus) pueden convertirse en
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un reto diagndstico y de tratamiento. Esto es particularmente
cierto en el caso delas particulasvirales, en donde el diagnés-
tico con los métodos convencionales (cultivo) es mucho mas
tardado y poco sensible, lo que se traduce muchas veces en
un tratamiento especifico tardio y un pronéstico visual fatal.

El virus del herpes simple representael principa ejemplo
de agente infeccioso causante de un espectro muy amplio de
enfermedad ocular, que en la actualidad representa la causa
infecciosa principal de ceguera en los paises desarrollados.

En lo anterior se fundamenta nuestro trabajo, en el cual
logramosimplementar en el Instituto de Oftalmol ogia Conde
de Valenciana nuevas herramientas de biologia molecular
como el PCRYy el inmunoensayo enzimatico paraladeteccion
oportuna y répida de pequefias cantidades de particulas
virales contenidas en muestras oculares, que a veces resul-
tan ser insignificantes.

CONCLUSIONES

Con los resultados anteriores, podemos suponer que mas de
70% delos pacientes que sean catal ogados en laclinicacomo
queratitis herpéticaepitelial con datos de actividad inflama-
toria, esdecir, lapresenciade algun defecto epitelial sugesti-
vo de herpes, seran portadores del genomay antigenos del
HSV-1en muestras de lagrimao cérnea, pero principalmente
y con mayor sensibilidad en las muestras de raspado corneal .

Ademas, se observaque en estos pacientes selogracorrela-
cionar el estado deinflamacion activacon lapresenciade un
virus en fase de replicacion.

Por otra parte, los pacientes con diagndstico de queratitis
herpética estromal de tipo disciforme o intersticial, no pre-
sentaron genoma y/o antigenos del HSV-1 en muestras de
|&grimay cornea(enlamayoriadelos casos seanalizd todo €l
botén corneal).

Coincidimoscon laliteraturamundial en donde se estable-
ce que la mayoria de estos casos son producidos por una
reaccion de hipersensibilidad retardadamediadapor linfocitos
T ante antigenos de HSV retenidos en el estroma, aunque no
encontramos ninguno.

Planeamos realizar microscopia el ectronicade corneas con
este diagndstico en busca de las particulas virales embebi-
dasenel estroma(6, 7, 10, 13).
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