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RESUMEN

La infeccidon genital herpética, es una infeccion de transmision sexual (ITS), que
representa un problema de salud publica a nivel mundial, estimandose que cerca de
un tercio de la poblacién mundial estaria infectada por este virus; su alta frecuencia
asociada a las complicaciones que genera, como ser: la capacidad de persistencia y
reactivacion del virus, el riesgo de transmision vertical de la madre al hijo, el riesgo
de transmision desde portadores asintomaticos a individuos sanos, su asociacién con
procesos neoplasicos y la facilitacion de la transmisién sexual de otros virus, hacen

necesario su estudio y diagndstico virolégico.

El herpes genital en Bolivia se constituye en una patologia de la cual no existen
datos sobre prevalencia e incidencia, debido a muchas causas, principalmente, el
subdiagnéstico, que obedece a la falta de informacién tanto en los pacientes como
en la comunidad médica, a cerca de esta infeccion de transmision sexual, la falta de
notificacion regular, falta de estudios previos respecto a este tema y la carencia de

recursos necesarios para su diagnostico.

El objetivo del presente estudio fue determinar las caracteristicas virolégicas y
epidemioldgicas de los virus herpes simplex en trabajadores sexuales comerciales y
poblacién general, con diagndstico clinico de herpes genital que acudieron al Centro
Piloto de la ciudad de La Paz, entre abril de 2003 a agosto de 2004.

Se obtuvieron, mediante impregnacién directa en portaobjetos y por hisopado en
Medio de transporte viral, un total de 85 muestras de lesiones genitales procedentes
de pacientes mujeres y varones. Las muestras se procesaron mediante aislamiento
viral en cultivo de células VERO y dos variantes de prueba rapida por
Inmunofluorescencia Indirecta (IFl). Los aislados virales obtenidos se tipificaron

antigénicamente por IFI, con anticuerpos monoclonales tipo especificos y



posteriormente, se determind su sensibilidad in vitro al aciclovir mediante Inhibicién

del efecto citopatico 50% (ICsp)

El 29,4% de los casos diagnosticados clinicamente como herpes genital, fueron
positivos para VHS en cultivo celular. La IFI, en impregnacion directa y en sedimento
celular, se puede considerar como una alternativa de diagnéstico rapido, al cultivo
celular, principalmente en aquellos casos donde los dias de evolucion de la lesion no

sobrepase los 4 dias y se observen lesiones vesiculares.

En Trabajadores Sexuales Comerciales (TSC) la frecuencia de aislamiento de VHS
fue de 38%, de la cual el mayor porcentaje (87,5%) corresponde al sexo femenino; y
en la poblacién general (PG) fue del 27%, correspondiendo un 82% al sexo
masculino, sin embargo, cabe sefialar que la distribucion de la poblacion estudiada
en ambos sexos no es comparable, por lo que se sugiere un préximo estudio,

respecto a este punto.

El nivel de instruccibn en ambos grupos poblacionales correspondid con mayor

frecuencia al nivel medio, 75% en TSCy 47% en la PG.

La edad promedio de los pacientes fue de 30 y 24 afios en PG y TSC,

respectivamente.

En la PG con diagnoéstico de laboratorio positivo, el 29% refirié una sola pareja sexual
y el 71% 2 o mas parejas sexuales (promedio de 5 parejas sexuales) y en los casos
negativos el promedio de parejas sexuales fue de 2 (t de Student p<0,005,
estadisticamente significativo). En el grupo de TSC positivos para VHS, el promedio
de parejas sexuales fue de 17. Al realizar la prueba de t de Student se obtuvo un

valor de p<0,005, estadisticamente significativo.

No existen diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos al

comparar la edad de inicio de actividad sexual (valor p>0.792).



De los 25 casos positivos para herpes genital, 14 (56%) corresponden a recurrencias
de las cuales 4 pacientes recibieron tratamientos con aciclovir en sus recurrencias
previas y 10 pacientes recibieron aciclovir por primera vez luego de la confirmacion
diagnostica de laboratorio proporcionado por este estudio; y los restantes 11 (44%)

corresponden a primoinfeccion.

El mayor porcentaje de aislamiento se obtuvo a partir de lesiones vesiculares (55%)
en comparacion a lesiones ulcerosas, (chi cuadrado p<0.007), y en los casos
negativos, el 88% de las muestras fueron obtenidas a partir de Ulceras en

comparacion a lesiones vesiculares, (chi cuadrado p<0.01).

El 100% de los aislados virales corresponden al VHS tipo 2 y fueron sensibles al

aciclovir, con un valor promedio de ICsp = 2,2 ug/ml.

La implantacion del diagnéstico virolégico ha generado una valiosa informacion del
agente etiologico y de las caracteristicas epidemiolégicas de la poblacion afectada
por herpes genital, al constituirse, tanto en herramienta disponible y de apoyo al
meédico clinico y de beneficio para el paciente, asi como generador de informacion
epidemioldgica para el Sistema Nacional de Salud de Bolivia (SNIS) y la futura
inclusion de esta patologia dentro de la vigilancia epidemiologica para su control y

prevencion.



ABSTRACT

Genital infection by Herpes Simplex Virus (HSV) is an infection of sexual
transmission (IST), it is a public health problem in all the world, approximately one
third of the population in the world would be affected with this virus; its high frequency
associated to the complications that it generate like: the capacity of persistence and
reactivation of virus, the risk of vertical transmission from mother to son, the risk of
transmission from an asintomatic carrier to healthy people, its association with cancer
and the facilitation of the sexual transmission the others virus, make necessary its

research and viral diagnostic in our country.

The goal of this research was to determinate the virological and epidemiological
characteristics of the HSV in sexual workers and general population, with a clinical
diagnostic of genital herpes in the Pilot Centre of La Paz city since April of 2003 until
August of 2004.

Eighty five (85) samples of genital lesions from women and men patients, obtained by
direct impregnation in slide and by using swab in transport viral medium. The samples
were inoculated viral isolation in cell culture (VERO) and two variants of fast test by
Indirect Inmunofluorecencia (IFl). Were made the viral isolates were antigenically
typified by IFI, with specific monoclonal antibodies against HSV-1 and HSV-2 and
subsequently, it determined its sensibility in vitro to aciclovir by using Citopatic effect
Inhibition 50% (ICsy).

The 29.4% of the cases clinically diagnosed like genital herpes were positives for
HSV in cell culture. IFI in direct impregnation and in cellular sediment, it can be
considerate as an alternative diagnostic to the cell culture; principally in those cases
that the days of evolution of the damage is not over the four days and it can show

vesicular damage and also if requires a fast diagnostic.



In commercial sexual workers (CSW) the frequency of isolation of HSV was 38% and
27% in the general population (GP) In the GP its could observed a greater frequency
in the male population, with 82% positives and in CSW the greater frequency was in

female population with 87.5%.

The level of education in both groups of the population belonged with major frequency
to medium level, 75% en CSW and 47% in GP.

The overage age of the patients was of the 30 and 24 ages in GP and CSW,
respectively.

In GP with diagnostic of positive laboratory, 29% referred an only sexual couple and
the 71% two or more sexual couples (overage in 5 sexual couples) and in negative
cases the overage of sexual couples was 2 (t of student p<0,005, statistically
significant). In the group of CSW positives for HSV the overage of sexual couples was
17, t student p<0,005 statistically significant.

There is no difference statistically significant between the two groups at the age of

beginning of the sexual activity (value p>0,792).

The most overage of isolation it obtained from vesicular damage (55%), (chi square
p<0.007), and in the negatives, 88% of the samples were obtained in ulcers (chi
square p<0.01). The 100% of the viral isolates belongs to HSV type 2 and were
sensitive to acyclovir, with an overage value of 1C50=2,2 ug/ml.

The introduction of the virological diagnostic has given an important information about
etiological agent and the epidemiological characteristics of the population affected by
genital herpes, it becomes an available tool and support to the clinical doctor and it
benefits to the patient as generator of epidemiological information for Health National
System of Bolivia (SNIS) and the future inclusion of this pathology in surveillance

epidemiological for its control and prevention.



I. INTRODUCCION

El herpes genital es una infeccién de transmision sexual (ITS), causada por los Virus
Herpes Simplex (VHS), de los que se han identificado dos tipos: el virus herpes
simplex tipo 1 (VHS-1), asociado mayoritariamente a lesiones faciales y bucales; y el
virus herpes simplex tipo 2 (VHS-2), asociado principalmente a lesiones genitales.
(1,2). De hecho, el VHS-2 es en la actualidad, uno de los agentes transmitidos por
via sexual mas frecuentes en el mundo, asi se refiere que en los EEUU se reportan
anualmente 500 mil a 1 millén de casos nuevos y 40 millones de casos recurrentes
de herpes genital (3), y aun cuando la infeccion genital también puede ser
ocasionada por el VHS-1, la historia natural de uno u otro tipo viral es diferente, sin
embargo, aproximadamente un 15% se encuentra asociada al VHS-1, lo cual se ha

relacionado con la actividad sexual orogenital (1,2,4).

La infeccion genital herpética reviste especial importancia, sobre todo por las

complicaciones asociadas a ella:

e Capacidad de persistencia y mdltiples recurrencias en pacientes
inmunocompetentes y mas aun en pacientes inmunodeprimidos (individuos con
SIDA, personas que estén recibiendo quimioterapia, radioterapia prolongada o
que estén tomando dosis elevadas de cortisona), pudiendo estas personas,
ademas sufrir infecciones en varios 6rganos como: queratitis herpética del ojo,
infeccion persistente de la piel y membranas mucosas de la nariz, boca y

garganta, esofagitis herpética, hepatitis herpética, encefalitis (5, 6,7).

e Transmisién vertical de la infeccion de VHS de la madre al hijo durante el
embarazo, parto o posparto, que puede conducir al bebé a una meningitis
herpética, a una viremia herpética, infeccion crénica en la piel o incluso a la
muerte (3,5).



e La facilitacion de transmision sexual de otros agentes infecciosos asociados con
procesos neoplasicos como el cancer de cuello uterino, especialmente cuando

esta presente en combinacién con el virus del papiloma humano (HPV) (5, 6, 7).
En Bolivia el herpes genital esté incluido dentro del sindrome de Ulceras genitales sin

diagnostico de laboratorio, de ahi que no existen datos precisos de la frecuencia de

herpes genital, ni estudios previos, de esta infeccion de transmision sexual.

Il. MARCO TEORICO

[1.1. ANTECEDENTES

Los estudios epidemiolégicos demuestran que todos los virus de la familia
Herpesviridae son extraordinariamente ubicuos y estdn ampliamente extendidos en

la poblacion general (8).

La infeccion genital herpética en Bolivia constituye una patologia cuya prevalencia no
se conoce exactamente, debido a muchas causas como la falta de notificacién
regular, falta de estudios previos respecto a este tema y a la carencia de recursos

necesarios para su diagnaostico.

Es asi que, el suministro de informacion sobre esta infeccion de transmision sexual
es reducida y las infecciones genitales herpéticas estan incluidas dentro del
Sindrome de Ulceras genitales que anualmente se reportan en el Sistema Nacional
de Informacién de Salud de Bolivia (SNIS), que revelan los siguientes datos como
casos sospechosos de Ulcera genital correspondiente al periodo comprendido de
enero a diciembre de 2002 en la ciudad de La Paz.



CASOS SOSPECHOSOS REPORTADOS
DE ULCERA GENITAL
La Paz Ambito Urbano
Afio 2002 (enero a diciembre)

Menor |1 - 4|5 - 14|15 - 59|60 TOTAL
a 1l afo |anos anos anos anos y
mas
ITS hombre con ulcera|0 0 2 641 14 657
genital
ITS mujer con Uulcera|0 2 28 1342 17 1389
genital
TOTAL 0 2 30 1983 31 2046

hombres 'y mujeres
con Ulcera genital

Fuente: Sistema Nacional de Informacién en Salud SNIS. La Paz — Bolivia (9)

[1.2. ASPECTOS GENERALES

El virus herpes simplex (VHS) pertenece la familia Herpetoviridae y los humanos se

pueden infectar por cualquiera de los ocho virus que se incluyen dentro de esta

familia: (6, 8, 10)

FAMILIA HERPESVIRIDAE

NOMBRE

SUBFAMILIA

TAMANO DEL
GENOMA
(PARES DE BASES)

Herpes simplex tipo 1 (VHS-1)
Herpes simplex tipo 2 (VHS-2)
Varicela zéster (VVZ) (VHH 3)
Epstein Barr (VEB) (VHH 4)
Citomegalovirus (CMV) (VHH 5)
Virus herpes 6 humano (VHH 6)
Virus herpes 7 humano (VHH 7)
Virus herpes 8 humano (VHH 8)

ALFAHERPESVIRINAE
ALFAHERPESVIRINAE
ALFAHERPESVIRINAE
BETAHERPESVIRINAE

GAMMAHERPESVIRINAE

GAMMAHERPESVIRINAE

152.260

154.000 (aprox.)
124.884

229.354

172.282

160.000 — 170.000
140.000 — 150.000




La familia Herpesviridae, constituye un grupo de virus ADN grandes que comparten
una morfologia comun, el modo basico de replicacion, la capacidad para establecer
infecciones latentes/recurrentes y la inmunidad mediada por células para controlar la

infeccion.

Los herpes virus pueden originar infecciones liticas, persistentes,

latentes/recurrentes e inmortalizacion de las células infectadas (virus de Epstein-Bar)

(8).

Los herpes virus estan ampliamente diseminados y sus infecciones son comunes.
Aunque suelen causar enfermedad benigna pueden provocar morbilidad y mortalidad
significativas sobre todo en individuos inmunocomprometidos. Sin embargo, estos
virus codifican enzimas que actian como dianas para los agentes antiviricos y varios

de estos farmacos tienen utilidad terapéutica (8).

[1.3. VIRUS HERPES SIMPLEX. ESTRUCTURA

El virus herpes simplex fue el primer herpesvirus humano identificado. EI nombre
herpes deriva de la palabra griega Herpeto que significa reptar, serpentear. Las
“calenturas” (herpes febril) fueron descritas en la antigiiedad y su etiologia virica se
demostro en 1.919 (8).

El VHS son virus grandes, encapsulados que contienen un ADN bicatenario, con
manto o envoltura. El virion mide aproximadamente 150 nm de diametro, el nacleo de
ADN esta rodeado por una capside icosadeltaédrica que contiene 162 capsomeros,
los cuales son estructuras en forma de prisma con una zona hueca central. La
capside esta rodeada a su vez por una envoltura que contiene glucoproteinas. El
espacio entre la envoltura y la capside se conoce como tegumento y contiene

proteinas y enzimas viricas que ayudan a iniciar la replicacion (8,10).



El genoma del VHS es suficientemente grande para codificar alrededor de 80
proteinas, de las cuales alrededor de la mitad se necesitan para la replicacion viral,
las otras facilitan la interaccion del virus con distintas células hospedadoras y la
respuesta inmunitaria. Entre ellas se incluyen proteinas de union de ADN que
coordinan y favorecen la transcripcion y replicacion del ADN, también codifica
enzimas como la ADN polimerasa ADN dependiente y las depuradoras por ejemplo

desoxirribonucleasa, timidina cinasa y ribonucleétido reductasa asi como otras.

La ribonucledtido reductasa, convierte los ribonucleotidos en desoxirribonucleoétidos y
la timidin cinasa fosforila los desoxirribonucleétidos a fin de suministrar sustratos
para replicacion del genoma virico. Los sustratos especificos de estas enzimas y de
la ADN polimerasa, difieren en forma significativa de los de sus analogos celulares y

por tanto representan buenas dianas para el desarrollo de agentes antiviricos.

El VHS codifica por lo menos 11 glucoproteinas que actlan como proteinas de
adherencia virica (gB gC gD gH), proteinas de fusién (gB), estructurales de escape
inmune (gC gE gl) y con otras funciones. Por ejemplo la gC se une al componente

C3 del sistema del complemento y hace que descienda su concentracion en suero.

La porcién Fc de la inmunoglobulina G (IgG) se une al complejo gE/gl camuflando asi
al virus y a las células infectadas por él. Estas acciones reducen la efectividad

antiviral de los anticuerpos (8,10).

Sobre la base de sus antigenos se reconocen dos serotipos virales, el VHS tipo 1
(VHS-1) y el VHS tipo 2 (VHS-2), que comparten aproximadamente un 50% de
homologia genética, determinantes antigénicos, tropismo tisular y sintomas de
enfermedad, y dentro de ellos se ha establecido la existencia de numerosas cepas 0
variantes gendémicas (5,8), ambos son capaces de persistir en forma latente en el
individuo infectado a nivel del ganglio sensitivo de la raiz dorsal correspondiente al

dermatoma afectado. Es probable que ambos provengan de un mismo virus parental

10



Glucoproteinas virales

Envoltura

Nicleo de ADN

Capsémero
(subunidad

proteical)

|
I
|
l
|
|
|
|
I
I
I



expresados en células similares, los dos virus se unen a estructuras diferentes
(11).

Penetracion, como resultado de la fusion de la envoltura viral con la
membrana plasmatica y subsiguiente ingreso de la nucleocapside que migra

hacia el poro nuclear (11).

Descapsidacion, con liberacién del ADN viral en el nucleoplasma: el acceso y
preservacion del ADN viral se encuentra facilitado por una concomitante

inhibicion de la sintesis de macromoléculas celulares (11).

Transcripcién del genoma viral, que ocurre a través de una ARN-polimerasa Il
de origen celular, pero con participacion de factores virales en todos los
estadios de la replicacion. EI ADN viral consiste en dos secuencias: L (large) y
S (small), que son segmentos que pueden invertirse uno con respecto al otro,
es decir que el ADN consistiria en 4 fragmentos, cada uno exhibiendo una
diferente orientacion de las regiones L y S. La transcripcion y replicacion tiene
lugar en el nucleo y la sintesis de proteinas ocurre en el citoplasma. Los
herpes son los Unicos virus con genoma ADN que no imponen un control
rigido a la transcripcidn, tal es el caso de las regiones tardias del genoma que
son expresadas en ausencia de sintesis de ADN viral. Sin embargo, la
generacion de proteinas virales es coordinadamente regulada y
secuencialmente ordenada en un proceso en cascada, que resulta de los
diferentes procesamientos de los transcriptos virales. La biosintesis ocurre en
3 fases y los ARNm procesados durante esos 3 periodos corresponden a 3
clases de polipéptidos: temprano alfa (proteinas precoces inmediatas o
proteinas de unién de ADN), importantes para regular la transcripcion de los
genes tempranos beta (proteinas precoces beta), consistentes en mas
enzimas y factores de transcripcién, entre los que se incluyen la ADN
polimerasa y tardios gamma (proteinas tardias gamma), principalmente

proteinas estructurales. Son regiones no contiguas del genoma viral las que

12



han de originar los ARNm que seran traducidos durante cada una de las 3
fases. En la inicial, los genes alfa son los primeros en ser expresados,
generando 5 polipéptidos de los cuales uno es el requerido para la sintesis del
subsiguiente grupo de polipéptidos, el beta. La produccién de estos
polipéptidos que corresponden entre otros a enzimas tales como ADNasa,
timidin-cinasa y ADN Polimerasa, implica la cesacién de sintesis de los alfa.
La tercera fase depende de la duplicacion del ADN viral y corresponde a
transcriptos del 50% del genoma que codifican los polipéptidos gamma, en su
mayor parte proteinas estructurales que han de migrar al nucleo para
conformar las capsides o bien insertarse tanto en la membrana nuclear como
la plasmatica, reemplazando a las proteinas celulares. Otra caracteristica del
herpes virus, es que codifica un gran niamero de enzimas implicadas en la
sintesis de su ADN, la que comienza cuando cesa la produccion de
polipéptido beta. Aparentemente, s6lo una pequefia porcion del ADN parental
seria replicada, a través de mecanismos que incluyen circularizacion del ADN
viral e iniciacion de la replicacién en uno o dos sitios (12).

e Armado, que tiene lugar en el nucleo y esta dado por un ADN viral que se

emplaza en el interior de una capside preformada.

e Maduracion, representada por una nucleocapside que adquiere envoltura a

través de su brotacién por la membrana nuclear.

e Liberacion, a partir de la migracion de viriones acumulados en el espacio
perinuclear y que han de egresar al espacio extracelular, sea por fagocitosis

reversa o por disrupcion de la membrana plasmatica (12).
En el caso del VHS, la célula productivamente infectada no sobrevive. Desde el

comienzo del ciclo reproductivo viral, ocurren alteraciones estructurales vy

bioquimicas que conducen a la lisis celular.

13
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transmision del virus. Otras diferencias entre los dos tipos incluyen especificidad de
receptor, caracteristicas de crecimiento y antigenicidad. El VHS-2 tiene mayor
tendencia a producir viremia y se asocia con sintomas sistémicos de tipo gripal
(8,10).

El VHS puede causar infeccion litica de la mayoria de las células, infeccion
persistente de los linfocitos y macréfagos, e infecciéon latente de las neuronas. La
citolisis, se debe en general a inhibicion inducida por el virus de la sintesis de
macromoléculas celulares, degradacion del ADN de la célula huésped, permeabilidad
de la membrana, alteracion del cito esqueleto y senescencia de la célula. Se
producen cambios de la estructura nuclear y marginacion de la cromatina, junto con
aparicion de cuerpos de inclusion intranucleares acidofilos tipo A de Cowdry. Muchas

cepas de VHS inician también la formacién de sincitios (8).

El virus inicia la infeccion de las membranas mucosas o penetra a través de fisuras
en la piel. EI VHS suele causar una infeccién localizada que puede ser inaparente o
provocar lesiones vesiculares, el virus se multiplica en las células de la base de la
lesion, y el liquido vesicular contiene viriones infecciosos. La lesion esta causada por

una combinacion de patologia virica e inmunopatologia.

En general se resuelve sin dejar cicatriz. El virus se disemina hacia las células
adyacentes y a las neuronas que inervan la zona. Después de la infeccion de la
neurona, la nucleocapside es transportada hasta el nucleo celular e inicia una
infeccion latente (8).

Ademas de las vesiculas herpéticas en genitales caracteristicas en pacientes con un
primer episodio de herpes genital, también con frecuencia se presentan sintomas

neurolégicos (por ejemplo, cefalea, rigidez de cuello y fotofobia) (13).

15



11.6. LATENCIA Y REACTIVACION

A través de un ciclo viral que incluye primoinfeccién, latencia y reactivacion el
genoma viral induce una infeccién persistente, de acuerdo a una sucesion de etapas
gue se cumplen en un area anatémica circunscripta, la que esta integrada por una
neurona ganglionar, su prolongacion axonal con las células circundantes y el
segmento de epitelio inervado por esa neurona. En forma consecutiva al contacto
inicial con herpes simplex, ocurre una replicacion en el sitio de inoculacién y con ellas
se alcanza un titulo infectivo que posibilita la penetracion de las particulas virales
hasta alcanzar las terminaciones nerviosas presentes en las capas profundas del
epitelio. Desde aqui en adelante, el herpes simplex necesita de un pasaje rapido y
resguardado, y lo logra por intermedio del axén de las células de Schwann que

circundan ese axon y de las células satélites que rodean al soma neuronal (8).

Una vez ingresado el ADN viral al nucleo de la neurona, se establece el estado de
latencia, definido por un genoma viral que persiste intracelularmente sin expresarse o
lo hace en forma parcial. A la vez latencia implica que ese genoma viral pueda ser

activado a su total expresion.

No es posible aislar virus infeccioso a partir de homogenatos ganglionares aunque si
pueden recuperarse cuando las neuronas son cocultivadas con células permisivas
(11). Recurriendo a esos procedimientos de rescate, es que se ha establecido la
presencia del VHS-1 en ganglio del trigémino y del VHS-2 en ganglios sacros. El
estado molecular del VHS latente, se describe como estatico o de replicacion
bloqueada, es decir una condicion que explica la ausencia de proteinas detectables y

la consiguiente evasion a la accién de las defensas inmunes del huésped (12).
Se conoce que ese genoma persiste como ADN circular y extracromosomal y que

carece de secuencias terminales repetitivas invertidas. Sin embargo, existe una

limitada expresion de por lo menos un gen, y los correspondientes transcriptos son

16



marcadores especificos de latencia, como esos LATs (latency associated transcripts)
solo han sido evidenciados en el nucleo de aproximadamente el 1% de neuronas
latentemente infectadas, esa limitacion de la expresibn gendmica a tan baja
proporcion de células justificaria la estricta localizacion de las infecciones
recurrentes. Cabe sefialar que hasta ahora ninguna proteina codificada por los
herpes simplex-LATs, ha podido ser detectada. De todos modos, se supone que Ssi
bien esos LATs no estarian involucrados en el establecimiento o mantenimiento de la
latencia, si estarian implicados en el facilitamiento del proceso de reactivacion
(12,14).

Cuando llega a superarse el blogueo que condiciona la latencia, se establece una
infeccion productiva. Es a través de una replicacion restringida que no esta asociada
a lesién neuronal, ni a expresion de antigenos virales en la superficie neuronal que
se sintetiza una progenie viral destinada a ser exportada al epitelio, donde si provoca
lesiones celulares evidenciadas como erupciones vesiculosas, habitualmente
circunscriptas a limites cutaneo mucosos. De la infeccién productiva epitelial resulta
una acumulacion de particulas virales en liquidos vesiculares, facilitandose en

consecuencia la transmision interhumana por contacto (15).

Una gran variedad de estimulos pueden inducir cambios en el estado fisiologico de la

neurona y asi reactivar una infeccion latente, seguin diversos mecanismos:

1. Afeccion primaria de la neurona ganglionar (injuria neural, neurectomia,
alteraciones en el entorno celular).

2. Accion sobre el epitelio inervado (sol, luz ultravioleta, lesiones cutaneas)

3. Intervencion por via sistémica, a través de hormonas (premenstruo, tratamiento
con corticosteroides), o de condicionamientos emocionales (ansiedad, depresion,
estrés) (10, 12,15).

El estrés puede tener un efecto doble: 1.favorecer la replicacion del virus en el tejido

nervioso y 2. Deprimir transitoriamente la inmunidad mediada por células. (13,15) Sin
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embargo, las infecciones recurrentes suelen ser menos graves, mas localizadas y de
menor duraciéon que los episodios primarios, a causa de la existencia de las

respuestas inmunitarias de memoria (8).

[1.7. INMUNIDAD

Durante la fase de primoinfeccion, las defensas inmunes circunscriben al virus a la
unidad anatémica “epitelio-nervio-neurona”. Pero una vez que el herpes simplex
establece la latencia ya no resulta accesible al sistema inmune y su reactivacion

ocurre pese a la presencia de anticuerpos humorales especificos (8,12).

El control y la resolucién de la infeccidbn por VHS requieren participaciéon de la
inmunidad humoral y celular. Los anticuerpos dirigidos contra las glucoproteinas
viricas neutralizan el virus extracelular, lo que limita su diseminacion. Los anticuerpos
contra el VHS-1 protegen también frente a posibles ataques futuros por otras cepas
del mismo virus, y hasta cierto punto contra las infecciones por VHS-2, y viceversa.
Sin embargo, el virus puede escapar a la neutralizacién y la eliminacién por los
anticuerpos, mediante diseminacién directa célula a célula e infeccion latente de las

neuronas (8).

Ademas el virion y las células infectadas por el virus expresan receptores de
anticuerpos (Fc) y de complemento, que debilitan estas defensas humorales. En
ausencia de una inmunidad funcional mediada por células, la infeccidon por VHS es
mas grave y puede extenderse hasta organos vitales y el cerebro, en consecuencia
la respuesta inmune mediada por células es esencial para el control y la resolucion

de las infecciones por VHS (8,10).

Durante la infeccién primaria, el interferén y los linfocitos citoliticos naturales (células

asesinas naturales), limitan la progresion de la infeccién. Tras la infeccion para
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eliminar las células infectadas y curar una enfermedad en curso es necesaria una
hipersensibilidad retardada asociada a los linfocitos T colaboradores de tipo 1 (T-

helper 1, TH1) y la respuesta de los linfocitos T citotoxicos (12).

En la infeccion primaria por VHS se produce un incremento rapido de los anticuerpos
tipo IgM seguido posteriormente de un incremento de los IgG. Los de clase IgM
aunqgue suelen desaparecer al cabo de 3 a 6 meses, presentan perfiles muy variados

para cada individuo pudiendo su persistencia indicar que la replicacion viral continua

9).

En las infecciones recurrentes pueden persistir o reaparecer los anticuerpos IgM, lo
gue ocurre también tras las infecciones secundarias herpéticas graves como la
encefalitis, aunque su negatividad no excluye el diagnostico. Las IgG persistiran
elevadas practicamente de por vida por lo que su deteccion no podra utilizarse como
signo de infeccién activa. Tan solo implican que el individuo ha sido infectado por el
VHS-1 0 VHS-2 0 ambos, también suponen que es portador del VHS en los ganglios

sensitivos y que el virus puede reactivarse intermitentemente (12,16).

Los anticuerpos antivirales sélo indican infeccion latente o activa, ya que estando
presente en la mayoria de los enfermos antes de la recurrencia, no varian
posteriormente durante un tratamiento prolongado con aciclovir (17). Por otra parte,
una vez que se ha establecido latencia, la condicién de anticuerpos no participa en la

probabilidad de reactivacion viral o desarrollo de recurrencias (18).

11.8. EPIDEMIOLOGIA

La frecuencia de herpes genital aumenta en todo el mundo y el virus herpes simplex
es la causa mas comun de ulceras genitales. Una medida de la infeccion de herpes

genital es la seroprevalencia de anticuerpos en contra del virus herpes simplex tipo 2
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(VHS-2) en la poblacién, sin embargo esto no refleja el nUumero creciente de casos de

herpes genital ocasionado por virus herpes simplex tipo 1 (VHS-1) (3).

En 1994, el International Herpes Management Forum (IHMF) resumio los resultados
de 9 paises controlados en los afios previos, la poblacién estudiada incluia donantes
de sangre, parejas de mujeres embarazadas y varones en clinicas de esterilidad,
resultando la seroprevalencia de VHS tipo 2 mas alta en Africa (30 a 40%), seguido
de EEUU (13 a 40%) y en Europa (7 a 16%) (3,19).

Segun reportes a nivel mundial la seropositividad para el VHS-2 oscila desde menos
del 1% para los estudiantes recién ingresados en la escuela superior, del 15 al 20%
para los adultos de niveles socioecondémicos medios y superiores, del 40 al 60% para
los grupos socioeconémicos mas bajos y el 78%-80% para las prostitutas a nivel
mundial (4,8).

Sin embargo, la prevalencia de marcadores seroldgicos de infeccion por el VHS-2
varia de acuerdo con el tipo de poblacion estudiada, en trabajadoras sexuales de
diversos paises las seroprevalencias son consistentemente mayores a las
observadas en grupos femeninos que acuden a planificacion familiar o a clinicas de
detecciéon de enfermedades venéreas. En la ciudad de México por ejemplo, la
prevalencia de marcadores seroldgicos de infeccién por VHS-2, se ha encontrado de
60,8% a 65,1% en trabajadoras sexuales, y de 18,1% en asistentes a consulta

ginecoldgica (1).
Asi, en Inglaterra son seropositivos al VHS-2 el 17% de varones heterosexuales,
27% de homosexuales varones y 25% de mujeress que asisten a una clinica de ITS,

comparados con 10% de donadores de sangre femeninas y 3% masculinos (3).

En Zaire la seroprevalencia entre trabajadoras sexuales, es de 95% en individuos

VIH positivos y 75% en VIH negativos (3).
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Al igual que en la seroprevalencia del VHS-2 existe una variacion geogréfica en el
namero de casos de herpes genital por VHS-1 , asi en algunos sitios de Reino Unido

VHS-1 causa 50% de los primeros episodios de herpes genital (3).
En Chile, segin un estudio de seroprevalencia en pacientes clinicamente

diagnosticados con herpes genital el afio 2003, se obtuvo una prevalencia del 43%
(20).

11.9. CUADRO CLINICO

Tanto el VHS-1 como el VHS-2 pueden ser causantes del herpes genital,
dependiendo de las préacticas sexuales de los individuos. La mayoria de las
infecciones genitales primarias son asintomaticas. Cuando existen las lesiones, la
presentacion clinica es una vesicula clara sobre una base eritematosa “una gota de
rocio en un pétalo de rosa” que se caracteriza por diseminacion de estas vesiculas,
qgue suelen ser dolorosas y pueden ser en genitales internos o externos seguido por
ulceracién y costras con sintomas locales intensos y prolongados asi como

hipertermia, cefalea y malestar general en algunos pacientes (8).

Las lesiones tipicas de los hombres, se localizan en el glande o el cuerpo del pene y
a veces en la uretra; de las mujeres se pueden ver en vulva, vagina, cérvix, area
perianal o la superficie interna del muslo y se acompafian muchas veces de prurito y
exudado vaginal mucoide. Este primer episodio de herpes genital es con frecuencia

mas prolongado y grave en mujeres que en varones (11). Fotos 1y 2.
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El episodio completo en la primoinfeccion, dura dos o tres semanas sin tratamiento.
En contraste las recurrencias por lo general duran menos tiempo de 5 a 7 dias y

consisten en una sola lesién o pequefio grupo de lesiones en genitales externos (18).

A continuacion se detallan las complicaciones relacionadas al herpes genital: (13)

COMPLICACIONES LOCALES AGUDAS DEL HERPES GENITAL

¢ Infeccion bacteriana secundaria
e Fimosis y parafimosis
e Adhesiones labiales
¢ Radiculomielopatia sacra
- Parestesia
- Retencion urinaria

- Constipacién

11.10. TRANSMISION DEL HERPES GENITAL

La transmision de herpes genital puede darse por dos tipos:

a) Directa

e La primoinfeccion genital se adquiere fundamentalmente por contacto sexual y
este contacto puede ser de genital a genital, boca a genital, genital a anal o buco
anal. La infeccién puede presentarse cuando la pareja fuente tiene recurrencia
clinica o con mayor importancia cuando estan diseminando el virus

asintométicamente (18).
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b) Indirecta

¢ Reinfecciones exdgenas, ya sea por auto-inoculacion desde otra zona
previamente infectada, como infeccibn de los ojos por auto-inoculacién o por

infeccion a partir de otro huésped (5).
e Transmision vertical de la madre al hijo:
1. Transplacentaria
2. Durante el paso del bebé por el canal vaginal que puede ocurrir tanto por una
primoinfeccion cercana al parto o también por la reactivacion de una infeccién latente
materna, constituyéndose en un factor de alto riesgo para el recién nacido originando
un herpes neonatal cuya mortalidad sin tratamiento puede superar el 80% en los

casos de infeccidén diseminada (3, 21, 22).

11.11. CLASIFICACION DEL HERPES GENITAL.

La clasificacidon del herpes genital se puede observar en el siguiente cuadro: (13)

CLASIFICACION DEL HERPES GENITAL

A) ASINTOMATICO.-

Infeccion por VHS asintomatico Infeccion por VHS sin sintomas clinicos,
pero con evidencia sexolégica o
virolégica de infeccién.

B) CLINICO.-

Herpes Genital Primario Primer episodio de herpes genital en
individuos sin anticuerpos VHS-1 o VHS-
2.
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Herpes Genital no Primario Primer episodio de herpes genital en

individuos con anticuerpos VHS-1.

Herpes Genital Recurrente Recurrencia o reactivacion de herpes
genital.
Primer episodio de herpes genital Primera presentacion clinica de herpes

genital (puede ser herpes genital

primario, no primario o recurrente).

Herpes Genital “atipico” Herpes genital con sintomas que no se

reconocen tipicos de herpes.

1.11.A. ELIMINACION VIRAL ASINTOMATICO.

La evidencia para la importancia de infeccion no aparente, viene de estudios que
documentan la eliminacion viral asintomética, o deteccién de cambios celulares en
citologia cervical sugestivos de VHS. La eliminacion viral no aparente se presenta en
dos situaciones: en el primer grupo, los pacientes con herpes genital clinico eliminan
el virus asintomaticamente de vez en cuando, los estudios en mujeres con herpes
recurrente han mostrado que VHS puede aislarse de 4 a 14% de ellas cuando estan
asintomaticas y la transmision de pareja sexual infectada a no infectada por lo
general ocurre entre recurrencias clinicas. El segundo grupo de paciente son los que
nunca han tenido herpes genital sintomatico, pero eliminan virus. La diseminacion
viral de este tipo se ha demostrado tanto en varones como en mujeres, y en genitales

internos y externos (18).

Un estudio efectuado en la Universidad de Washington, evalué la eliminacién

asintomatico de VHS en 306 mujeres, y se establecid que la eliminacion viral
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asintomatico, se presentd con mas frecuencia durante los primeros 3 meses después
del herpes genital primario y fue mas comun en aquellos pacientes que presentaron
infeccion primaria por VHS tipo 2 y que esta se increment6 en fechas cercanas a los
periodos sintomaticos, estos estudios ademas sugieren que el tratamiento antiviral
supresivo no limita la eliminacién viral asintomatico, es decir un tratamiento con
aciclovir a largo plazo (dosis de 200 mg cuatro veces al dia durante 6 meses), reduce

la eliminacion sintomatica, pero no la asintomatica (18).

[1.11.B. HERPES GENITAL RECURRENTE

En algunas circunstancias clinicas, las vesiculas herpéticas son vistas mas
comunmente en las recurrencias de herpes genital que durante la primera aparicién o
se observan brotes recurrentes cuando las Ulceras estan cicatrizando. En forma
comun, las recurrencias son menos severas que la infeccion primaria en el herpes
genital “clasico”. Sin embargo, muchos pacientes se presentan con un primer
episodio de herpes genital, el cual es una recurrencia, y en estos casos los brotes

subsecuentes no seran menos severos (13).

Las infecciones por VHS-2 recurren mas temprano y con mayor frecuencia que las
debidas a VHS-1, y es interesante saber que las infecciones orales por VHS-2
recurren con menor frecuencia que las de VHS-1 indicando que ambos virus han

desarrollado cierto grado de especificidad de lugar (18).
Sin embargo, las infecciones herpéticas recurrentes se presentan aunque el suero
tenga niveles altos de anticuerpos neutralizantes antivirales. Este hallazgo ha llevado

a postular que la recurrencia se asocie a un defecto en la inmunidad celular (8).

La frecuencia de recurrencias en varones y mujeres parece ser similar, pero las

caracteristicas de estas son diferentes. En varones, las recurrencias duran mas y
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consisten en mas lesiones que en mujeres, pero las mujeres tienen sintomas mas

graves que los varones (18).

En general su duracion no sobrepasa los 10 dias excretandose particulas virales por

aproximadamente 2 a 5 dias y en baja concentracion.

Un estudio hecho en Chile demuestra que ambos tipos virales VHS-1 y VHS-2
pueden originar herpes genital pero con distinta frecuencia, las infecciones genitales
causadas por VHS-2 recurren aproximadamente en un 65% mientras que las

originadas por VHS-1 solo lo hacen en un 20% (2).

Las caracteristicas clinicas del herpes genital recurrente se detallan en a

continuacion: (13)

CARACTERISTICAS CLINICAS DEL HERPES GENITAL RECURRENTE

FACTORES PREDISPONENTES:

e Sistémicos: estrés, fatiga, menstruacion

e Locales: trauma, coito

SINTOMAS PRODROMICOS:

e Neuralgia en los dermatomos sacros

e Sensacion local de hormigueo, prurito

e En ocasiones, sintomas sistémicos

SIGNOS:

e Generalmente localizados y unilaterales

e Extragenitales, formacion de lesiones nuevas y linfadenitis, con menos frecuencia

gue en la infeccion primaria.
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11.11.C. HERPES GENITAL “ATIPICO”

Las manifestaciones “atipicas” de herpes genital en mujeres, se presentan
comunmente e incluyen alteraciones epiteliales de tipo fisuras, foranculos,
excoriaciones y eritema vulvar no especifico, mas sensacion de hormigueo, dolor y

prurito, no son comunes sintomas neurolégicos (13).

Los signos “atipicos” en varon incluyen, fisura lineal de prepucio y manchas rojas en
glande. Las lesiones extragenitales se presentan comunmente en 16% de pacientes
con herpes genital primario, 8% con herpes genital no primario y en 4% de casos de
herpes genital recurrente. Las lesiones extragenitales por lo general afectan gluteos,

ingle o pierna y son mas frecuentes en mujeres que en varones (13).

La infeccidon por candida, diabetes o infeccion por VIH predisponen a un herpes

genital “atipico” (13).

11.12. EMBARAZO E INFECCION POR VHS.

La infeccién del recién nacido puede ocurrir durante el embarazo por transmisién
transplacentaria, por infeccion genital primaria de la madre, por pasaje del feto por el
canal de parto infectado o por contacto con secreciones no genitales infectados en
periodo perinatal y neonatal (11,21,22).

Algunos estudios han demostrado que so6lo 28% de mujeres que transmiten VHS-2 a
sus hijos tiene antecedentes de herpes genital, constituyéndose el mayor riesgo de
transmision vertical de madre a recién nacido, cuando la madre adquiere infeccion

primaria cerca de la fecha del parto (3) y no asi cuando corresponden a recurrencias
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genitales, debido a la existencia de anticuerpos maternos neutralizantes, los que se

traspasan de la madre al hijo y que de algin modo juegan un rol protector (21).

Existe un severo retardo del crecimiento fetal intrauterino, en mujeres con
primoinfeccion por VHS durante el embarazo. La infeccion materna primaria antes de
las 20 semanas de la gestacion se asocia con aborto espontaneo en alrededor del

25% de las mujeres infectadas.

La infeccion del recién nacido por VHS, en una enfermedad devastadora
generalmente mortal, causada la mayoria de las veces por el VHS-2, por la falta de
una respuesta inmune en el recién nacido, el VHS puede diseminar hasta el higado,
pulmén y otros 6rganos como el sistema nervioso central (11). Pudiendo prevenirse

evitando el parto y realizando una cesarea en el momento del nacimiento (22).

[1.13. VIRUS HERPES SIMPLEX Y SIDA.

Cuando se ve desde la perspectiva de la taxonomia viral, parece no haber relacion
entre el virus de la inmunodeficiencia humana y miembros de la familia
Herpesviridae. Sin embargo, hay multiples formas en que estos virus pueden
potencialmente interactuar, cuando se ve desde el punto de vista de células
individuales en el cuerpo humano. De este modo, una vez que el VIH ha dafado el
sistema inmunoldgico celular, los virus herpes latentes pueden reactivarse y causar
enfermedad oportunista por su propio derecho. En contraste, los virus herpes
interactuan potencialmente con el VIH a nivel celular o molecular para acelerar la
velocidad en la que el VIH provoca inmunodeficiencia; llamandose a esto relacién de

cofactor (6).

Las caracteristicas que comparten el VIH y el VHS también incluyen la influencia

psicolégica y social de la infeccion. Los estudios han mostrado que las respuestas
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emocionales a un diagndéstico de herpes genital incluyen temor de rechazo, baja

autoestima, ira, culpabilidad y depresion (23).

En pacientes con inmunidad subyacente normal, los virus herpes en forma
caracteristica se reactivan para causar enfermedad cuando el paciente no es 100%
saludable. Por lo tanto no es sorprendente ver que estos virus causan el mismo tipo
de enfermedad, una vez que el VIH ha debilitado al huésped. Estas enfermedades
son formas mas extensas y mas graves que aguellas ocasionadas en pacientes sin
infeccion por VIH, o son condiciones diferentes debido a su frecuencia y presentacion
(6, 22,23).

1.14. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Para el diagnéstico de herpes genital se pueden emplear las siguientes técnicas de

laboratorio:

e Citologia/histologia.-

La prueba de Tzanc ha sido usada para examinar las células obtenidas de la base de
lesiones herpéticas. Las células se extienden sobre un porta se fijan y se tifien con
los colorantes de Wright o Giemsa. Los sincitios, el “balonamiento” del citoplasma y
las inclusiones intranucleares tipo A de Cowdry son caracteristicas de la infeccién por
VHS o VVZ (Virus Varicela Zoster). EI examen citoldégico es sugestivo pero no
concluyente. Se puede establecer con rapidez la presencia de VHS mediante
demostracion de antigenos (inmunofluorescencia o inmunoperoxidasa) o ADN del

virus en una biopsia o extension de Tzanc (hibridacion in situ) (8).
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e Serologia.

Serologia para anticuerpos de tipo IgM especificos, en caso de infeccién activa, con
replicacion viral y lesiones vesiculares visibles, desaparecen al cabo de 3 a 6 meses.

Serologia para anticuerpos de tipo IgG especificos, que persistiran elevadas por toda
la vida, que indica que un individuo has sido infectado.

Los procedimientos seroldgicos solo tienen utilidad para el diagnostico de infeccion
primaria por VHS y para estudios epidemiolégicos. La serologia no es util para
diagnosticar la enfermedad recurrente puesto que no se suele acompafar de
aumento significativo de los titulos de anticuerpos (8). Para ello se pueden utilizar
diferentes técnicas como ELISA, reaccion de neutralizacion, enzimoinmunoanalisis

indirecto, test de aglutinacion, Western Blot.

e Aislamiento del virus en cultivo celular.

El aislamiento viral en cultivo celular es la técnica diagnéstica de referencia para
demostrar la infeccion por VHS, las tasas mas altas de recuperacion se obtienen por
orden de frecuencia en muestras de lesiones vesiculares, lesiones pustulosas,
Ulceras y lesiones costrosas. Las muestras se recogen mediante aspiracion del
liquido de la lesibn o con una torunda de algodon y después se inoculan

directamente en cultivos de células (24,25).

El VHS produce efecto citopéatico (ECP), al cabo de uno a tres dias en células Hela,
HEp-2, VERO, fibroblastos embrionarios humanos o células de rifiébn de conejo. El
ECP del VHS comienza con granulacion citopldsmica, posteriormente las células
aumentan de tamafo y aparecen balonadas. Las células grandes se redondean se

separan de la monocapa y después mueren. Algunos aislamientos inducen fusion de
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células vecinas lo que da lugar a elementos gigantes multinucleados (sincitios) (2,8,
24, 25).

e Deteccion del genoma viral

Otra forma de demostrar la presencia de infeccién por VHS es la deteccion del
genoma viral, mediante técnicas de biologia molecular como ser la Reaccion de la
Polimerasa en Cadena (PCR), mediante la cual pequefias cantidades de ADN viral
pueden ser amplificados enziméaticamente. La PCR es altamente sensible y
especifica incluso superando en ocasiones al aislamiento viral en cultivo celular (26,
27,28).

e Tipificacion viral.
La tipificacion de los aislados de VHS se puede realizar mediante técnicas
bioguimicas, biologicas o inmunoldgicas. Los patrones obtenidos con endonucleasas
de restriccion del ADN de los VHS-1 y VHS-2 son Gnicos y permiten la tipificacion

inequivoca de los aislamientos.

También se dispone de anticuerpos y sondas de ADN especificos para el tipo de
VHS que permiten detectar y diferenciar entre VHS-1 y VHS-2 (8,29).

La siguiente tabla indica las diferentes pruebas diagndsticas que pueden utilizarse en

diferentes momentos del curso de la enfermedad: (13)
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PRESENTACION PRUEBAS DE LABORATORIO ADECUADAS

- Lesiones vesiculares tempranas Cultivo o deteccion antigénica*
- Lesiones cicatrizadas tardias Cultivo**
- Alto riesgo subclinico Serologia especifica del tipo

(si se dispone de ellas por ejemplo
Western blot )

- Sintomas "atipicos" Cultivo, deteccién antigénica, o
(en pruebas para Investigacion)
Reaccion en cadena para la
polimerasa

*Solo si no se requiere prueba de sensibilidad al aciclovir y daran resultados positivos
si se toma muestra los primeros 7 a 10 dias del episodio inicial, o durante las
primeras 72 horas del episodio recurrente de herpes genital.

** Mas dificil obtener resultados de cultivo positivo debido a menos virus.

[1.15. TRATAMIENTO.

El aciclovir es la droga de eleccion para el tratamiento del herpes genital sobre todo
en pacientes inmunocomprometidos en los cuales la enfermedad es severa y a
menudo fatal, pero en los que ha logrado inducir una marcada recuperaciéon. El
tratamiento ha demostrado efectividad en la supresion de las recurrencias,

aceleracion de la resolucion de las lesiones y reduccion del dolor.

A pesar de ello el aciclovir no modifica la latencia, es decir el efecto de la droga esta
en relacion a su efecto antiviral directo, sin que se puedan atribuir a modificaciones
en la respuesta inmune y su efecto persiste sélo mientras se mantiene su
administracion. Esto plantea la conveniencia de prolongar el tratamiento
indefinidamente, considerando los beneficios versus los costos, la severidad de los

ataques, la sensibilidad de los virus y la presencia de inmunodeficiencia (8).
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La dosis empleada en casos de primoinfecion es de 200mg, 5 veces al dia,
disminuye casi a la mitad la duracion del dolor, la sintomatologia y los tiempos de
excrecion viral. El tratamiento del episodio inicial con aciclovir, sin embargo, no

modifica la naturaleza cronica o recurrente de la enfermedad (30).

En caso de frecuentes recurrencias se hace un tratamiento de sostén con dosis de
400 mg 2 veces por dia durante 3 a 6 meses, observandose una marcada

disminucién de las recurrencias y su severidad.

Este farmaco es relativamente atoxico ya que se activa unicamente en las células

infectadas y se puede emplear con fines profilacticos.

Los pacientes con historia de infeccion genital por VHS deben ser instruidos para que
prescindan de las relaciones sexuales cuando notan lesiones o sintomas
prodromicos. Sélo pueden reanudar esas relaciones cuando las lesiones se han
reepitelizado por completo puesto que es posible aislar el virus incluso en las
lesiones costrosas. Los preservativos pueden resultar Utiles e indudablemente son

mejores que nada pero no ofrecen proteccion completa (8).

[1.15.A. ANTIVIRALES.

Los antivirales més utilizados para el tratamiento de herpes genital son el aciclovir y
foscarnet, sin embargo existen muchos méas agrupados de la siguiente
manera:(30,31)
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CLASIFICACION DE ANTIVIRALES

Anélogos de nucledsidos y nucleotidos Aciclovir, arabinésido de adenosina
(vidarabina Ara A), cidofovir, sorivudina,
fanciclovir,  ganciclovir,  idoxuridina,

penciclovir, triflutimidina, valaciclovir.

Anélogos de los pirofosfatos Foscarnet
Interferones Polipéptidos: interferon alfa 2a, 2b, n1y
n2.

La mayor parte de los antivirales (analogos de los nucledsidos y foscarnet), actdan
inhibiendo la sintesis del ADN viral (inhibiendo la ADN polimerasa y/o incorporandose
a la cadena ADN e impidiendo su elongacion).

El fosfonoformato (foscarnet) es un inhibidor de la polimerasa del DNA. Su actividad
contra los virus herpes no requiere fosforilacién previa por la enzima timidin-cinasa lo

gue le confiere actividad contra cepas timidina-deficientes.

Los interferones naturales son glicoproteinas que tienen actividad antiviral, se postula
que inducen enzimas celulares que interfieren con la sintesis de proteinas virales.
Las formulaciones comerciales se obtienen de bacterias por medio de la técnica de
DNA-recombinado. Existen 3 tipos de interferones: alfa, beta y gamma, actualmente
solo es utilizado el interferon alfa, su mecanismo de accion es la unién de modo
reversible a los receptores de la superficie celular donde activa a las enzimas

citoplasmicas que interfieren con la lectura del mRNa y la sintesis proteica.

Los andlogos de los nucledsidos y nuclebtidos para ser activos tienen que

fosforilarse (incorporar 2 a 3 moléculas de fosfato) en el interior de las células
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infectadas. En el caso del aciclovir y penciclovir, la incorporacion de la primera
molécula de fosfato la efectua la timidin cinasa, una enzima viral codificada por los
VHS y VZV, por lo que el farmaco se acumula de forma selectiva en las células
infectadas por el virus y ello explica su escasa toxicidad. Para el caso del ganciclovir,
la incorporacion de la primera molécula de fosfato la cataliza una fosfotransferasa
codificada por el CMV. La incorporacion de los otros dos fosfatos, la catalizan

cinasas celulares (11,32).

El arabinosido de adenina - vidarabina (Ara A), esta aprobado también para
tratamiento de la infeccion por VHS, aunque es menos especifico y por tanto con
mayor riesgo de efectos indeseables y en la practica clinica muestra muy poca

eficacia contra cepas de VHS o de VZV resistentes al aciclovir (12,30).

El fanciclovir, es un analogo de la guanosina y pro-farmaco del penciclovir
(estructuralmente similar al aciclovir). Una vez absorbido se transforma rapidamente
en penciclovir en el higado y el intestino. Su mayor utilidad esta en el tratamiento de
infecciones herpéticas recurrentes y en la supresion de infecciones herpéticas

cronicas recurrentes.

El cidofovir, es un monofosfato (andlogo de nucleétido) que al convertirse en
bifosfato muestra actividad contra los VHS tipo 1y 2, VZV, EBV y CMV.

La idoxouridina, es un analogo de la timidita que inhibe las enzimas que actdan en la
sintesis del DNA y que compite con la timidina por la incorporacion al DNA viral y
celular.

La trifluridina y el aciclovir han sustituido a la idoxouridina como farmacos topicos

para la queratitis herpética (30).
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11.15.B. MECANISMO DE ACCION DEL ACICLOVIR

El aciclovir quimicamente es el 9-2 hydroxietioximetil guanina, cuya accion es inhibir
la sintesis del DNA viral, para esto el aciclovir debe ser activado por fosforilacion,
incorporando tres moléculas de fosfato en el interior de las células infectadas. Este
proceso de fosforilacion es catalizado por una enzima viral, la timidin-cinasa
codificada por el VHS, es la responsable para la conversion inicial, a monofosfato del
aciclovir. Subsecuentemente la incorporacion de los otros fosfatos ocurre bajo el

mando de cinasas celulares (24,25).

Este proceso de fosforilacion permite la acumulacion selectiva de los farmacos
dentro de las células infectadas, lo cual reduce la toxicidad (22). Esta activacion
especifica, producen una selectiva captacion del aciclovir en las células infectadas
considerando que no hay ninguna conversion significante del aciclovir monofosfato

en las células no infectadas (32).

El trifosfato de aciclovir tiene una mayor afinidad por el DNA polimerasa viral, que el
sustrato natural que es la desoxiguanosina trifosfato, entonces se compite por la
enzima y se produce la incorporacion preferencial dentro de la cadena de replicacion
del ADN.

La terminacion de la cadena nucleosidica ocurre por la falta de un grupo 3’ hidroxilo,
capaz de aceptar el nucleétido entrante, ademas la incorporacion del aciclovir no

puede cortarse por exonucleasas de la célula (33).

La ADN polimerasa viral también se limita irreversiblemente al aciclovir dando lugar

este complejo, a una inactivacion de la misma.

Las consecuencias de este selectivo mecanismo de accion son dos: primero, la

actividad se restringe a estos virus que codifican una timidin-cinasa especificos
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potenciales sustratos, generando cepas TK alteradas (fenotipo TK”) y ¢) mutaciones

en el gen DNA pol, determinan resistencia en cepas de VHS-TK" (25).

Una alteracion en la ADN polimerasa viral es también la causa de la resistencia al
foscarnet (30, 32,33).

Los virus del herpes simplex y varicela zoster resistentes al aciclovir y los
citomegalovirus resistentes al ganciclovir suelen ser sensibles al foscarnet (32,33).
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[11.2. MODELO LABORATORIAL

La recoleccion de muestras de lesiones genitales herpéticas se realizé por raspado
de lesiones vesiculares y ulcerosas de genitales externos e internos de pacientes
clinicamente diagnosticados con herpes genital, que asistieron al Centro Piloto de la
ciudad de La Paz, las muestras fueron obtenidas por duplicado, para impregnacién
directa en portaobjetos y deteccion de antigenos virales por Inmunofluorescencia
Indirecta y otra obtenida en medio de transporte viral (M.T.V.) para diagnostico por
IFI en sedimento y aislamiento viral en cultivo celular del sobrenadante, posterior

confirmacién y caracterizacion antigénica de los aislamientos virales mediante IFI con

anticuerpos monoclonales tipo especificos: anti-herpes simplex virus type 1, y anti-
herpes simplex virus type II, ambos obtenidos en ratén de la marca comercial

CHEMICON Inc®, y finalmente, la determinaciéon de la sensibilidad antiviral de los

aislados obtenidos al aciclovir.
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IV. JUSTIFICACION

El tema en estudio nos proporcionara informacioén sobre las caracteristicas virales y
epidemioldgicas del virus herpes simplex en 2 grupos poblacionales susceptibles a

esta infeccién de transmisiéon sexual.

Debido a los reportes de una alta prevalencia de esta infeccion a nivel mundial, las
implicaciones fisicas y psicosexuales que conlleva y mas aun la devastadora
diseminacién al neonato, constituye una preocupacion, conocer las caracteristicas
epidemioldgicas y virologicas de esta infeccion de transmisidon sexual, para

determinar su relevancia como problema de salud publica en Bolivia.

Siendo importante la implantacién y decisiva la estandarizacion de métodos de
laboratorio, sensibles y especificos como la Inmunofluorescencia indirecta (IFl), y el
aislamiento del VHS en cultivo celular, constituyéndose no solo en una herramienta
de apoyo al diagnostico clinico sino también para el estudio epidemioldgico de esta
patologia en nuestro medio, dada la disponibilidad de medidas terapéuticas
antivirales efectivas; por otro lado, esto crea la necesidad del andlisis virologico de
las cepas virales asociadas a cuadros clinicos que no responden a la terapia antiviral
0 cuyas recurrencias clinicas son altamente frecuentes, traduciéndose en una
vigilancia de la sensibilidad in vitro al aciclovir como antiviral de primera eleccion en

nuestro medio, orientando asi al mejor manejo terapéutico del paciente.

Los resultados obtenidos aportaran informacion valiosa al Programa Nacional de
ITS/SIDA, y orientaran en la toma de decisiones respecto a adoptar politicas de
prevencion y control de esta ITS, para evitar la transmisién horizontal de pareja a
pareja, la transmision vertical de madre al hijo durante el parto y evitar

complicaciones subsecuentes que esta infeccién produce.
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Sistema Nacional de Informaciéon de Salud de Bolivia (SNIS), refiere que en el
departamento de La Paz, &rea urbana, durante el afio 2002, se reportaron un total de
2.046 casos sospechosos de Ulceras genitales de los cuales un 32% se presenta en
varones y un 68% en mujeres (9), la mayor parte fueron reportados del Centro Piloto
- La Paz como centro centinela en el Diagnostico de Infecciones de Transmision
Sexual (captacion del 17% del total reportado durante la gestion 2002, estando el
resto del porcentaje disperso en 65 centros de salud), motivo por el cual en el
presente estudio, se toma en cuenta este Centro de Salud para la captacion de

pacientes (34). (Anexo )

Considerando que el Sindrome de Ulceras genitales involucra a lesiones producidas
por 3 entidades infecciosas (35): Treponema pallidum en el caso de Sifilis primaria,
Haemophilus ducreyi en el caso de Chancroide, y virus herpes simplex en el caso de
herpes genital, no se tiene un reporte fiable y valido de los casos de ulcera genital
producida por virus herpes simplex, debido principalmente a una evidente
subnotificacion, asociada al hecho de que en la mayoria de los casos el diagndstico
es solamente clinico dada la carencia de centros de diagndstico de laboratorio,
suministrando a los pacientes tratamiento sindromico, a veces con antibiéticos que
en el caso de herpes genital no tiene ningun efecto terapéutico, dado que el

tratamiento viral es especifico.

Siendo el diagnéstico de laboratorio una herramienta util para determinar las
conductas terapéuticas especificas a seguir, disefiar protocolos de control y
prevencion y estandarizar métodos de laboratorio. La inmunofluorescencia indirecta
(IFl), es una técnica de facil realizacion que permite determinar el tipo viral
involucrado; y el aislamiento viral en cultivo celular ademéas permite determinar la
sensibilidad viral al aciclovir, antiviral de amplio uso y de primera eleccidn en nuestro

pais.



VI. DISENO DE INVESTIGACION

VI.1. OBJETIVOS

VI. 1.A. OBJETIVO GENERAL

Determinar las caracteristicas virolégicas y epidemiolégicas de los virus herpes
simplex en las infecciones de transmision sexual en trabajadores sexuales
comerciales y poblacion general, con diagnéstico clinico de herpes genital que
acudieron al Centro Piloto de la ciudad de La Paz, entre abril de 2003 a agosto de
2004.

V. 1.B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar el diagnéstico de laboratorio de virus herpes simplex, mediante la
técnica de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) y el aislamiento viral en cultivo

celular.

2. Determinar la correlacion entre el aislamiento viral en cultivo celular y la

inmunofluorescencia indirecta.

3. Caracterizar antigénicamente los tipos virales de VHS aislados, mediante

inmunofluorescencia indirecta con Anticuerpos monoclonales tipo especificos.

4. Determinar la sensibilidad in vitro al aciclovir de los virus herpes simplex aislados.

5. Determinar la frecuencia de herpes genital en trabajadores sexuales comerciales

y poblacién general.
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6. Conocer el sexo del grupo poblacional con mas frecuencia de herpes genital.

7. Conocer la edad de los pacientes afectados por herpes genital.

8. Conocer el nivel de instruccidn de los pacientes con herpes genital.

9. Correlacionar la infeccién por virus herpes simplex con la edad de inicio de
actividad sexual.

10. Correlacionar el herpes genital con el numero de parejas sexuales de los

pacientes de este estudio.

11. Determinar la correlaciéon entre el diagndéstico clinico y el de laboratorio.

VI.2. DISENO DE ESTUDIO

El presente trabajo es descriptivo y transversal.

VI1.3. TAMANO MUESTRAL

Se estudiaron muestras obtenidas de todos los pacientes con diagndstico clinico de
herpes genital, atendidos en el Centro Piloto de la ciudad de La Paz, entre los

meses abril de 2003 a agosto de 2004.
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VI.4. TIPO DE VARIABLES

Las variables que se estudiaron en el presente estudio fueron en su mayoria

cualitativas, dicotdbmicas y mdltiples.

VI.5. POBLACION

La poblacion estudiada estuvo constituida por trabajadores sexuales comerciales de
ambos sexos y poblacidbn general entre hombres y mujeres con diferentes
ocupaciones, con diagnéstico clinico de herpes genital (lesiones genitales, gllteos,

peri anales y en muslo) que acudieron al Centro Piloto de la ciudad de La Paz.

VI.6. UNIDAD DE ANALISIS.

La unidad de analisis son los pacientes, en los que se confirmé la infeccion por virus
herpes simplex dentro de los casos sospechosos de la enfermedad, que acudieron al
Centro Piloto de la ciudad de La Paz, y cuyas muestras fueron procesadas en el

Laboratorio de Virologia del Instituto Nacional de Laboratorios en Salud (INLASA).

VI.7. CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Cada participante recibié en forma escrita y verbal una explicacion sencilla y clara del

objetivo del estudio, la misma que esta contenida en una hoja adicional y luego de su
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aceptacion, dio su conformidad colocando su nombre y firmando al pie de la hoja de

consentimiento informado.

En caso de tratarse de paciente sin capacidad de decision, el consentimiento por

escrito, fue dado por el tutor del mismo. (Anexo 1)

VIl. METODOLOGIA.

VIl.1. CRITERIOS DE INCLUSION.

e Pacientes que presenten lesiones vesiculares o ampollas en genitales externos,
cérvix, gluteos, peri anales y muslo.

e Pacientes que presenten al examen clinico Ulceras en genitales externos, peri
anales, muslos, vagina y cérvix.

e Paciente sin tratamiento con aciclovir u otro antiviral por lo menos 48 horas antes

de la toma de muestra.

VII.2. CRITERIOS DE EXCLUSION.

e Pacientes que no consientan de manera voluntaria entrar en el presente estudio.
e Paciente que ya hubiera ingresado en el presente estudio.
e Paciente con exudado genital sin lesiones vesiculares, ni Ulceras genitales o peri

genitales.
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VII.3. TIPO DE MUESTREO.

El tipo de muestreo fue por conveniencia.

VIl.4. RECOLECCION DE DATOS.

La recoleccion de datos se realizé mediante una ficha clinica-epidemioldgica (Anexo
[l1), donde se consignaron los siguientes datos:

- Antecedentes personales: nombre, edad, direccidn, teléfono,

- Procedencia

- Ocupacioén

Diagnostico clinico

Sintomas y signos

Tipo de muestra analizada

Lugar de la lesion: anal, glatea, muslo, cervical, vaginal.

Antecedentes de episodios previos: duracion, severidad.

Antecedentes de tratamiento antiviral

- Antecedentes de otras ITS

- Antecedentes de inmunosupresion

VIL.5. VALIDACION DE DATOS.

Cada cuestionario fue revisado para verificar su llenado completo y correcto. La
informacion fue validada confrontando al azar los datos de cuestionarios completos

con la historia clinica del paciente.
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Los cuestionarios que no tuvieron

la informacion completa se

identificaron

claramente y antes del rechazo definitivo, se accedio nuevamente a la historia clinica

del paciente para su complementacion.

VI1.6. ANALISIS DE DATOS.

El andlisis de datos se realizo utilizando el programa estadistico Epi. Info.

El analisis estadistico se realiz6 considerando los dos grupos poblacionales por

separado trabajadores sexuales comerciales (TSC) y poblacion general (PG) de

ambos sexos. Se consider6é como variable dependiente la frecuencia de VHS-2 en

los dos grupos y como variables independientes las caracteristicas ginecolbgicas y

de comportamiento sexual, entre otras, y finalmente una relacién entre la frecuencia

de VHS y los factores de riesgo segun grupo poblacional, para ello se us6é una

relacion de asociacion: chi cuadrado, t - student, etc.

VII.7. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

OBJETIVO |VARIABLE| DEFINICION UNIDAD DE| RANGO DE [OBTENCION
EMPIRICA MEDIDA MEDIDA DE
DATOS
Obtencién de | Edad Tiempo de vida Cuantitativa |Mayor a 15 |¢Cuantos afios
datos generale desde el Afios tiene?
nacimiento
Obtencién de | Ocupacion | Actividad a la que |Cualitativa | Trabajadora | ¢ A qué se dedica’
datos generale se dedica Sexual
comercial
Otra ocupacic
Obtencién de | Procedenci¢ Lugar de Cualitativa ¢ Donde ha vivido
datos generale residencia los o vive los dltimos
ultimos 3 afos. 3 afos?
Obtencién de | Diagndstico| Valoracion del Cualitativa | Presencia de:| Diagnéstico
datos clinicos | Clinico médico tratante Ulceras Clinico
que observe vesiculas compatible de
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signos y sintomas
clinicos
de herpes genital.

ampollas

infeccién por VHS

Obtencion de |Edad de Edad a la que se |cuantitativo ¢A que edad inicic
datos clinicos | inicio tuvo la primera su vida sexual?
de actividad| relacion sexual
sexual.
Obtencién de | Namero de | Nimero de parejas| cuantitativo ¢cuantas parejas
datos clinicos | parejas sexuales en el sexuales tiene?
sexuales | momento de la
toma de muestra
Obtencién de | Antecedentq Aparicion de vesi- | Cualitativa Primoinfeccid| ¢, Primera vez que
datos clinicos | de herpes |culas y/o Ulceras er Recurrencia |presentan éstas
genital genitales externos lesiones (vesicula
0 internos previos a y/o Ulceras)?
la consulta actual.
Obtencién de |Lugar de |Lugar de donde se | Cualitativa |-Vesiculas ge| Lugar donde se
datos clinicos |toma obtiene la muestra -Ulcera genite presentan las
de muestra | para analisis de -Ulcera anal |lesiones.
laboratorio -Otro lugar
adyacente
Obtencion de | Antecedentd Tratamiento Cualitativo Sl ¢ Ha recibido
datos clinicos | de tratamier| antiviral especifico NO tratamiento con
to con acicld con aciclovir ¢, Cuando? aciclovir?
vir.
Obtencién de | Antecedentg Infeccién de tipo Cualitativa | Otras I.T.S.: | ¢Anteriormente ye
datos clinicos |de otras viral, bacteriano o SI fue tratada por
infecciones | parasitario, adquiri- NO Infeccién de
Transmisior| da por contacto Transmisién sexu
Sexual sexual. ¢Cual?
Obtencién de | Aislamiento| Inoculacion de Cualitativo ECP POSITI\| Procesamiento de
datos de de VHS en |virus en Células ECP NEGATI| muestras en
Laboratorio Cultivo Celu| VERO Laboratorio.
Obtencién de | Técnica IFI | Deteccion de Cualitativo | VHS-1 Procesamiento de
datos de Antigenos virales VHS-2 muestras en
Laboratorio VHS-1y VHS-2 Negativo Laboratorio.
Obtencion de | Sensibilidad Deteccion de Sen- | Cualitativo | -Sensible Procesamiento de
datos de antiviral sibilidad o Resisten -Resistente | Muestras en

Labortatorio

cia al aciclovir.

Laboratorio.
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VIIl. MATERIAL Y PROCEDIMIENTOS.

VIII.1. MATERIALES Y EQUIPOS DE LABORATORIO.

VIIL.1.A. Material fungible:

Puntas para micropipetas
Gradillas

Tubos eppendorf
Hisopos estériles

Cinta parafilm

Papel absorbente

Microplacas de 96 pocillos fondo plano para cultivo celular

VIII.1.B. Material de vidrio:

Pipetas

Matraz Erlenmeyer

Tubos de centrifuga
Frascos para cultivo celular
Tubos de cultivo celular
Porta objetos de 2 anillos
Cubreobjetos

Céamara hiumeda

VIIL.1.C. Equipos:

Centrifugadora

Estufa de incubacion

Camara de flujo laminar clase IIA/B3
Microscopio de luz invertida

Microscopio 6ptico
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Microscopio de fluorescencia
Congelador de -70° C
Congelador de -20° C

VIIl.2. REACTIVOS

Medio de transporte Viral (solucion balanceada de Hanks conteniendo
antibioticos, antimicaotico y estabilizador proteico).
Antibidticos: Penicilina sédica, estreptomicina, gentamicina.
Antimicético: Anfotericina B

Solucion balanceada de fosfatos (PBS) pH 7.2

Acetona

Glicerina tamponada

Alcohol 70°

Hipoclorito de sodio al 0,5%

Medio de Cultivo Celular E-MEM

Tripsina

Suero fetal bovino

Anticuerpos monoclonales virus especificos: anti-herpes simplex virus type 1
y anti-herpes simplex virus type IT, ambos obtenidos en ratén de la marca

comercial CHEMICON Inc®.
IgG anti-ratdn conjugado a Isotiocianato de fluoresceina (FITC) preparado en
cabra, de la marca comercial SIGMA ®, como segundo anticuerpo.

Aciclovir p.a. (proporcionado por Laboratorios Farmacéuticos LAFAR)

53



VIII.3. PROCEDIMIENTO

VIII.3.A. TOMA DE MUESTRA

Las muestras fueron obtenidas por los médicos tratantes en el Centro Piloto de la
ciudad de La Paz, mediante impregnacion directa de la lesién (es) genital (es), sobre
portaobjetos por duplicado, seguido de raspado de las lesiones con 2 hisopos de
algodon estériles, los que fueron introducidos en un tubo de centrifuga conteniendo 3
ml de Medio de transporte viral (MTV), (Solucion balanceada de Hanks, con
estabilizador proteico, antibiéticos y antimicético). Las muestras asi obtenidas se
mantuvieron a 4°C, hasta su traslado al laboratorio de Virologia del INLASA, sin

exceder un tiempo de 24 horas para preservar la viabilidad viral. (Anexo 1V)

VIII.3.B. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS EN LABORATORIO

VIII.3.B. a) INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFI)

Esta técnica nos permite detectar la presencia de virus herpes simplex tipo 1y tipo 2

haciendo uso de anticuerpos monoclonales tipo especificos.

Se empled esta técnica para comparar su rendimiento en el diagnéstico rapido de

VHS, utilizando dos formas de obtencién de muestras:

a. IFl en impregnacion directa de lesiones genitales sobre portaobjetos

b. IFl en el sedimento de muestras obtenidas en MTV

a. Las improntas de la(s) lesion (es) genital (es) impregnadas directamente sobre

los portaobjetos se procesaron de la siguiente manera, una impronta se guardo a
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-70°C como contramuestra de control y la otra se procedi6 a fijar en acetona fria

a 4°C por 10 minutos.

b. La muestra obtenida en MTV fue alicuotada en 1 ml como contramuestrra
original y se guardd a -70°C y 2ml fueron centrifugados a 1500 rpm por 10
minutos. El sobrenadante fue separado para inoculacién de cultivos celulares y el
remanente almacenado a -70°C y el sedimento fue lavado con PBS pH=7,2,
centrifugado a 1500rpm por 10 minutos, el sobrenadante fue descartado por
decantacion y del sedimento celular se prepararon 2 improntas en duplicado. Los

portaobjetos fueron secados y fijados en acetona fria por 10 minutos.

En ambos casos una vez realizada la fijacion se procedi6 al tefiido, dispensando, en
pocillos separados, 10ul de cada anticuerpo monoclonal tipo especifico: anti VHS-1
y anti VHS-2 obtenidos en ratén, previamente titulados y diluidos con PBS pH=7,2
azida sodica. Posteriormente, se dejo en incubacion a 37°C por 15 minutos en
camara humeda, se lavé con PBS pH=7,2 por 5 minutos, se dej6 secar a
temperatura ambiente y se dispensd 10 ul de IgG antirraton conjugado con FITC
(Isotiocianato de fluoresceina), previamente titulado y diluido en azul de Evans
1:1000 en agua destilada. Nuevamente, se dejé en incubacion a 37°C por 15
minutos, en camara humeda, se lavo con PBS pH= 7,2 por 5 minutos, se dejo secar
a temperatura ambiente y se procedié al montaje con glicerina tamponada pH=9.
Finalmente, se realiz6 la observacién microscopica en microscopio de fluorescencia
OLYMPUS ®, con objetivo seco 20X. En cada tincion se emplearon controles
positivos y negativos para cada virus estudiado, los mismos fueron obtenidos a partir
de una lesion de herpes labial para el VHS-1 y de una genital para el VHS-2, estos
virus fueron obtenidos previo al inicio del estudio y caracterizados como tales
mediante cultivo celular e inmunofluorescencia en cinco ensayos repetidos.
Asimismo, se emplearon slides controles positivos comerciales Kallestad-
Pathfinder® (2, 24, 25, 29, 36, 37).

La interpretacién de los resultados fue como sigue: (Anexo V)
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POSITIVO: Presencia de fluorescencia verde manzana caracteristico en las
células infectadas contra un fondo rojo de células no infectadas.
NEGATIVO: Células tefiidas de rojo con ausencia de fluorescencia verde

manzana.

VIII.3.B. b) CULTIVO CELULAR

Las muestras en Medio de Transporte Viral (MTV) fueron procesadas en campana
de flujo laminar Clase Il A/B3 NUAIRE®, como sigue: Se separd una alicuota de 1
ml de muestra original en tubo eppendorf estéril, con glicerina al 10% final y se
guardd a —70°C, como contramuestra original. La muestra restante se centrifugd a
1.500 rpm a 4°C por 10 minutos, 200ul del sobrenadante fueron inoculadas por
duplicado en tubos de cultivo celular con monocapas confluentes de células VERO
(Células de rifién de mono verde del Africa ATCC CCL 81), se dejaron en adsorcion
a 37°C por 1 hora, para luego agregar medio de mantenimiento (E-MEM con 2% de
Suero Fetal Bovino (SFB), antibidticos al 0,1%: Penicilina G Sdédica, Estreptomicina
y Gentamicina, y antimicotico: anfotericina B al 1%). Los tubos inoculados se
mantuvieron a 37°C por 7 dias con observacion diaria, bajo microscopio invertido de
Luz (WILD®) hasta detectar la aparicion de ECP (efecto citopatico) caracteristico de
la infeccibn por VHS. Todos los cultivos fueron confirmados mediante
Inmunofluorescencia Indirecta empleando los mismos reactivos y procedimientos
descritos anteriormente (2, 24, 25, 29, 36, 38).

La interpretacion de resultados fue como sigue: (Anexo VI)
» Aislamiento positivo (+) = muestra que genere ECP caracteristico (células
aumentadas de volumen, redondeadas y adheridas entre si en forma

homogénea o agrupadas con relaciéon a la formacion de focos de lisis celular)

ademas de Inmunofluorescencia positiva.
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» Aislamiento negativo (-) = muestra que no genere ECP caracteristico de VHS
e inmunofluorescencia negativa. Se realizaron subcultivos de todas las

muestras negativas, para confirmar el diagndstico.

> Indeterminada = muestra con ECP e Inmunofluorescencia no definidos. En

este caso también se procedio a realizar un subcultivo.

IX. PRUEBA DE SENSIBILIDAD IN VITRO AL ACICLOVIR

IX. 1. TITULACION VIRAL

Los aislados virales fueron sometidos a prueba de sensibilidad in vitro al aciclovir
mediante la técnica de Dosis Infectiva 50% en cultivo celular (TCIDsg, Tissue Culture
Infectivity Dose 50%) determinando el titulo viral como sigue: A partir cada aislado
viral (virus stock) se tituld, preparando diluciones en forma logaritmica desde 10
hasta 107 en medio E-MEM con 1% de SFB, antibi6ticos y antimicético, de cada
dilucion viral se infectaron cuatro pocillos de microplacas estériles de fondo plano
para cultivo celular con monocapas confluentes de células VERO, previamente
preparadas. Asimismo, se incluyeron en cada ensayo 2 pocillos de control “virus
stock puro” inoculando 100ul y 2 pocillos de controles célula sin virus a los que se
dispensaron 100ul de medio de mantenimiento E-MEM. Se dej6 en adsorcién 1 hora
a 37°C, en incubadora con 5% de CO,. Posteriormente, se enrasaron todos los
pocillos con 100ul de medio E-MEM al 1% de SFB, antibidticos y antimicético, se
dejé en incubacién a 37°C en presencia de 5% de CO; por 72 horas (32, 34, 39, 40).
Finalmente, se determiné el titulo viral mediante observacién microscépica bajo
microscopio de luz invertida (WILD®) determinandose la TCIDsy empleando el
meétodo de Reed y Muench, donde el titulo viral es la maxima dilucion del virus que

ha producido ECP en el 50% de los pocillos con cultivos celulares infectados (39).
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IX.2. METODO DE REDUCCION DEL EFECTO CITOPATICO AL 50%.

Microplacas de 96 pocillos para cultivo celular con monocapas confluentes de células
VERO fueron inoculadas con 50ul de 100 TCIDso del aislado viral preparado en
medio E-MEM al 1% de SFB, antibi6ticos y antimicético, se dejé en adsorcion 1 hora
a 37°C en Incubadora con 5% de CO, En este lapso de tiempo se prepararon
diluciones de Aciclovir p.a. gentimente proporcionado por Laboratorios
Farmacéuticos LAFAR de la ciudad de La Paz, las diluciones comprendian
concentraciones de 0,2- 0,4 -0,8 - 1,6 — 3,2 — 6,4 y 10ug/ml en medio E-MEM al 1%
de SFB, antibibticos y antimicético, posteriormente, 150ul de cada dilucion fueron
dispensados en 4 pocillos de células infectadas. Se dejé en incubacion a 37°C en
atmosfera de CO; al 5% por 72 horas. En cada ensayo y en la misma microplaca se
incluyeron controles de Titulo viral, controles de 100TCIDsg, control de virus stock,

control de aciclovir y controles de células no infectadas. Anexo VII

Se determino la dosis inhibitoria 50% (ICso) de cada aislado viral mediante el método
de Reed y Muench (39,41), esto es, la concentracion de aciclovir a la cual el 50% de
los cultivos celulares infectados no presentan ECP. Se consider6 una ICsy de 3ug/ml
de aciclovir, como punto de corte para determinar la sensibilidad o resistencia de los
virus al antiviral (36, 40, 41, 42).
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X. RESULTADOS.

Entre abril de 2003 a agosto de 2004, se obtuvieron un total de 85 muestras
procedentes de pacientes con lesiones genitales, diagnosticados clinicamente como

herpes genital que acudieron al Centro Piloto de la ciudad de La Paz.

En inicio se describen las caracteristicas epidemioldgicas de la poblacion estudiada y

a continuacion los resultados obtenidos en base a las pruebas de laboratorio.

Es importante mencionar que el presente estudio realiza la descripcion de las
caracteristicas epidemiologicas y el analisis de los resultados obtenidos, basado en
dos grupos de estudio, clasificados como “poblacion general” (PG) al que
corresponden todos los pacientes con ocupaciones diversas al segundo grupo de

“Trabajadores sexuales comerciales” (TSC), por su importancia en las ITS.

Segun su ocupacion y sexo, 64 pacientes (10 mujeres y 54 varones) corresponden a

la PGy 21 (19 mujeres y 2 varones) al grupo de TSC (Figura 1y 2, tabla 1).
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FIGURA 1
NUMERO DE PACIENTES ATENDIDOS CON
DIAGNOSTICO CLINICO DE HERPES GENITAL, SEGUN
OCUPACION

TSC
25% (n=21)

PG
75% (n=64)

N=85
TSC= Trabajador sexual comercial
PG= Poblacién general

FIGURA 2
NUMERO TOTAL DE PACIENTES CON DIAGNOSTICO CLINICO DE
HERPES GENITAL, SEGUN OCUPACION Y SEXO

. N= 85
PG= Poblacién general

TSC= Trabajador sexual comercial
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FIGURA 3
NUMERO TOTAL DE PACIENTES CON DIAGNOSTICO CLINICO DE HERPES
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FIGURA 4
PACIENTES CON DIAGNOSTICO CLINICO DE HERPES GENITAL,
SEGUN EDAD DE INICIO DE ACTIVIDAD SEXUAL
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FIGURA 5
PACIENTES CON DIAGNOSTICO CLINICO DE HERPES
GENITAL, SEGUN TIPO DE LESION

14%(12)

34%(29)

5 200(44 )

N= 85
m VESICULAS m ULCERAS VESICULAS-ULCERAS




cantidad de células recolectadas y ademas, en las muestras obtenidas por
impregnacion directa, por la presencia de abundante cantidad de mucus que interfirio

en la observaciéon microscopica.

Al comparar los resultados de estas muestras indeterminadas por IFlI con el
aislamiento en cultivo celular, se observé que en el caso de la IFI en sedimento
celular todas fueron negativas al cultivo celular y por IFI en impregnacion directa, en

3 de ellas se obtuvieron aislamientos virales.

Al hacer un analisis de correlacion, entre el cultivo celular y la IFI en impregnacion
directa de las lesiones genitales, sobre un total de 72 muestras, esto sin tomar en
cuenta las indeterminadas (13 muestras), se obtuvo una sensibilidad del 95%, una
especificidad del 88%, con un valor predictivo positivo del 78%, y un valor predictivo
negativo del 98%, el valor de chi-cuadrado fue de 41,91 estadisticamente es

significativo (p<0,0001), con un nivel de confianza del 95%.

Cuando se toma en cuenta para el analisis de chi-cuadrado las 13 muestras
indeterminadas, se obtuvo un valor de 46,71, (sobre un total de 85 muestras),

estadisticamente significativo (p=0,0001).

En el andlisis de correlacion entre el cultivo celular y la IFlI en sedimento celular,
sobre un total de 72 muestras, sin tomar en cuenta las 13 muestras indeterminadas,
se obtuvo una sensibilidad del 88%, especificidad del 89%, valor predictivo positivo
del 82% y un valor predictivo negativo de 93%. Valor de chi-cuadrado de 38,44,
mostrando una relacion estadisticamente significativa (p<0,0001), con un nivel de
confianza de 95%. (Tabla 4)

Al realizar en analisis de chi-cuadrado incluyendo las13 muestras indeterminadas, se
obtuvo un valor de chi-cuadrado 52,1, estadisticamente significativo (valor de
p<0,001).
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FIGURA 6

FRECUENCIA DE VIRUS HERPES SIMPLEX,
AISLADOS DE LESIONES GENITALES, SEGUN
OCUPACION
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frecuencia. Tanto en el grupo de TSC como en la poblacién general de igual manera,
las mayores frecuencias se observaron en el nivel de instruccion media, con un 75%

y 47% respectivamente. (Tabla 5).

La edad de inicio de actividad sexual en el grupo de TSC con herpes genital
diagnosticado por laboratorio, refiere un promedio de 16 afios con una DS de 1; en el
grupo de la PG, la media de inicio de actividad sexual fue de 17 afios con una DS de
2. La prueba de t de Student para la edad de inicio de actividad sexual, mostré6 que
no existen diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (valor
p>0.792) (Tabla 6).

En el grupo de poblacion general positivos para VHS, el 29% refiri6 una sola pareja
sexual y el 71% 2 o més parejas sexuales (minimo 2 y maximo 20), con un promedio
de 5 parejas sexuales. Cuando se compara el niumero de parejas sexuales de esta
poblacion con la PG con diagnéstico negativo en la cual el promedio de parejas
sexuales fue de 2, al realizar la prueba de t de Student se observé un valor de
p<0,005, estadisticamente significativo. En el grupo de TSC positivos para VHS, el
promedio de parejas sexuales fue de 17. Al realizar la prueba de t de Student se

obtuvo un valor de p<0,005, estadisticamente significativo.

De los 25 casos positivos para herpes genital, 14 (56%) corresponden a recurrencias
de las cuales 4 pacientes recibieron tratamientos con aciclovir en sus recurrencias
previas y 10 pacientes recibieron aciclovir por primera vez luego de la confirmacion
diagndstica de laboratorio proporcionado por este estudio; y los restantes 11 (44%)

corresponden a primoinfeccion.
Solo un 20% (3 pacientes de la PG y 2 TSC) de los 25 casos positivos tenian

antecedentes de otras ITS: sifilis, gonorrea, infeccién por Chlamydia trachomatis y

molusco contagioso.
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presencia de lesion ulcerosa y aislamiento viral negativo, en relacion a la presencia

de vesiculas y aislamiento viral positivo, valor de p<0.01.

XI. DISCUSION.

El presente estudio se constituye en el primero realizado en Bolivia, motivo por el
cual, los datos obtenidos son de gran aporte al Programa Nacional de ITS/SIDA del
Ministerio de Salud y deportes, para la vigilancia, control y prevencion de esta
patologia. Toda vez que se han tomado en cuenta dos grupos poblacionales: una de
trabajadores sexuales comerciales y otra, sexualmente activa con diferentes
ocupaciones, que segun la literatura son catalogadas como de alto y mediano riesgo,

respectivamente (1).

Se estudiaron un alto numero de casos (85 pacientes) que acudieron a la consulta
meédica por presentar una patologia, clinicamente diagnosticada como herpes genital
en un centro de salud de referencia para el tratamiento, control y prevencion de ITS,
por lo tanto, con un alto nivel de captacion de pacientes con esta enfermedad
(ANEXO I). El herpes genital en nuestro pais esta incluido dentro del tratamiento
sindrémico de “Ulceras genitales” realizandose la terapia antiviral especifica, seguin
criterio, Unicamente clinico (35). La disponibilidad de técnicas de diagndstico
virologico especificas y sensibles para VHS, se constituyen en una herramienta
fundamental para el clinico y determinan la conducta terapéutica a seguir, dada la
disponibilidad de efectivos antivirales especificos.

El aislamiento viral en cultivo celular empleada en el presente estudio, se constituye
en la técnica de referencia o estandar de oro para el diagndstico de VHS (29), frente
a otros métodos rapidos de diagndstico como ser la Inmunofluorescencia Indirecta en

muestras impregnadas directamente en portaobjetos y una variante de esta técnica
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como ser la Inmunofluorescencia Indirecta en sedimento celular obtenido en medio

de transporte viral, realizados en este estudio.

La frecuencia de VHS aislados de pacientes con clinica compatible de herpes genital

encontrado en el presente estudio fue de 29,4%.

Los resultados negativos obtenidos, pudieron ser debidos a diferentes factores como

ser:

a) Diagnostico clinico erroneo, debido a la poca experiencia de los médicos con este
tipo de ITS por la aparente baja frecuencia, y la poca importancia que se le brinda
por falta de lugares de diagnostico de laboratorio, es asi que en este estudio se ha
observado que 1 paciente (1,7%) de los 60 casos negativos fue positivo para
Chancro blando mediante tincion de Gram y 7 pacientes (12%) de los mismos
tuvieron una prueba de RPR “Reactivo” con diferentes titulos, de los cuales 3 fueron
confirmados con el método de referencia de microhemaglutinacion del Treponema
Pallidum (MHATP). Asi, los datos de este estudio refieren que el 20% de los casos
positivos para herpes genital se acompafo de otras ITS (clamidia, gonorrea, sifilis,
molusco contagioso) de los cuales, 2 pacientes presentaron sifilis ademas de herpes
genital lo cual concuerda con lo referido en la literatura internacional que indica que

la presencia de mas de una ITS, aumenta la probabilidad de adquirir herpes genital.

b) Tipo de lesién presentada al momento de la toma de muestra. Para el aislamiento
viral en cultivo celular las muestras mas representativas, en forma decreciente, son
las obtenidas de lesiones vesiculares, lesiones pustulosas, Ulceras y lesiones
costrosas, (11). Asi en este estudio el 75% de los casos negativos presentaron

lesiones ulcerosas en el momento de la toma de muestra.
c) Tiempo transcurrido entre el inicio de sintomas y la toma de muestras. A mayor

namero de dias transcurridos desde el inicio de sintomas menor la posibilidad de

aislar el virus, dado que las muestras positivas tuvieron un promedio de 4 dias. En
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cambio las que resultaron negativas tuvieron un promedio de 10 dias. El valor de t de
Student de 4,67, estadisticamente significativo (p<0,000 con un nivel de confianza
del 95%).

d) Pacientes que hayan estado con terapia antiviral previo a la toma de muestras y

que no lo reportaron.

e) Error en algin momento del procedimiento diagndstico desde la toma de
muestras, transporte y procesamiento en laboratorio, ain cuando se tomaron todas

las medidas necesarias para evitarlo.

Segun el analisis de correlacion hecho entre el diagndstico por cultivo celular (CC) y
la inmunofluorescencia indirecta (IFl) ya sea de impregnaciéon directa y la IFl de
sedimento celular, ambas se pueden considerar como una alternativa de diagndstico
al cultivo celular, principalmente en aquellos casos donde los dias de evolucion de la

lesién no sobrepase los 4 dias y se observen lesiones vesiculares.

El valor de chi cuadrado tanto en la IFl de impregnacion directa, como la IFI de
sedimento celular versus cultivo celular sobre un total de 85 muestras,
estadisticamente significativo, en el primer caso indica que un resultado
indeterminado por IFI no se debe al azar sino que es debido a algun factor inherente,
en este caso tanto a la técnica de tincibn como a la muestra, respecto al primero, 3
muestras (23%) fueron positivas en cultivo celular, por lo tanto, la presencia de
mucus interferiria con la observacion microscépica o con la reaccién antigeno
anticuerpo; con relacion a la muestra, el 85% de ellas corresponden a lesiones
ulcerosas con 10 dias de evolucion entre la aparicion de signo/sintomatologia y la
toma de muestra, en comparacion a la presencia de vesiculas que tienen un
promedio de 4 dias de evolucion. En el segundo caso, un resultado indeterminado
por IFI en sedimento celular tampoco se debe al azar, sino que es debido a algun
factor inherente a la muestra y no necesariamente a la técnica ya que las 13

muestras indeterminadas fueron negativas en cultivo celular. Este resultado podria
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deberse a que el 85% de estas muestras corresponden a lesiones ulcerosas, con un
promedio de 10 dias transcurridos entre el inicio de los sintomas/signos y la toma de
muestra, en relacion a la presencia de lesiones vesiculares que tienen un promedio

de 4 dias de evolucion.

El 100% de los virus aislados correspondié a VHS-2, resultado que concuerdo con lo
referido en la literatura que indica que ambos tipos de VHS pueden causar herpes
genital pero el principal agente causal de las infecciones genitales es VHS-2 con un
85%, 86% y 90% de frecuencia (1,18, 22).

Con respecto a la sensibilidad in vitro de los VHS al aciclovir, en el presente estudio
el 100% de los aislados virales fueron sensibles al aciclovir, y todos provienen de
pacientes inmunocompetentes, lo cual esta en relacion con lo publicado en la
literatura internacional con respecto a pacientes inmunocompetentes, que refiere un

baja o nula resistencia al aciclovir en estos pacientes (36).

Como era de esperarse, se encontr6 mayor frecuencia de herpes genital en
trabajadoras sexuales comerciales (38%), que en la poblacion general (27%), que
concuerda con datos de la literatura internacional en estudios de seroprevalencia que
refieren mayor frecuencia de herpes genital en TSC que en la PG, asi en Inglaterra
refiere un 25%, 48% en EEUU y 65% en México. Esta mayor frecuencia de herpes
genital en TSC esta en relacion a factores inherentes a su misma ocupacion, debido
a que este grupo mantiene un alto nimero de contactos sexuales con individuos
diferentes. (20,46).

En Trabajadores Sexuales Comerciales (TSC) la frecuencia de aislamiento de VHS
fue de 38%, de la cual el mayor porcentaje (87,5%) corresponde al sexo femenino.
En cambio en la poblacion general (PG) la frecuencia de aislamiento fue del 27%,
correspondiendo un alto porcentaje (82%) al sexo masculino. Sin embargo, la
distribucion de la poblacién estudiada en ambos sexos no es comparable ya que en

el grupo de TSC el mayor numero de pacientes estudiados son mujeres (19/21) y en
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la PG el mayor numero de pacientes son varones (54/64). Situacion que debe ser
evaluada en préximos estudios que capten mayor poblacién y donde la distribucion

de ambos sexos en los dos grupos sea comparable.

En relacion a la edad de los pacientes con diagnéstico virolégico positivo para herpes
genital, de los dos grupos estudiados, existe diferencia estadisticamente significativa
entre TSC y PG, (24 y 30 afios respectivamente); resultados que refuerzan la
realidad social y econdmica de la poblacion que se dedica a la prostitucion a edades

mas tempranas y con riesgo de adquirir ITS.

En cuanto a la variable nivel de instruccion, no se encontro asociada con la infeccion
de herpes genital, lo cual difiere de estudios similares, realizados en México y EEUU,
gue refieren que a una menor escolaridad corresponde un mayor riesgo de infeccion
por VHS, en el presente estudio los casos positivos por VHS tanto en TSC y PG
refirieron en su mayoria un nivel de instruccion media (75% y 47% respectivamente),
sin embargo en el grupo de TSC solo un paciente refirié tener estudios universitarios
lo que reflejaria un estancamiento en el nivel de instruccion de estos pacientes, sin
alternativas de seguir sus estudios y por lo tanto, de aspirar a una calidad de vida

mejor.

La edad de inicio de actividad sexual referido por los pacientes en el presente estudio
no se constituyd en una variable de importancia que conduzca a un riesgo de adquirir

infeccidn genital herpética.

En relacion al numero de parejas sexuales, los resultados confirman que hay una
mayor probabilidad de infeccion por VHS, a mayor numero de parejas sexuales,
demostrado estadisticamente, en cuanto los TSC tienen mayor probabilidad de
adquirir herpes genital en relacion a la PG sexualmente activa. Asi mismo, dentro del
grupo de la PG, los que refieren mas de 2 parejas sexuales tienen mayor
probabilidad de adquirir herpes genital que la poblacién general con 1 6 2 parejas

sexuales.
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Asi, como en el conjunto de las ITS, las relaciones multiples se convierten en factor
de riesgo de contagio, aspecto que no siempre es reflexionado por la poblacion, esto
asociado a la falta de informacidn sobre la prevencion del herpes genital por parte de
las autoridades en salud, conducen a un efecto multiplicador de la transmisién sexual

de esta infeccion.

56% de los casos confirmados para herpes genital en este estudio corresponden a
recurrencias, de los cuales 71,4% nunca hicieron tratamiento antiviral especifico, lo
que quiere decir que trataron sus recurrencias con medicamentos no adecuados, lo

cual ratifica mas la necesidad de un diagnostico de laboratorio preciso y especifico.

Por ultimo con este estudio se ratifica la utilidad de realizar el diagnostico virolégico
para VHS, que apoyara en primera instancia al médico clinico para la aplicacion de
un tratamiento antiviral especifico y por lo tanto va en directo beneficio del paciente, y
de la salud publica, al evitar el uso innecesario de antibiéticos, dada la utilizacién de
terapia sindrémica para “Ulcera genital” solamente, y en segunda instancia y la mas
relevante, la generacion de informacion al Sistema Nacional de Informacion de
Bolivia (SNIS), para la vigilancia epidemiolégica de esta patologia que determinara
las medidas de prevencion y control. Asi mismo, el estudio de la sensibilidad in vitro
de este virus al aciclovir se constituye en una herramienta importante para detectar
precozmente la aparicion de cepas resistentes a este antiviral de uso indiscriminado

en nuestro medio.
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XIl. CONCLUSIONES

El virus herpes simplex tipo 2 es el agente etiolégico del herpes genital en

pacientes que acudieron al Centro Piloto de la ciudad de La Paz.

La prueba rapida de Inmunofluorecencia Indirecta, tanto de impregnacion
directa de la lesion como de sedimento celular, son una técnica de diagndéstico
alternativa al aislamiento viral en Cultivo celular.

Los aislados virales de VHS son sensibles al aciclovir.

El herpes genital, se presenta con mayor frecuencia en trabajadoras sexuales

comerciales que en la poblacién general.

La edad promedio de los pacientes con herpes genital en la Poblacion general

es de 30 afios y 24 afos en Trabajadores Sexuales Comerciales.

El nivel de instruccion de los pacientes con herpes genital, es el nivel medio.

La edad de inicio de la actividad sexual no esta relacionada con la infeccién

genital herpética en ambas poblaciones.

Existe una asociacion entre la infeccion por VHS y mayor niumero de parejas

sexuales.

El presente trabajo constituye el primer paso en el estudio de virus herpes simplex,

en cuanto a su epidemiologia y la necesidad de un diagnéstico especifico de

laboratorio para lo cual se propone una técnica alternativa para el diagnéstico de

herpes genital bastante prometedora, sin embargo, para su validacion seria
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importante captar una poblacidon mayor de pacientes en mas centros de salud, a fin

de verificar los valores de VPP y VPN obtenidos.

Xlll. RECOMENDACIONES.

1. Realizar un proximo estudio, de diagnéstico de herpes genital,

incluyendo mas centros de salud.

2. Continuar con el diagnéstico de herpes genital, mediante el IFl, como
un diagnéstico de rutina en el Centro Piloto, como centro de referencia
de ITS.

3. Realizar un estudio de PCR, en las muestras guardadas de los
pacientes estudiados, para correlacionar los resultados con los de

cultivo celular.
4. Por medio del Ministerio de Salud ofrecer mayor informacion de esta

ITS a jovenes y adultos sexualmente activos, por ser una infecciéon de

facil transmision.
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TABLAS



TABLA 1

NUMERO TOTAL DE PACIENTES ATENDIDOS CON DIAGNOSTICO CLINICO DE
HERPES GENITAL SEGUN SEXO Y OCUPACION

SEXO TOTAL

GRUPO | Femenino | Masculino
No % | N° % No

TSC 19 |90,5| 2 9,5 21 (25%)
Poblacién | 10 |15,6| 54 | 84,4 64 (75%)
general
TOTAL 29 34 | 56 66 85

TABLA 2

PACIENTES CON DIAGNOSTICO CLINICO DE HERPES GENITAL SEGUN

OCUPACION Y EDAD DE INICIO DE ACTIVIDAD SEXUAL

EDAD INICIO DE ACTIVIDAD SEXUAL Total
GRUPO 13 14 15 16 17 18 19 20 |21 | 32
afos | afios | anos | afios| afnos | afos | afios | afos |afio |ano
s | s
TSC (n) 2 3 7 5 1 2 1 0 0|0 21
PG (n) 2 5 16 7 6 20 2 3 2 |1 64
TOTAL 4 8 23 12 7 22 3 3 2 |1 85
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TABLA 3
CORRELACION ENTRE CULTIVO CELULAR & IFI DE MUESTRAS OBTENIDAS
POR IMPREGANCION DIRECTA EN PORTAOBJETOS PARA DIAGNOSTICO DE
HERPES GENITAL

CORRELACION ENTRE CULTIVO CELULAR & IFI DE SEDIMENTO DE
MUESTRAS OBTENIDAS EN MEDIO DE TRANSPORTE VIRAL PARA

DIAGNOSTICO DE HERPES GENITAL

CULTIVO CELULAR (CC) Total
CC positivo | CC negativo
INMUNOFL |IFI positivo 21 6 27
UORESCEN
CIA IFI negativo 1 44 45
INDIRECTA
(IF1)
Total 22 50 72
TABLA 4

CULTIVO CELULAR (CC) Total
CC positivo | CC negativo

INMUNOFL |IFI positivo 22 5 27
UORESCEN

CIA

IFI 3 42 45
INDIRECTA )
negativo
(IF1)
Total 25 47 72
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TABLA S

FRECUENCIA DE HERPES GENITAL, SEGUN OCUPACION Y NIVEL DE

INSTRUCCION

NIVEL DE P. GENERAL T.S.C.
INSTRUCCION

Basico 2 12% 0 0%
Intermedio 3 18% 1 12,5%
Medio 8 47% 6 75%
Técnico 3 18% 0 0%
Universitario 1 5% 1 12,5%
TOTAL 17 100% 8 100%

TABLA 6

FRECUENCIA DE HERPES GENITAL, SEGUN OCUPACION Y EDAD DE INICIO

DE LA ACTIVIDAD SEXUAL

EDAD DE INICIO DE LA ACTIVIDAD
SEXUAL
GRUPO POBLACIONAL 14 15 16 17 18 19 20 21 TOTAL
afios | afios | afios | afios | afios | afios | afios | afios
TSC Hombres |0 1 0 0 0 0 0 0 1
Mujeres 0 3 3 0 1 0 0 0 7
P. GENERAL Hombres 1 2 2 1 6 0 1 1 14
Mujeres 2 1 0 0 0 0 0 0 3
TOTAL 3 7 5 1 7 0 1 1 25
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ANEXO |

CASOS SOSPECHOSOS DE ULCERA GENITAL
LA PAZ (AMBITO URBANO — RURAL)
GESTION 2002

Establecimiento de 'Menor a
1-4 '5- 14 '15-59° | ’60y Mas’ Total
salud 1
C.S. Achachicala 0 0 1 73 0 74
C.S. ACHUMANI 0 0 0 94 0 94
C.S. Agua Dela Vida 0 0 2 13 1 16
C.S. ALTO IRPAVI 0 0 0 1 0 1
C.S. Alto Mcal.Santa Cruz |0 0 0 2 0 2
C.S. Alto Miraflores 0 0 1 41 0 42
C.S. Alto Miraflores
Prosalud. 0 0 0 13 0 13
C.S. ALTO
SEGUENCOMA 0 0 0 5 0 5
C.S. Bajo Tejar 0 0 0 2 0 2
C.S. Biblioteca 0 0 0 1 0 1
C.S. BOLOGNIA 0 0 0 21 0 21
C.S.C.ILE.S. La Paz 0 0 0 9 1 10
C.S. CEMEP 0 0 0 3 0 3
C.S. Cemse 0 0 0 57 0 57
C.S. Chasquipampa(E.
Saenz) 0 0 0 6 0 6
C.S. Chuquiaguillo
Prosalud 0 0 0 16 0 16
C.S. CIASE 0 0 0 3 0 3
C.S. Ciudadela Ferroviaria |0 0 0 6 0 6
C.S. COTACOTA( Los
pinos) 0 3 2 57 1 63
C.S. DIVINO MAESTRO 0 0 0 1 0 1
C.S. El Calvario 0 0 0 15 0 15
C.S. IRPAVI-BOLOGNIA
PROSALUD 0 0 0 8 0 8
C.S. IV CENTENARIO 0 0 0 3 0 3
C.S. Juancito Pinto 0 0 0 18 0 18
C.S.L.P. Nro 2
Emergencia 0 0 1 17 0 18
C.S. Las Lomas 0 0 0 2 0 2
C.S. Llojeta 0 0 0 32 0 32
C.S. M.l. BELLA VISTA 0 0 1 147 0 148
C.S. M.I. Pampahasi
(BAJO) 0 0 0 6 0 6
C.S.M.lLEL
TEJAR(MCAL.) 0 0 0 4 0 4
C.S. Munaypata 0 0 0 2 0 2
C.S. Normal SIMON
BOLIVAR 0 0 0 1 0 1
C.S. OBRAJES 0 0 0 7 0 7




C.S. PACASA 0 0 0 1 0 1
CENTRO DE.SALUD

PILOTO 0 0 0 229 0 229
C.S. Reten De

Emergencia 0 0 0 11 0 11
C.S. RINCON PORTADA |0 0 0 2 0 2
C.S. Said 0 0 0 9 0 9
C.S. San Antonio Alto 0 0 0 2 0 2
C.S. San Antonio BAJO 0 0 1 8 1 10
C.S. San Francisco De

Asis 0 0 0 45 0 45
C.S. San Francisco

Panticirca 0 0 0 3 0 3
C.S. San Isidro 0 0 0 1 0 1
C.S. San Jose Natividad 0 0 0 2 0 2
C.S. San Juan Lazareto 0 0 0 34 0 34
C.S. San Pedro Bajo 0 0 0 36 0 36
C.S. Tacagua Bajo 0 0 0 3 0 3
C.S. Tejada Soriano

Prosalud 0 0 0 8 1 9
C.S. Tembladerani 0 0 2 53 0 55
C.S. V.Victoria Prosalud 0 0 0 11 0 11
C.S. VALLE HERMOSO

(E) 0 0 0 2 0 2
C.S. Villa Fatima Prosalud |0 0 0 6 0 6
C.S. VILLA VICTORIA 0 0 0 2 0 2
C.S. Vino Tinto 0 0 0 38 0 38
C.S. WINAY 0 0 0 4 0 4
C.S.M.l. Chamoco Chico |0 0 0 7 0 7
C.S.M.l. La Portada 0 0 0 17 0 17
Hospital De Clinicas 0 0 0 24 0 24
Hospital De La Mujer 0 0 0 17 0 17
Hospital Juan XXIII 0 5 1 55 1 62
Pol. 18 De Mayo en 21 De

Sep 0 0 0 33 0 33
Pol. Manco Kapac 0 0 1 1 0 2
Pol. Miraflores 0 0 3 67 8 78
Pol. Villa Fatima 0 0 0 21 2 23
TOTAL 0 8 16 1438 16 1478
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ANEXO I

CONSENTIMIENTO INFORMADO

El herpes genital es una infeccion de transmision sexual (ITS), originada por los virus
herpes simplex (VHS) tipo 1 y 2, los cuales ademas son responsables de diferentes
patologias en el hombre, estimdndose que cerca de un tercio de la poblacién mundial
estaria infectada con estos agentes. La infeccion genital herpética reviste especial
importancia, por ser una ITS de alta prevalencia y por las complicaciones asociadas
a ella, como son: la capacidad de persistencia y reactivacion del virus, el riesgo de
transmision vertical de madre a hijo, su asociacion con procesos neoplasicos y con la
facilitacion de la transmision sexual de otros virus.

En Bolivia, se carece de informacion a cerca la prevalencia de esta enfermedad
debido a que no se dispone de un diagnodstico de laboratorio que confirme la
sospecha clinica.

Con estos antecedentes el estudio tiene como objetivo principal determinar la
frecuencia de la infeccién por el virus herpes simplex, en trabajadoras sexuales y
poblacién general, de ambos sexos, estudio a realizarse en el Centro Piloto de la
ciudad de La Paz, para obtener datos que permitan elaborar programas de
prevencion. Adicionalmente, se completard el estudio para conocer los tipos
antigénicos; y la sensibilidad de los virus herpes simplex al aciclovir.

Para realizar este estudio se solicita la autorizacién para la toma de una muestra de
secrecion de la lesion genital con un hisopo de algodon estéril, este procedimiento
no afecta la salud de la persona y menos puede tener efectos colaterales. Por otra
parte la muestra sera tomada bajo las normas estrictas de Bioseguridad universales
empleando material desechable para cada paciente. La muestra obtenida sera
utilizada exclusivamente para efectuar pruebas laboratoriales de cultivo celular para
aislar al Virus Herpes Simplex, e inmunofluorescencia indirecta (IFI).

El protocolo de estudio debe consignar datos generales sobre la persona que
participa en el estudio, resumido en una historia clinica, informacion que tiene
caracter estricto de confidencialidad y con fines relacionados en forma exclusiva para
este estudio.

Finalmente, los examenes laboratoriales descritos anteriormente seran gratuitos y los
resultados estaran a disposicion de cada persona, sin costo alguno. Al tener pleno
conocimiento de los alcances de este proyecto acepto voluntariamente participar en
este estudio.

NOMBRE
FIRMA
FECHA

El firmante es:
Sujeto [ Testigp O Parentesco
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ANEXO Il

FICHA CLINICO EPIDEMIOLOGICO

ESTUDIO DE PREVALENCIA DE VIRUS HERPES SIMPLEX

CODIGO DE LAB.:

PRIMERA CONSULTA O

RECONSULTA U

DATOS GENERALES:

INSTITUCION: CENTRO PILOTO [

No. HISTORIA CLINICA: FECHA:

NOMBRE COMPLETO: EDAD:

LUGAR DE RESIDENCIA (ultimos 3 afios):

Ciudad/localidad: Barrio/Zona: No. __ Teléfono:
OCUPACION: SEXO:

NIVEL DE INSTRUCCION:

Ninguna O Basica [ Intermedio O Medio O Técnicold Universitario [

DATOS CLINICOS:

Paridad: Edad inicio de actividad sexual: No. Parejas sexuales:

DIAGNOSTICO CLINICO:

e Vesiculas o ampollas en:

0 Otros

O

Genitales externos O Vagina ] Cérvix O
Peri anal O Muslos O
e Ulceras en:
Genitales externos O Vagina [] Cérvix [
Peri anal O Muslos O
Sintomas:
Fiebre [ Dolor [ Ardor [ Escozor
Fecha de inicio de sintomas y signos del episodio actual:
Antecedentes de episodios previos: Sl NO
¢ Cuantas veces al afio?
¢ Cuando fue la dltima vez?
Antecedentes de tratamiento:
Aciclovir oral O Fecha del dltimo tratamiento
Aciclovir topico [0 Fecha del dltimo tratamiento
Otros antivirales O Especificar ¢ Cudl?
Antecedentes de inmunosupresion:
VIH-SIDA O Cancer U Otras:
Antecedentes de otras I.T.S. NO O O ¢Cuales?:

OBSERVACIONES:

FIRMA DEL MEDICO:
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ANEXO IV

Material para toma de muestra: A= Medio de Transporte Viral, B= Placas con dos
anillos, C= hisopos estériles, D= guantes descartables.
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ANEXO V

Observacion microscopica de Virus herpes simplex tipo 2 (VHS-2), (microscopio de

fluorescencia objetivo 20X)

Observacion microscopica de Virus herpes simplex tipo 2 (VHS-2), (microscopio de

fluorescencia objetivo 40X)
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ANEXO VI

Botellas de cultivo celular con monocapas confluentes de células VERO con

medio E-MEM de mantenimiento

93



Monocapa de células VERO sano

Monocapa de células Vero infectadas con VHS con Efecto Citopatico (ECP)
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ANEXO VI

Prueba de sensibilidad al aciclovir, en microplacas estériles con monocapas

confluentes de células VERO
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