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Resumen

Los Virus Herpes Simple son responsables de una variedad de infecciones a nivel de mucosas
bucal y genital, son neurotrépicos, capaces de alojarse en células nerviosas y permanecer latentes
con subsecuentes reactivaciones, en algunos casos pueden provocar meningitis y encefalitis. tie-
nen una morbilidad significativa y una mortalidad elevada. El presente estudio tiene como objeti-
vo determinar la incidencia de VHS en la etiologia de los sindromes agudos del SNC mediante la
deteccion en suero y LCR de anticuerpos especificos. Se estudiaron 93 muestras pareadas de pa-
cientes con afecciones neurologicas que mostraron resultados negativos en el estudio bacteriologi-
co de LCRy cuyarelacion Alb-LCR/Alb-suero fue <0,0075. Los anticuerpos fueron detectados por
el método de inmunoensayo enzimético Elisa: Enzygnost® anti virus VHS/IgM-IgG (Behring,
1994), donde 1,2% (1/93) de las muestras de suero resultaron positivas para IgM; 89,24% (83/93)
de los sueros resultaron positivos para IgG; y 27,39% (20/93) de las muestras de LCR presentaron
anti-IgG positivo. La presencia de IgG en LCR sugiere la produccion intratecal de estos anticuer-
pos en el SNC, lo que muestra una participacion importante de este agente viral en las infecciones y
enfermedades asociadas al SNC.
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Abstract

Herpes simplex viruses are agents responsible for a variety of infections on buccal and genital
mucosa; they are neurotropic, capable of lodging in the nerve cells and remaining latent with sub-
sequent reactivations; in some cases, they can provoke meningitis and encephalitis; and they have
a significant morbidity and are associated with a high mortality. The present project aims to deter-
mine HSV’s effect on the etiology of acute central nervous system (CNS) syndromes using the de-
tection of specific antibodies in serum and cerebrospinal fluid. The 93 paired samples from pa-
tients with neurological affectations studied demonstrated negative results in the LCR bacterio-
logical study and their Alb-LCR/Alb-serum relation was < 0.0075. Antibodies were detected by the
enzymatic immunoassay ELISA method, where 1.2% (1/93) of the serum samples turned out posi-
tive for IgM; 89.24% (83/93) of the serum samples resulted positive for IgG; and 27.39% (20/93)
of LCR samples were positive for anti-IgG. IgG presence in LCR suggested the intrathecal produc-
tion of these antibodies inside the CNS, which demonstrates a significant participation by this viral
agent in infections and diseases associated with the CNS.

Key words: Herpes viruses, meningitis, encephalitis, cerebrospinal fluid, antibodies.

Introduccion

La infeccion por virus herpes simplex
(VHS) se adquiere durante la infancia. El vi-
rus ingresa y se multiplica en la mucosa oral,
generalmente sin que se exprese clinicamen-
te la infeccidon (asintomatica en un 90%)
(1-3). La seroprevalencia es mayor en grupos
poblacionales de menor nivel socioecon6mi-
coy en paises subdesarrollados, donde alcan-
za un 90% en adultos (4-5).

A nivel mundial, el VHS es la principal
causa de infeccion genital y neonatal, la pre-
valencia es cercana al 85%, siendo mayor en
mujeres y aumentando notablemente en las
edades de inicio de la actividad sexual. Las
primoinfecciones y las recurrencias genita-
les, en general, son asintomaticas, situacion
que explica el alto nimero de contagios que
se producen anualmente y el riesgo de infec-
ci6on neonatal (6-8).

Los virus herpes simple son responsa-
bles de una amplia variedad de infecciones
que afectan a un importante porcentaje de la
poblacion (9-11), principalmente se propaga
en la piel y mucosa facial, aunque también

puede dar manifestaciones genitales y del
SNC (12-13).

Las infecciones del Sistema Nervioso
Central (SNC) asociadas a dichos virus, tie-
nen una morbilidad significativa y se asocian
con una mortalidad elevada (14), siendo el
VHS considerado como uno de los agentes
causales de meningitis y encefalitis aguda,
que contribuye en un 10-20% de los casos
ocurridos a nivel mundial (6).

La meningitis viral y las encefalitis de
curso agudo resultan ser mas moderadas; sin
embargo, son mas frecuentes que la meningi-
tis bacteriana y encefalitis cronica; y suelen
afectar individuos de todas las edades (8, 15-
16).

El transporte del virion es por flujo re-
trogrado axonal desde las neuronas hasta los
ganglios nerviosos (trigémino) en el caso de
herpes tipo 1 (VHS-1) y (sacro) VHS-2 (6). El
mecanismo por el cual las réplicas se dirigen
al area del cerebro ocasionando la infeccion
severa del SNC es desconocido; no obstante,
en la mayoria de los casos cuando ocurre la
interaccion virus-hospedador se da un estado
de latencia. Una vez que se establece este es-
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tado, pueden ocurrir subsecuentes reactiva-
ciones, con proliferaciéon del virus y reapari-
cion en los sitios mucocutaneos que se mani-
fiestan en forma de vesiculas o tlceras. Cada
episodio dura unos dias y puede recurrir en
un periodo de meses o anos (4, 17-18).

En mujeres la meningitis coincide hasta
enun 39% de los casos, con la presencia de le-
siones en la zona genital (19). En neonatos la
infeccion del SNC por VHS es muy frecuente
y el 70% de los casos se debe al contacto du-
rante el parto con secreciones genitales infec-
tadas aumentando con ello el riesgo de mor-
talidad hasta un 31% (20-21).

Numerosos estudios han mostrado que
un 80% de pacientes con encefalitis por VHS
presentan un aumento de los titulos de anti-
cuerpos (ACs) de 7 a 11 dias después del inicio
de la enfermedad, donde los niveles de IgG
especifica para VHS en LCR aumentan en co-
rrespondencia con el nivel de IgG total (15,
22). Esta caracteristica es la que permite la
deteccion del virus por métodos serologicos
como ELISA (23-27).

Debido a que mas del 90% de la pobla-
cion total puede tener anticuerpos contra el
VHS y a que se encuentra ampliamente dis-
tribuido en la naturaleza; ademas de no pre-
sentar los sintomas y tomando en considera-
cion la capacidad de este virus de mantenerse
latente, puede deducirse que cualquier indi-
viduo tiene la posibilidad de ser afectado por
una meningitis o encefalitis en algiin mo-
mento de su vida.

Por lo tanto, el presente trabajo se pro-
puso como objetivo, determinar la incidencia
del virus herpes en pacientes que presenta-
ron un cuadro clinico de meningitis aséptica,
encefalitis y meningoencefalitis agudas. La
deteccion de anticuerpos especificos Anti-
VHS se realiz6 a partir de muestras de liquido
cefalorraquideo (LCR) y suero provenientes
de individuos de diferentes centros de asis-
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tencia médica de la ciudad de Maracaibo,
Edo. Zulia.

Material y Método

Poblacion

Se estudiaron 186 muestras pareadas de
LCR y Suero recolectadas durante un ano de
estudio de pacientes provenientes del: Hos-
pital Universitario de Maracaibo, Materni-
dad Castillo Plaza, Hospital de Especialida-
des Pediatricas, y Hospital Chiquinquira. Los
criterios para la toma de muestra fueron pa-
cientes que presentaron infecciéon aguda del
SNC y mostraron resultados negativos en el
estudio bacteriologico del LCR.

Toma de muestras

A cada paciente se le realiz6 una historia
clinica, cuyos datos fueron aportados por los
representantes legales, quienes dieron su
consentimiento informado por escrito, bajo
las normas del c6digo de Bioética y Biosegu-
ridad Capitulo 2 y 3 del FONACIT (28). Las
muestras de LCR se tomaron por puncién
lumbar por médicos especialistas en el area, y
las de sangre por puncién venosa. La sangre
se centrifugd para extraer el suero y se colo-
caron en alicuotas. Una alicuota se us6 para
cuantificar la albimina y las demés se preser-
varon a —20°C.

Método espectrofotométrico para
cuantificar albamina en LCR y suero

A cada una de las muestras (186 en to-
tal) se les realizo la cuantificacion de albumi-
na aplicando la relacién Albimina-LCR/Al-
bimina-Suero para determinar cualquier
contaminacion sérica del LCR, y permitir asi
la deteccidn real de la cantidad de las inmu-
noglobulinas presentes en el mismo.

En las muestras de suero se aplico la téc-
nica colorimétrica de Winner Lab. Argentina
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(29); v en las muestras de LCR se utilizo el
método de Redox C.A (30), dicho método po-
see una sensibilidad y especificidad elevada
debido a que la albimina en LCR se encuen-
tra en menor concentracion. Se calcul6 la re-
lacion Alb LCR/AlIb suero, tomando como va-
lor limite <0,0075, por encima del cual se
considera contaminacién del LCR y se des-
cart6 la muestra por no cumplir con uno de
los criterios de inclusiéon para la determina-
cion de anticuerpos especificos (30-31).

Estudio citoquimico del LCR

El recuento celular y diferencial se reali-
z6 en Camara Fuchs-Rosental, con Microsco-
pio optico de campo claro a 40X. Mientras
que, la determinacion de proteinas se realizo
con el método de Molibdato-Rojo de Piroga-
lol y el de la glucosa por el método de la
Deshidrogenasa de Hexoquinasa-Glucosa-
6-Fosfato.

Deteccion de anticuerpos IgG e IgM
en suero e IgG en LCR por la técnica
de ELISA

A las muestras cuya relacion Albimina
LCR/Albumina Suero fue <0,0075 se les rea-
liz6 la determinacion de anticuerpos IgM en
suero e IgG en suero y LCR, utilizando los kits
comerciales de Elisa: (Enzygnost® anti virus
HSV/IgM) y (Enzygnost® anti virus HSV/
IgG). La técnica, se emple6 siguiendo las in-
dicaciones del fabricante (Behring Marburg,
Germany), la lectura de las placas se ejecuto
de forma automatizada en un lector de Eli-
sa-System software (Multiskan EX) (24).

A cada uno de los valores obtenidos en
las muestras y a los patrones de referencia se
les determino la diferencia de extincion AE
(= E antigeno — E antigeno en control). La
prueba resulté valida si la DE del patrén de
referencia anti-HSV P/N* era < 0,10 y el pa-
tron de referencia anti-HSV P/P* > 0,2; se
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consideraron positivas aquellas muestras
que obtuvieron valor igual o mayor a 0,2 y ne-
gativas aquellas cuyo resultado fue menor a
0,1; si la AE se haya entre 0,10 y 0,20 (0,1 <
AE =< 0,2) la muestra debia ser analizada
nuevamente o considerada como “valor limi-

te” (24).

Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados y or-
denados en el programa SPSS for Windows
15 e Instat, y expresados en forma de propor-
ciones en tablas de frecuencias, analizados a
través del test de Ji cuadrado con la correc-
cion de Yates, y con el test exacto de Fisher
segun correspondio, para definir las diferen-
cias entre los grupos. Las relaciones entre las
variables estudiadas se definieron a través
del analisis de correlacion de Spearman y
Pearson. Se utiliz6 como indice de confianza
el 95% y se consider6 toda probabilidad
<0,05 como significativa.

Resultados

En la determinacién del indice albtimi-
na LCR/albtimina suero, 50,21% (93/186) de
las muestras iniciales resultaron Optimas
para la deteccion de anticuerpos IgG en suero
y LCR; ya que la relaciéon albtimina LCR/al-
bimina suero fue menor a 0,0075 sefialando
la presencia de anticuerpos intratecales y au-
sencia de contaminacion sérica por danos a
nivel de la barrera hematoencéfalica (BHE).

De las 93 muestras de suero procesadas,
se obtuvo 1,07% (1/93) positivas en la detec-
cion de anticuerpos del tipo IgM; 89,24%
(83/93) positivos para IgG y 21,5% (20/93)
de las muestras de LCR fueron positivas en la
deteccion de anticuerpos IgG especificos an-
ti-VHS (Fig. 1). Esta figura senala la preva-
lencia de anticuerpos IgG especificos en LCR,
lo que indica una posible produccién intrate-
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cal de anticuerpos IgG y la afeccion del SNC
por el VHS como agente viral involucrado en
enfermedades como meningitis, meningoen-
cefalitis y encefalitis viral.

Se estudiaron 58 casos de meningitis de
los cuales 87,9% fueron seropositivos para el
VHSy 6,9% presentaron anticuerpos intrate-
cal anti-VHS en el LCR; 9 casos de encefalitis,
88,9 % seropositivos a VHS y 66,7% presen-
taron Acs intratecales; por otro lado 14 casos
de meningoencefalitis 92,9% seropositivos a
VHSy 57,1% con anticuerpos intratecales; asi
mismo, se observaron 12 casos con sintoma-
tologia neuroldgica asociados a otros tipos de
diagnosticos no especificos, donde 91,7% fue-
ron positivos a VHS y 8,3% presento Acs in-
tratecales. Se observo una relaciéon signifi-

cante entre los pacientes con anticuerpos en
LCR anti- VHS y el diagnostico clinico indica-
do (Tabla 1).

Al analizar las caracteristicas de la po-
blacién, se observé un predominio de la in-
feccion del SNC causadas por VHS en el sexo
masculino (67,07%), en comparacion con el
sexo femenino (32,9%). Sin embargo, se ob-
tuvo mayor prevalencia de infecciéon en el
sexo femenino (96,4%). De todos los casos
estudiados, el 1,07% refirieron haber padeci-
do herpes genital, y 5,37% herpes cutéaneo,
mientras que el 91,2% manifestaron no tener
antecedentes de herpes; se reportaron dos
casos asociados a otros agentes virales.

En la Tabla 2 se muestra que no existen
datos significativos en cuanto al sexo y edad
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Figura 1. Representacion grafica de muestras positivas y negativas evaluadas.

Tabla 1. Distribuciéon de pacientes con diagndstico neurologico y presencia del agente viral por

deteccion de anticuerpos.

Diagnostico clinico IgM IgG Suero IgG LCR
+ % + % + %
Meningitis o) 0 51/58 87,9 4/58 6,9
Encefalitis 0] 8/9 88,9 6/9 66,7*
Meningoencefalitis 0] 13/14 92,9 8/14 57,1%
Otras 1/12 8,3 11/12 91,7 1/12 8,3
Total 1/93 8,3 83/93 89,2 19/93 20,4

(*) Diferentes significativamente (p<0,05) de los grupos con meningitis y otras.
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Tabla 2. Porcentaje de anticuerpos especificos anti-VHS distribuidos por sexo y edad.

Edad Sexo
Femenino Masculino

IgM % IgG(S) % IgG(L) % IgM % IgG(S) % IgG(L) %
0-10 0/18 0o 18/18 100 1/18** 7,6 0 0 43/48 89,5 15%** 312
11-20 o) 0 5/5 100 o) 0 0 o) 9/13 69,2 2 15,4
21-30 1/3 33,3 3/3 100 0 0 0 0 0 0 0 0
31-40 0 0 0 0 0 0 0 0 2/2 100 0 0
41-50 0 0 1/2* 50 0 0 0 0] 1/1 100 1 50
51-60 0 0 o} 0 0 0 0 0 1/1 100 0 0
Total 1/28 3,5 27/28 96,4 1/28 3,5 0 o) 55/65 84,6 18 27,6

Diferente significativamente (p<0,05): (*) con respecto al mismo sexo; (**) con respecto al sexo masculino del
mismo grupo etario; (***) con respecto a los grupos de 11-20 afios y 41-50 afios del mismo sexo. IgG(S)= 1gG en

Suero; IgG(L)= IgG en LCR.

en la deteccion de anticuerpos IgM en suero,
mientras que para la IgG anti VHS en suero,
el grupo femenino present6 mayor preva-
lencia en edades comprendidas entre 0-10,
11-20y 21-30 anos con respecto a individuos
mayores de 41 anos, el cual es significativa-
mente diferente al resto de los grupos. Asi
mismo, en la deteccion de IgG en el LCR, el
grupo femenino de 0-10 afios presenté me-
nor prevalencia en comparacion con el gru-
po masculino del mismo grupo etario, sien-
do diferentes significativamente. Por ulti-
mo, el grupo masculino en edades compren-
didas entre 0-10 anos present6 diferencias
significativas en comparacion con los gru-
pos etarios de 11-20 y 41-50 aihos del mismo
Sexo.

Por consiguiente, se observé una corre-
lacion significante de r= 0,274 del sexo en co-
rrespondencia con los datos obtenidos en la
deteccion de IgG en LCR (p<0,05); refiriendo
que en el sexo masculino se encontr6 el ma-
yor porcentaje de anticuerpos IgG en LCR.
De acuerdo a lo reportado en la Tabla 2, se vi-

sualiza que en el sexo femenino la infeccion
por VHS tiene mayor prevalencia (96,4%).
Sin embargo, el sexo masculino presento6 el
mayor numero de casos de infecciones del
SNC causadas por VHS (27,6%).

Las manifestaciones clinicas mas fre-
cuentes fueron fiebre con un 96,6% para me-
ningitis, 100% encefalitis, 92,9% menin-
goencefalitis y 50% otros; seguida por cefalea
en todos los casos, 56,9 meningitis, 77,8% en-
cefalitis, 50% meningoencefalitis y 33,4%
otros (Tabla 3); los cuales son los rasgos mas
caracteristicos en alteraciones del SNC que
puede acompanarse por sintomas focales a
nivel del 16bulo frontotemporal (32).

Las caracteristicas de las muestras de
LCR evaluadas no presentaron diferencias
significativas en relaciéon a las infecciones
del SNC (Tabla 4). En esta tabla se observa
que parametros del LCR tales como: gluco-
sa, proteinas, linfocitos, entre otros,
mostraron cambios leves en las muestras es-
tudiadas, sin mostrar valores significativos
entre estos.
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Tabla 3. Manifestaciones clinicas en la poblacion con afecciones del SNC.

Sintomas M % E % ME % o %
Fiebre 56/58 96,6 9/9 100 13/14 92,9 6/12 50
Cefalea 33/58 56,9 7 77,8 7 50 4 33,4
Néauseas/Vémitos 0/58 o] o] 0] o] o] 4 33,4
Signos
Convulsién 0/58 o) o) o) o) 1 8,4
Alteracion de la vision 29 50 8 87,9 6 42,9 0 0
Diarrea 29 50 4 44,4 1 7,14 0 0
Problema psicomotor 0 0 0 0 1 7,1 2 16,7
Rash cutaneo 48 82,8 9 100 11 78,1 0 0
Mialgia o] o 4 33,3
Astralgia o) o) 3 25
Adenopatia 0 o) o) o) o) o) 3 25
Otros hallazgos

Problemas 43 74,1 2 222 2 14,3 1 8.3
respiratorios
Alteracion hepatica 14 24,1 3 33,3 8 57,1 0 0
Dolor de garganta 0 0 0 0 0 0 4 33,3
M: Meningitis; E: Encefalitis; ME: Meningoencefalitis.
Tabla 4. Caracteristicas del liquido cefalo- Discusion

rraquideo en la poblacién estudia-

da.
Parametros N %

Glucosa

Normal (50-8omg/dL) 22 23,6

Aumentada 36 38,7

Disminuida 35 37,6
Proteinas

Normal (20-50mg/dL) 45 48,38

Aumentada 48 51,61
Linfocitos

Normal (0-8x mm3) 93 100
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El nimero de muestras positivas para
IgM en suero es sugestivo de infeccion aguda
o reactivacion por el virus herpes en los pa-
cientes con infeccion aguda del SNC. Posible-
mente corresponda a un paciente con pri-
moinfeccion, ya que la caracteristica de este
virus de generar infeccion latente con reacti-
vacion de la misma, hacen a este parametro
no adecuado para discriminar una infeccién
activa de una reactivacion (9, 13, 33). Por
otro lado, el nimero de muestras positivas
para IgG en suero represent6 un amplio por-
centaje de la poblacién (89,2%) infectada
previamente por este agente viral.

La presencia de anticuerpos IgG especi-
ficos (21,5%) de produccion intratecal en
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LCR; deja en claro la participacion del virus
herpes en infecciones del sistema nervioso
central; datos que concuerdan con los obteni-
dos en investigaciones nacionales e interna-
cionales, como las realizadas por Valero y col.
(16), el cual fue de un 33,33% en el afilo 2006.
El rango menor puede deberse a que posible-
mente han mejorado las medidas de preven-
cion en la trasmision de enfermedades infec-
ciosas, en el tratamiento antiviral y en el con-
trol prenatal. Porcentaje similar a los repor-
tados en otros paises tales como: EE.UU
(12%), Eslovenia (10%), India (15%), Reino
Unido (11%), Finlandia (4%), Canad4 (6%),
entre otros (34-37).

En relacion al sexo los resultados obte-
nidos fueron similares a lo reportado previa-
mente por otros investigadores (5, 15), que
sefialan una proporcion 2:1 masculino/feme-
nino; sin embargo se ha visto que las infeccio-
nes sobre todo por VHS tipo 2 suele ser mas
comun en el sexo femenino (6, 10).

El grupo mas afectado fue el de menores
de 10 afos, seguido de los adolescentes de 11-
20 anos, resultados que concuerdan con estu-
dios reportados previamente, y con el que se
afirma que el VHS suele aparecer principal-
mente durante la infancia y alcanzar un 80%
en adolescentes y adultos jovenes, debido a
queinician la actividad sexual (14, 33, 38-39).

En esta investigacion no se observaron
cambios mayores en las muestras de LCR es-
tudiadas. Estos datos son similares a los ob-
tenidos por Martinez (5) y diferentes a los re-
portados por otros autores (32, 33, 40), quie-
nes indican que en ciertas patologias de ori-
gen viral (encefalitis agudas, meningoencefa-
litis 0 meningitis asépticas) pueden ocurrir
alteraciones a nivel del LCR, tales como: dis-
minucion de glucosa, aumento de proteinas,
pleocitosis con predominio de linfocitos, en-
tre otros.

PérezS. etal.

Entre los signos mas frecuente se en-
contro el rash cutaneo, seguido de alteracio-
nes de la vision y diarrea, sin relacion atri-
buible con el tipo de patologia. Otros signos
de interés neurologico que se encontraron
fueron problemas respiratorios y alteracion
hepatica, los cuales tuvieron una frecuencia
significante; mientras que, el resto de los
sintomas tales como nauseas, dolor de gar-
ganta, mialgia, astralgia y adenopatia, no
presentaron frecuencia determinante en di-
chas enfermedades sino, sélo en diagnosti-
cos no definidos. Estos datos son similares a
lo reportados por otros investigadores (15,
16).

Las meningoencefalitis asépticas a dife-
rencia de las bacterianas, plantean un pro-
blema relevante para los laboratorios, ya que
para estas ultimas existe una estrategia diag-
nostica establecida en los centros de salud
(41); ademas, el control de las infecciones vi-
rales del SNC resulta una tarea complicada
incluso para el individuo, debido a las conse-
cuencias perjudiciales de la respuesta inmu-
nitaria del paciente, el cual puede provocar
dafio neurologico (13).

Conclusiones

Esta investigacion evidencio la presen-
cia del VHS en los pacientes estudiados, asi
como la necesidad de realizar un diagnostico
oportuno que permita conocer los agentes
virales involucrados en las patologias agu-
das del SNC como lo son meningitis, menin-
goencefalitis y encefalitis, con la finalidad de
contribuir con el personal de salud para el
restablecimiento rapido del paciente y a un
bajo costo. Es importante resaltar que este
trabajo aporta registros epidemioldgicos ac-
tuales de la prevalencia del VHS en dichas
enfermedades.
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