FAMILIA HERPESVIRIDAE.
MICROBIOLOGIA $I DIAGNOSTICUL
DE LABORATOR AL INFECTIILOR

CAUZATE DE HERPESVIRUSURI

Viruses of Humans Common Name Subfamily

Human herpesvirus 1 Herpes simplex typel alpha
Human herpesvirus 2 Herpes simplex type 2 alpha
Human herpesvirus 3 Varicella-zoster alpha
Human herpesvirus 4 Epstein-Barr gamma
Human herpesvirus 5 Cytomegalovirus beta
Human herpesvirus 6/7  exanthum subitum beta

roseola infantum

Human herpesvirus 8 Kaposi’s Sarcoma-assoc. gamma
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FAMILIA HERPESVIRIDAE

e Virusurile herpetice - agenti patogeni ai omului, primatelor si
altor mamifere (porci, cai, vite), ai pasarilor (gaini, curcani,
etc), pestilor si broastelor, reunind peste 100 de virusuri.

Clasificarea virusurilor herpetice de interes medical:

e Subfamilia Alphaherpesvirinae

genul Simplexvirus (HSV-1, HSV-2)

genul Varicellovirus (VZV)

e Subfamilia Betaherpesvirinae

genul Cytomegalovirus (CMV)

genul Roseolovirus (HHV-6/7)

e Subfamilia Gammaherpesvirinae

genul Lymphocryptovirus (EBV)

genul Rhadinovirus (HHV-8)

CARACTERE GENERALE ALE HERPESVIRUSURILOR
e Structura virionului
Virion sferic, 150-200 nm diametru, constituit din:

e centru dens, de forma unui mosor (bobina), de natura
proteica, pe care este infagurat acidul nucleic;

e genomul viral — ADNd.c., constituit din 80-100 gene

e capsida de simetrie icosaedrica, formata din 162 capsomere;

e tegument — structura proteica fibrilara, situata intre capsida si
supercapsida;

e peplos (supercapsida), dublu strat lipidic, pe suprafata careia
proiemina spiculi scurti, constituti din 5-8 glicoproteine,
responsabile de adeziune si fuziune

e Enzime (ADN-polimeraza ADN-dependenta, timidin-kinaza,
ribonucleotid-reductaza, serin-proteaza)



http://www.uct.ac.za/depts/mmi/stannard/herpes.html
http://www.wadsworth.org/databank/herpes.htm

Caractere biologice

e virusuri dermo, limfo si neurotrope

e determind infectii latente, recurente

e majoritatea prezintd potential oncogen

e poseda numeroase enzime ce intervin in
multiplicarea virala

e prezinta un spectru foarte larg de gazde si o
gama diversa de forme clinice

e sunt virusuri fragile si se transmit numai prin
contact direct

Rezistenta la agenti fizici gi chimici

o n stare liofilizat, la 4 grade, virusurile
herpetice se mentin ani de zile.

e Relativ instabile la temperaturi ambientale
(+ 22 grade C), inactivate de solventi lipidici,
detergenti, dezinfectanti uzuali, pH extreme.

e Prezinta sensibilitate la actiunea inhibitorilor
sintezei ADN (acyclovir, etc).
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Human herpes

Name Sub Family Target cell type Latency Transmission
Herpes SMPIEXL  Aphaherpesvirinae  Mucoepithelia Neuron Close contact
(HSV-1)
Herpes simplex-2 Close contact
TV Alphaherpesvirinae  Mucoepithelia Neuron sl sexual
Contactor
Varicella Zoster
haherpesvirinae  Mucoepithel e
Vs (vzv)  Alphaherpesviinae  Mucoepithelia Neuron respiratory
Epstein-Barr Vs Gammaherpesvirina B lymphocyte,
o) o epitholia B lymphocytes saliva
Epitheli, Monocytes, Contact, blood
Cytomegalovirus lymphocytes transfusions,
Betaherpesvirinae monocytes,
(cMv) and possibly transplantation
lymphocytes .
others , congenital

Herpes
lymphotropic  Betaherpesvirinae
virus

Human herpes

vinus-7 (HHV-  Betaherpesvirinae | YMPhocytesand T lymphocytes and
7

others.

Human herpes
virus-8 (HHV-

Gammaherpesvirina
&

8)
Kaposi's sarcoma: Endothelial cells Unknown

associated
herpes virus

(KSHV)

Multiplicarea virala
Adsorbfia virionului la suprafata celulei-tinta
Penetrarea NC prin fuziunea supercapsidei virale cu membran
celulara
Degradarea partiala a capsidei de enzime celulare si
patrunderea ADN viral in nucleul celulel. Sinteza proteinelor
celulare se opreste.
Biosinteza: Tn 3 runde consecutive are loc transcrierea ARNm
viral cu sinteza ulterioara a 3 tipuri de proteine: foarte precoce
(alpha, immediate early), precoce (beta, early), care sunt in
majoritate enzime si proteine tardive (gamma, late), care sunt
proteine de structura.
Replicarea ADN
Asamblarea NC are loc In nucleu. Paré&sindu-| prin inmugurire,
NC se invelesc cu membrana nucleara interng, in care sunt
inserate GP virale imature, pe care o ,dezbracd” in procesul de
inmugurire prin membrana nucleara externd. In citoplasma NC
capata prqtelnele tegumentylw si sunt uI}enor re-invelite Tn_ )
supercapsida intr-o vezicula de exocitoza, in membrana careia
se contin GP virale mature.
Virionii sunt e/iberali prin exocitoza .

Outer nudear membrane

cytaplasmec capsia

coll menbrane

Tlymphocytesand T lymphocytesand  Contact, respiratory
others others route

Unknown

Exchange of body
fluids?



http://www.vetnet.ucdavis.edu/fam_graphics/download.html
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Celula infectata este alterata ireversibil prin:| “*
e Inhibarea rapida a metabolismului celular

e Fragmentarea cromozomului si aparitia
incluziilor intranucleare — corpusculii Cowdry

e Aparitia de sincitii si celule gigante
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SUBFAMILIA ALPHAHERPESVIRINAE

Patogeneza infectiilor cu HSV
nge"éiLi{'-HSe'rr;gs'egr‘g;f; Jirus tp 1 (HSV-1) e Sursa de virus — omul (90% au Ac anti-HSV1 si
3 - 0, i-
Herpes simplex virus tip 2 (HSV-2) 20% anti-HSV2)

e Transmiterea virusului:

Cultivare: - Contact direct prin saliva sau lichidul vezicular,

. Culturi celulare primare umane sau din rinichi de iepure, mai rar prin obiecte contaminate recent cu
fibroblaste de embrion de gaina, linii celulare HeLa liva d {HSV 1
2. Oua embrionate de gaina (pe membrana chorioalantoicd produc saliva (preponderen )

[

pustule — pocks-uri) - Contact sexual (preponderent HSV 2)
3. Animale de laborator T ..
- Soarece nou-néscut (letal) - In timpul nasterii (herpes neona.tal, HSV 2)
- lepure (keratoconjunctivitd dupa scarificarea corneei) - Transplacentar (herpes congenital, HSV 2))
- Cobai infectat intraplantar (eruptie veziculara locala) - Prin intermediul transplantelor de organe
infectate

- Autoinocularea

Infectia cu HSV -1

e Primo-infectia este precoce, la 1-3 ani, in 90% cazuri —
asimptomatica.

e Manifestari clinice:

- herpesul labial

- gingivostomatita (eruptie veziculara si ulceroasa, adenopatie
cervicala, febra)

- kerato-conjunctivita (prezinta riscul ulceratiei corneei si
orbirii)

- eczema herpeticum (survine la pacienti cu eczeme cronice,
se manifesta ca o dermatita veziculara generalizatd)

- panaritiu herpetic (la personalul medical, la copii —
autoinoculare)

- meningite, menindo-encefalite, consecutiv infectiei pe calea
nervilor trigemen sau olfactiv (letalitate 70%).
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e Dupa infectie (clinica sau
asimptomatica) virusul se localizeaza
in ganglionul trigemen, determinand o
infectie latenta. Genomul viral persista
sub forma de episom. Replicarea ADN
nu are loc, exprimandu-se doar céteva
gene “de latenta’.

IR 113 S
{Latency n trgeminal ° infectiei (herpesul recurent) &

- .
/ ganglia | are loc consecutiv scaderii rezistentei
\ organismului: stress, radiatii, frig, infectii,
perturbari hormonale, etc. Virusul se
propaga centrifug pe cale nervoasa,
determinand o infectie locala (frecvent la
jonctiunea cutaneo-mucoasa): herpes
labial, nazal, keratita herpetica (buchet de
vezicule, se acopera cu cruste n cateva
zile, vindecarea survine in 10 zile).

| Actve lesion on the lips |
HSV-1 or HSV-2




Productive infection

Reactivation
LAT expression important

HSV genome histone-
asscciated episome
LAT is expressed

P ———
Establishment &
of latency

Sensory neuron

Some viral genomes rr?dlélcﬂve
get to CNS through ;:_,:;rgsed
synapse
Latent Phase Host
immunity
Acute phase

Manifestari clinice:

e herpesul genital (leziuni veziculo-ulcerative ale penisului,
vulvei, vaginului, colului uterin, perineului, feselor, proctita
herpetica.

Dupa infectia primara virusul ramane latent in ganglionii lombari
si sacrali, determinand recurente, cu aceeasi localizare, care
sunt mai putin severe.

e herpesul neonatal. Contractat de nou-nascut la nastere sau

de la personalul medical cu herpes oral sau panaritiu herpetic.

Se manifesta prin septicemie sau conjunctivitd. Netratat

progreseaza cu diseminare viscerala si deces (65%). Infectia

poate fi asimptomatica.

infectie congenitala. Transmiterea transplacentard determina

malformatii congenitale, vicii.

e cancer de col uterin si vulvar

e | a gazde imunocompromise infectia cu HSV
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Infectia cu HSV -2

e Determina preponderent infectii genitale.

e Primo-infectia are loc la persoane de 15-
25 ani (primele contacte sexuale) sau la
nou-nascuti (herpes congenital, neonatal).

e 75% cazuri primo-infectia este inaparenta.

evolueaza grav, cu diseminare masivé gi
afectarea organelor interne. Recurentele sunt
mai frecvente, cu ulcerare, necroza, extindere.

Raspuns imun: umoral si celular, se instaleaza
dupa 1-3 saptamani de la infectie. Ig M apar si in
reactivari si sunt martor de multiplicare virala. Ig
nu sunt protectoare, reactivarile au loc in
prezenta Ac. Imunitatea celulara joaca rolul
principal in controlul infectiei cu HSV.

Herpes Simplex Virus 1

| conjunctivifis

| gingivostomaiits tonsilis labialis |

tracheobronchitis |

L

E herpes whillwi t
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Diagnosticul de laborator al infectiei cu
HSV

e Prelevate: lichid din vezicule, ulceratii,
cruste, fragmente bioptice sau necroptice.

A. Diagnosticul direct
1. Examenul microscopic
o ME

e Microscopia optica — pe frotiuri colorate cu
hem-eozina se observa celule mari, cu
incluzii intranucleare eozinofile (Cowdry)

2. Detectarea Ag virale: RIF cu Ac
monoclonali

3. Examenul virusologic see
e |zolarea virusului pe animale sensibile, ou embripnat
de gaina sau culturi celulare
Indicarea virusului: manifestari clinice la animal,
aparitia veziculelor pe membrana chorio-alantoica a
oului embrionat, ECP specific pe culturile de celule
(celule gigante sincitiale cu incluzii intranucleare)
Identificarea virusului cu ajutorul serurilor imune
specifice (RN, RIF, ELISA)
4. Detectarea genomului viral prin tehnici de biologie
moleculara (hibridare in situ, PCR)

B. Diagnosticul indirect

e Serodiagnostic. Examinarea serurilor perechi
(precoce si tardiv) cu evidentierea cresterii titrului

GENUL Varicellovirus

de Ac de cel putin 4 ori. Reactii utilizate: RFC, e Specia — virusul Varicella-Zoster (VZV),
RN, RIFI, ELISA. agentul etiologic al varicelei in primo-
e Tratamentul specific al infectiei cu HSV infectie si al zonei-zoster prin reactivare.

e Vidarabin (adenin-arabinosid). Analog nucleozidic . . -
al guaninei, Inhibitor competitiv al ADN e Cultivarea — numai pe culturi celulare

polimerazei virale (celule primare de origine umana, simiana,

e Acyclovir, Valacyclovir, Zovirax (acycloguanosid), din rinichi de iepure, linii celulare)
Penciclovir, famciclovir. Analogi nucleozidici ai

guaninei. Inhibitori ai ADN polimerazei virale,

manifesta activitate numai asupra virusului in

curs de replicare.

Foscarnet (phosphonoformat). Dezechilibreaza

reactia de polimerizare a ADN.



Patogeneza infectiei cu VZV
o Infectia primara - varicela

Sursa de virus — omul

o Transmiterea — aerogend, prin secretii rinofaringiene
sau prin contact cu lichidul vezicular sau obiecte
recent contaminate cu lichid vezicular.

Varicela se manifesta in special la copii de 2-6 ani,
evoluénd epidemic iarna si primavara. .
Contagiozitate maxima cu 1-2 zile naintea eruptiei
i 0 saptaméana dupa ultimul puseu eruptiv.
Perioada de incubatie — 14 zile

Dupa patrundere virusul se multiplica local in caile
respiratorii (mai rar conjunctiva) si ganglionii limfatici
locali. Urmeaza faza de viremie primara, cu durata
de 10-11 zile si cu afectarea sistemului reticulo-
endotelial.
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Peste 5 zile urmeaza viremia secundara cu
raspandirea si multiplicarea virusului in tegument, oo
conjunctiva, tractul respirator (tesuturilor de origine
ectodermica). Apare febra si succesiunea unor valuri

de eruptie pruriginoasa care evolueaza independent
(maculé — papuléd — vezicule cu lichid clar, apoi cruste)

si ating tot corpul. Dispar fara cicatrice.

Odata cu aparitia Ac (2-3 saptamani) simptomele

dispar. Evolutia este benigna.

La persoane cu deficiente imunitare — leziuni
hemoragice, suprainfectie bacteriana, encefalite,
pneumonii, varicela diseminata, letala.

La gravide in primele 20 saptamani de sarcina

varicela poate determina o embriofetopatie



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/Images/Fenner/herpes2.htm

SUBFAMILIA GAMMAHERPESVIRINAE

e GENUL Lymphocryptovirus

e Specia — virusul Epstein-Barr (EBV)

e EBV este agentul cauzal al mononucleozei
infectioase, implicat in etiologia unor tumori:
limfomul Burkitt, carcinomul nasofaringean,
leucoplakia paroasa a limbii. Este limfo si
epiteliotrop.

e Structura antigenica a EBV:

- antigen precoce (early antigen) — EA — enzime
implicate in replicare

- antigen de membrana — MA

- antigen nuclear — EBNA

- antigen al capsidei virale — VCA
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e Reactivarea (Zona-Zoster) e
o In cursul primoinfectiei, prin nervii senzitivisau | ¢
hematogen, VZV disemineaza spre ganglionii
spinali sau ai nervilor cranieni, unde persista
latent. In caz de reactivare virusul se multiplica si
se deplaseaza pe cale nervoasa centrifuga spre
sectorul cutanat corespunzator, determinand
Zona-Zoster. Infectia debuteaza cu neuralgie
severa, hiperestezie si eruptie veziculara
localizata unilateral in dermatomul nervului
afectat. Poate fi asociatd cu meningita sau
paralizii.

Forme clinice: zoster oftalmic, zoster motor,
encefalomielita.

Eruptiile persista pana la aparitia raspunsului

imun (umoral, celular).

e Tratament — acyclovir, valacyclovir, famciclovir.| °

Tratament simptomatic (analgezice,
antipruriginoase)

e Profilaxie — vaccin viu atenuat, tulpina Oka (in
special la imunodeprimati).

e Pentru prevenirea evolutiei grave la contacti
(nou-nascuti, copii pana la 15 ani, gravide
neimunizate, persoane cu imunodeficiente) se
administreaza |g umana hiperimuna specifica
sau gammaglobuline de convalescenti de zona.

Cultivare:

e Culturi din limfocite B, provenite din sang
din cordonul ombilical. Infectate cu EBV
sufera transformare prin proliferare
continua - ,imortalizarea limfocitelor”.

e Inocularea de celule limfoblastoide la
sobolani nou-nascuti, hamsteri, soareci
induce tumori secretoare de IgM sau IgG.



o Celulele-tinta pentru EBV exprima pe suprafata
membranei celulare moleculele CR2 (CD21) —
receptor pentru fractia C3b a complementului, de
care se ataseaza virusul — limfocitele B si celulele
epiteliale ale oro- si rinofaringelui.

o Infectia celulelor epiteliale este litica, cu moartea
celulei si producere de virus. Celulele infectate
astfel exprima pe membrana Ag EA si VCA.

o in contrast, EBV induce infectie latenta a
limfocitelor B in vivo si transforma limfocitele B
normale in vitro cu proliferarea lor continua - ,linii
limfoblastoide imortalizate”. Limfocitele infectate
latent exprima Ag EBNA si MA.

e Complicatii: anemie hemolitica, purpura
trombocitopenica, meningita.

o In sange — limfocite B atipice, care prezinta

Ag EBNA si MA.
e Vindecarea survine peste cateva zile sau
saptamani (raspunsul imun).

e Reactivarea endogena a EBV conduce la

sindromul de mononucleoza cronica, cu

febra, astenie si producere anormala de Ig.
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Patogeneza mononucleozei infectiose

o Afecteaza in special copiii si adolescentii.
e Sursa de infectie — omul.
e Transmiterea se efectueaza prin intermediul salivei

(boala sarutului), obiecte contaminate recent, rareori
transfuzii.

Poarta de intrare — orofaringele. EBV afecteaza limf B
direct sau dupa traversarea tesutului epitelial
amigdalian prin transcitoza. Aceste limfocite B
prolifereaza si produc virus, care infecteaza alte
celule, astfel afectand toate tesuturile limfoide din
organism.

e Incubatia — 30-50 zile
e Semne clinice — angina, astenie, febra, adenopatie

generalizata, splenomegalie si hepatita

10



Diagnosticul de laborator

Prelevate: spalatura faringiana, sange
(limfocite), bioptate (ganglioni limfatici, splind)
e Examenul microscopic: pe frotiuri din sénge
— limfocite B mari, anormale, cu citoplasma
bazofila si nucleu fragmentat

Detectarea Ag EBNA in RIF cu Ac
monoclonali

e Examenul virusologic: izolarea virusului pe
cultura de limfocite B si observarea
transformarii maligne cu aparitia unei linii
continui

e Diagnosticul serologic:

e In infectia primara se evidentiaza Ac heterofili
(testul Paul-Bunnell)

e Teste pentru detectarea Ac specifici fata de Ag
virale pe probe duble de ser:

o In infectii primare — IgM si Ig G (peste 2 s&pt)
anti VCA (persista in titru mic toata viata), in
convalescenta — anti EBNA

e in infectia reactivata si in neoplazii reapar
Ig G anti EA in titru mare si sunt prezenti Ac
antiEBNA
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Imunitate:

umorala prin prezenta Ac (IgM antiVCA
sunt markeri de infectie recenta, IgG
antiVCA si antiEBNA — semnal de infectie
persistenta)

imunitatea celulara este supresata,
numarul de Ts fiind majorat pentru o
perioada de 8 saptdmani. Pe suprafata
limfocitelor B apar neoantigene (antigene
Paul-Bunnell), ce induc Ac heterofili (Ac
fatéd de hematii de oaie).

e GENUL Cytomegalovirus
e Specia Virusul cytomegalic (CMV)
e Cultivarea — numai pe culturi de celule primare

din fibroblaste umane sau culturi de miometru.
Celulele — tinta: macrofagele, celulele endoteliale,
limfocitele T si B, celulele-susa din maduva
0soasa, celulele epiteliale ale canalelor
glandulare.

11



¢ Primoinfectia este in general asimptomatica
(80-90%). In caz de viremie este urmata de
persistenta latent& a virusului in glandele salivar
si limfocite B.
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Patogeneza infectiei cu CMV
Sursa de infectie — omul
Transmiterea:
Prin contact direct cu secrete si excrete ale
bolnavilor (saliva, lacrimi, lapte, urina, secretii ale
colului uterin, vaginale, sperma, mase fecale,
sange)
Congenital (vertical)
Neonatal (in timpul nasterii, prin lapte)
Transfuzii de sange sau transplante de organe

e Manifestari clinice:

¢ Infectia congenitala

- moarte in utero cu avort

- nastere prematura, cu dezvoltarea bolii cu incluzii

citomegalice (microcefalie, hepatosplenomegalie,
purpura trombocitopenica, pneumonie
interstitiala, defecte neurologice). Patomorfologic
- celulele infectate devin gigante (citomegalie), cu
incluzii intranucleare specifice in ,ochi de
bufnita”.

Infectia postnatala (infectarea in timpul
nasterii sau cu laptele matern). Copiii elimina oe
virusul prin urina si saliva. Decurge inaparent in
majoritatea cazurilor. La prematuri —

pneumonie interstitiald, sechele neurologice si
retardare psihomotorie.

Infectia primara a copilului sau a
adolescentului. Dupa o incubatie de 30 de zile
diseminarea virala se manifesta prin febra,
hepatosplenomegalie, adenopatii asociate cu
sindrom mononucleozic (neutropenie,
limfocitoza, bazofilie). Evolutie benigna.

Infectia adultului (doar la imunodeprimati,
persoane cu transfuzii sau transplante). Se
aseamana cu mononucleoza infectioasa (cu
febra si splenomegalie, dar fara angina, fara
adenitd si fara Ac heterofili')

Dupé primoinfectie virusul persista latent in
limfocite.

Reactivarile se traduc prin aparitia unei
viremii tranzitorii si excretia virusului. La
imunodeprimati — pneumonie, hepatita,
infectie generalizata.

Imunitate — umorala (Ac neutralizanti, fixatori
de complement) si celulara prin intermediul
limfocitelor Tc si celulelor NK. CMV are efect
imunosupresor, ducand la cresterea nr
limfocitelor Ts si diminuarea limfocitelor Th.
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http://www.biografix.de/biografix/english/images/2/p_2b2a.jpg
http://www.biostat.wisc.edu/medmicro/Download/CMV_virion.jpg
http://www.science.mcmaster.ca/Biology/Virology/19/CYTOG.HTM
http://pathmicro.med.sc.edu/virol/Cytomegalovirus1.jpg

Diagnosticul de laborator al infectiilor citomegalice

Prelevate: fractia leucocitara a sangelui, urina,
spalatura rinofaringeana, secretii cervicale, probe
bioptice sau necroptice.

Diagnosticul microscopic. Prezenta celulelor mari, cu
incluzii intranucleare in ,ochi de bufnitd” pe frotiuri
din leucocite, plasma, sediment urinar sau sectiuni
tisulare

Detectarea Ag virale cu Ac monoclonali (RIF, ELISA)
Examenul virusologic — dificil. Cultivarea pe culturi
de celule este lenta (2-8 saptamani). ECP- celule
mari, incluziuni eozinofile intranucleare si bazofile
intracitoplasmatice

Detectarea genomului viral (PCR)

Serodiagnostic. Cercetarea serurilor perechi in RFC,
RHAI, RIFI, ELISA

e HHV 6 — intalnit la adulti in 90%. Agent
implicat in etiologia unei afectiuni
cutanate - exanthum subitum. La
persoane cu imunosupresie — pneumonii,
encefalite, retinite, etc.

e HHV 7 —izolat de la adulti sanatosi
(aprox. 75%), care excreta virusul prin
saliva. Sediul latentei — epiteliul glandelor
salivare, limfocite T CD4. Omologie de
50% cu CMV.

e HHV 8 — asociat cu sarcomul Kaposi.
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. . - . . A b4
o Infectie congenitald — izolarea virusului in | ¢

primele 2 saptamani de viata, depistarea
Ig M.

e Infectie recurenta: reaparitia excretiei
virale la pacienti seropozitivi.

e Tratament: gancyclovir, valgancyclovir,
foscarnet, cidofovir

e Profilaxie: vaccin viu atenuat sau/si
plasma sau globulina hiperimuna se
administreaza gravidelor seronegative,
recipientilor de transplant
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