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Técnicas de biologia molecular para deteccion del Herpes
Simplex virus-1 en pacientes con gueratitis herpética
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RESUMEN

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

M étodo: Seanalizaron por reaccion en cadenadela polimerasa (PCR genoma) y ELISA (HERPCHEK antigenos), muestras
delagrimay 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
antigenos y genoma del HSV en 100% de casos con queratitis herpética epitelial (9 casos), en estromales (20 casos) no se
detectd el DNA, aexcepcion de un caso de estromal necrotizante donde lamuestrade lagrimay raspado de cornea presentaron
sdlo genoma. Doce pacientes se clasificaron como queratitis herpéticas dudosas, 10 presentaban actividad inflamatoriay solo
en 40% de ellos se detectd genomay antigenos del Herpes Simplex Virus.

Conclusiones: En caso de sospecha de querdtitis herpética epitelial con actividad inflamatoria sugerimos confirmar la
presencia del HSV-1 mediante PCR, debido a mayor sensibilidad y rapidez en comparacion con el ELISA. Sugerimos
correlacionar |os resultados encontrados por ELISA y PCR con €l posible estado de replicacion del virus como guia para
tratamiento. En queratitis estromal sin datos de actividad no selogro detectar el genoma o los antigenos del virus.

Palabras clave: Queratitis herpética epitelial, queratitis herpética estromal, reaccion en cadena de la polimerasay HERP-
CHEK

SUMMARY

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

Results: Weincluded 41 patients with the presuntive diagnosis of ocular herpetic disease and 5 controls without 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. 12 patients were classified as doubtful herpetic keratitis and we detected
the HSV in 40% of cases with active inflammation.

Conclusions: In epithelia 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 against the virus were detected.
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INTRODUCCION

El HSV-1 pertenecealafamiliaHerpesviridae, y loshumanos
son el tnico hospederoy reservorio natural del virus(1, 2). El
primer contacto ocurre entrelos 6 mesesy los 5 afios de edad
y essubclinico en 90% delos casos (3-5). Liesegangy 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, laprimeraestructuraocular invo-
lucradaeslasuperficie corneal 1o que produce unaqueratitis
(principal causa de ceguerainfecciosaen |os paises desarro-
Ilados), seguido de conjuntivay parpados. El riesgo de recu-
rrenciadespuésdel primer episodio de herpes ocular es, aun
afo, de 10%, adosafiosde 23% Yy a 10 afios de 50% (10, 11).

Lainfeccion ocular recurrente es causada por lareactiva-
cion del herpes en el ganglio trigeminal, paraviajar por sus
terminaciones nerviosas hasta el epitelio corneal en donde
establece un patron de replicacién activay produce un cua-
dro dequeratitisdetipo epitelial o estromal, o que represen-
ta una de las enfermedades méas desafiantes desde el punto
devistadel diagnostico y tratamiento (6, 7).

Holland estableci6 la clasificacion de la queratitis herpética
basada en su anatomiay fisiopatol ogiaen cuatro categorias (8).

La primera incluye la afeccion del epitelio corneal de
donde destacan la Ulcera dendriticay geogréfica, las cuales
pueden ser confundidas clinicamente con lesiones pseudo-
denriticas causadas por abrasiones corneales, herpes zos-
ter, acanthamoeba o Ulceras bacterianas.

Lasegunda categoriaenglobalas ateraciones del estroma
corneal (48% son producto de larecurrencia), el cual puede
afectarse de maneraprimariaen €l caso delaqueratitisnecro-
tizantey lainmune o de manera secundaria como secuelade
unaqueratitis epitelial o queratopatianeurotrofica(8, 9).

Laqueratitis estromal necrotizante (QEN) resultadelain-
vasion directadel estromapor el virusy ssmulaunaqueratitis
bacterianasevera (10, 11). Laqueratitisestromal inmune ocu-
rre en 20% de |0s casos recurrentes; se cree es unareaccion
de hipersensibilidad retardada ante antigenos herpéticos re-
tenidos en el estroma, lo que conllevaainflamacion constan-
te de bajo grado, que progresa a cicatrizacién y neovascula-
rizacion estromal.

La fuente de los antigenos ha sido debatida, se han hecho
estudios de los infiltrados estromales en busca de su origen.
Con microscopia el ectronica se han observado particulas vi-
rales, 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
edema corneal permanente. El mecanismo etiopatogénico es
similar a anterior, una reaccion inmunol égica 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 la enfermedad
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 0 5 dias después de haber realizado el
in6culo (3, 4).

Por otra parte, existen nuevas herramientas de biologia mo-
lecular que han demostrado ser mas sensibles, rapidas, especi-
ficas y baratas en comparacién con e cultivo celular. No re-
quieren de células intactas o particulas viraes viables para su
deteccion como es e caso del inmunoensayo enzimético (dis-
ponible en un “kit” comercia Ilamado HERPCHEK) o la téc-
nica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), lo que las
hace ideales para ser empleadas en la précticaclinica (14-19).

Con lo anterior, creemos que la prueba de PCR asociada
con lade ELISA pueden determinar la presencia o ausencia
del HSV-1y saber si estaen fase activa o no de replicacion.

Los objetivos del estudio fueron, entre otros, detectar la
presenciade antigenos (ELI1SA) y del genoma(PCR) del HSV -
1 en muestras oculares de pacientes con sospecha de quera-
titis herpética epitelial o estromal, correlacionar los resulta-
dosencontradosen €l laboratorio y en laclinicaparadetermi-
nar el posible estado dereplicacion viral y comparar la utili-
dad de la lagrima como el del raspado corneal para lograr
nuestro objetivo.

Seincluyeron pacientesdel I nstituto de Oftalmologia Con-
de de Valenciana con sospechaclinicade queratitis herpética
epitelial o estromal que no estuvieran recibiendo tratamiento
con antivirales. Se excluyeron pacientes poco cooperadores,
asi como pacientes con diagndstico comprobado de querati-
tis de otras etiologias como bacterianas o inmunes.

METODO

Estudio prospectivo, longitudinal y experimental, aprobado
por el Comitéde Investigacion del “ Instituto de Oftalmologia
Fundacién Conde de Valenciana’. Incluimos 46 pacientesy
seclasificaron delasiguiente manera: 5 controles negativos,
libres de herpes ocular, 9 con queratitis epitelial, todos con
datos de actividad inflamatoria (Ul cera dendritica o geogréafi-
ca), 20 se catal ogaron como estromales (disciforme o intersti-
cial), sélo un paciente presentaba una necrotizante con acti-
vidad importante y 12 fueron sospechosos de herpes epite-
lial o corneal, delos cuales 10 presentaban 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
corneal en caso de haberse transplantado) y se amacenaron a
4°C hasta su utilizacion para PCR 0 ELISA segln €l caso.
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PCR: Reaccion de polimerizacion 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 da un producto de 500pb. Todas las reacciones se
procesaron en regulador 1X del PCR (TrissHC 10mM, pH 8.3,
KCI 50 mM) conteniendo 1 uL decadainiciador (20 ug/ L), 1
uL delasolucion «stock» delos4 dNTP's (10 mM), 1.5uL de
MgCl, (25uM), 0.3 uL de Tag DNA polimerasarecombinante
(Life Technologies) en un volumen total de25 L.

Se Illevaron a cabo los siguientes ciclos de reaccion para
amplificar la secuencia denominada “universal”: 94°C por
5 min., 40 ciclos de 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 minu-
tos. Para la secuencia “especifica” se realizaron ciclos de;
94°C por 5 min., 40 ciclos de 95°C por 30 seg., 62°C por 1
min., 72°C por 30 seg, una extension final a 72°C por 10
minutos. Los productos de reaccidn se cargaron en un gel
de agarosa al 3% parallevar a cabo la electroforesis con un
poder de 100V por 30 minutos.

ELISA: Prueba para la deteccion de antigenos de HSV
Es una prueba directa para la deteccién en general de anti-
genos de HSV, se basa en un anticuerpo policlonal de cone-
jo anti-HSV para la captura de antigenos de HSV, conteni-
dos en lamuestra clinica. Unavez inmovilizado el antigeno
se coloca un segundo anticuerpo monoclonal biotinilado
deraton. Lacantidad de anticuerpo biotinilado unido al anti-
geno se mide por la reaccion que se presenta al unirlo con
el complejo de peroxidasa de rébano-estreptaviding, que
cataliza la conversion de un sustrato cromogénico en un
producto que produce color, €l cual es leido en un espec-
trofotometro con un filtro de referencia de 620 nm con una
sensibilidad de 95.6%.

RESULTADOS

PCR: Reaccion de polimerizacion en cadena

Como control positivo se empleé el DNA de la cepa
Mclntire de HSV-1. Como control negativo se utiliz6 una
reaccion con Unicamente |os reactivos necesarios para €l
PCR, excepto DNA molde. Se estandarizé latécnicade PCR
universal y especifica (figura 1), y se compararon |os re-
sultados de los controles contra muestras de DNA obteni-
das de bacterias, plasma humano y lagrimay cérnea de pa-
cientes sanos (figura 2).

Tanto la PCR denominada “Universal” como la “ Especi-
fica” lograron la deteccién del genoma del HSV-1 en las
mismas muestras, en los casos de queratitis epitelial se de-
tect6 el genoma en 100% de las muestras de raspado cor-
neal y en 73.21% de lagrima.
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Fig. 1. Reaccion de PCR parala secuencia denominada especifica
de HSV-1. Electroforesis de los productos de amplificacion. (1)
Marcador de peso molecular de 100pb. (2,3) Mezcla con DNA del
control +. (4,5) Mezclacon DNA del control negativo, el cual cuen-
tacon todos|osreactivos paralareaccion de PCR, excepto un DNA
molde.

L os pacientes catalogados como estromales (intersticia-
les o disciformes) sin datos de actividad no presentaron
genoma del HSV. De los 12 pacientes catalogados como
sospechosos de herpes ocular, sdlo 40% de las muestras de
l&grimay cornea fueron positivas, en €l resto no hubo de-
teccion. Sélo el caso de queratitis estromal necrotizante
con datos de inflamacion y necrosis activa presento el geno-
madel HSV-1 en lagrimay cornea.

ELISA: Prueba para la deteccion de antigenos de HSV
Solo se logro la deteccion de antigenos del HSV en 100%
de las muestras de raspado corneal de pacientes con diag-
nostico de queratitis epitelial, €l resto de las muestras ana-
lizadas, 1&grima de QHE y todos los casos estromal es, fue-
ron negativos. Por otra parte, se detectaron los antigenos
del HSV en 40% de muestras de lagrima y cornea de pa-

1 2 3 4 5

TK (500 pb)

Fig. 2. PCR “Especifica’ paracontroles negativoscon DNA. Elec-
troforesis de los productos de amplificacion. (1) DNA de bacteria
gram positivo. (2) DNA decélulahumana. (3,4) Extraccion de DNA
apartir demuestras de lédgrimay de raspado de corneade un pacien-
te con diagndstico de queratitis herpéticaepitelia querecibi6 trata-
miento con antivirales. (5) Mezclacon DNA del control +.
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cientes con diagndstico de sospecha de herpes ocular con
datos de inflamacion.

DISCUSION

Las enfermedades oculares causadas por microorgani smos
(bacterias, hongos, parasitos y virus) pueden convertirse en
un reto diagnéstico y de tratamiento, principa mente en el
caso de las particulas virales, en donde el diagnostico con
|os métodos convencionales (cultivo) es mucho mas tarda-
do y poco sensible, o que se traduce muchas veces en un
tratamiento especifico tardio y un pronéstico visual fatal.

El virus del herpes simple, representa el principal gemplo
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, con el cual
logramos implementar nuevas herramientas de biologia
molecular como el PCR y el inmunoensayo enzimético para
la deteccion oportuna y répida de pequefias cantidades de
particulas virales contenidas en muestras oculares, que a
veces resultan ser insignificantes.

CONCLUSIONES

Con los resultados anteriores, podemos suponer que mas
de 70% de los pacientes que sean catalogados en la clinica
como queratitis herpética epitelial con datos de actividad
inflamatoria, esdecir, la presencia de algun defecto epitelial
sugestivo de herpes, seran portadores del genoma 'y
antigenos del HSV-1 en muestras de lagrima o cornea; pero
principalmente y con mayor sensibilidad en las muestras de
raspado corneal. Ademas, se observa que en estos pacien-
tes se logra correlacionar €l estado de inflamacién activa
con la presencia de un virus en fase de replicacion.

Por otra parte, los pacientes con diagndstico de querati-
tis herpética estromal de tipo disciforme o intersticial, no
presentaron genoma y/o antigenos del HSV-1 en muestras
de lagrimay cornea (en la mayoria de los casos se analizd
todo el botén corneal).

Coincidimos con la literatura mundia en donde se esta-
blece que la gran mayoria de estos casos son producidos
por unareaccion de hipersensibilidad retardada mediada por
linfocitos T ante antigenos de HSV retenidos en el estroma,
aungue no encontramaos ninguno.

Planeamos realizar microscopia electronica de cérneas
con este diagnostico en busca de las particulas virales em-
bebidas en el estroma
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