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Los virus Herpes simplex (VHS), de los que se han identificado los tipos 1y 2 (VHS-1 y VHS-2), son microorganismos ubicuos
responsables de una amplia variedad de infecciones que afectan a un importante porcentaje de poblacion, con cifras muy
elevadas de infectados en la edad adulta. Los VHS producen infecciones latentes con reactivaciones que ocurren como
consecuencia de una serie de factores conocidos. Por ejemplo, se sabe que las reactivaciones son mas frecuentes en el
VHS-2 que en el VHS-1, o que los pacientes inmunodeprimidos las sufren con mas frecuencia que el huésped normal.

La prevalencia de la infeccién varia en funcién de la edad para cada tipo de VHS. La infeccion por el VHS-1 aumenta
gradualmente desde la infancia, llegando a cifras del 80% en los adultos jévenes. Por el contrario, y debido a que la infeccion
por el VHS-2 se adquiere tipicamente por transmision sexual, el porcentaje de pacientes seropositivos comienza a
incrementarse durante la adolescencia, desde el 15% a mas del 50% en edad adulta, en funcién de una amplia variedad de
factores demograficos. Estos datos, considerados como generales en la mayoria de los estudios, no siempre son
reproducibles en situaciones concretas. Diversos trabajos realizados en nuestro pais ponen en evidencia la importante
seroprevalencia de anticuerpos frente a los VHS, con cifras de 80-90% en los adultos jovenes, y con diferencias significativas
entre el VHS-1 y el VHS-2, en funcidn del diferente mecanismo de transmision y del tipo de individuos a los que afectan. Asi,
la seroprevalencia de VHS-2 en una comunidad estara determinada por los mecanismos de transmision, segln sea ésta
sexual o perinatal. Utilizando técnicas serolégicas de enzimoinmunoensayo (EIA) basadas en la glucoproteina gG2 como
antigeno, Garcia-Corbeira et al. (1999) estudian casi 4000 muestras de poblaciéon en Espafia comprendida en un intervalo de
edad de 5 a 59 afios, con una seroprevalencia del 3,6%, sin que se observen diferencias significativas entre grupos de edad,
sexo ni area geografica. Estos resultados difieren completamente de la idea clasica, descrita en la mayoria de los paises, de
un incremento progresivo de la frecuencia de la infeccién por el VHS-2 en la adolescencia relacionada con el inicio de la
actividad sexual. De acuerdo con esos resultados, el VHS-2 no circularia de manera significativa en la poblaciéon general de
nuestro pais, sino que quedaria restringido probablemente a ciertos grupos de riesgo.

En general, el incremento progresivo de la prevalencia de estos virus, asi como de las reactivaciones en los
inmunodeprimidos, hace que sus infecciones sean un problema clinico cada vez més frecuente. Ademas, debido al amplio
espectro de manifestaciones clinicas que producen los VHS y a su similitud con otras infecciones mucocutaneas o del sistema
nervioso central (SNC) el diagnéstico microbioldgico se hace cada vez mas necesario.

La infeccion por los VHS presenta un amplio espectro clinico en funcion del tipo y estado inmunitario del individuo, variando
desde las primoinfecciones asintométicas, de diagnostico complicado, a otras de distinta localizacién y notable gravedad,
como las lesiones mucocutaneas locales o generalizadas, la afectacion de las mucosas ocular (conjuntivitis, queratitis), bucal
(gingivoestomaittitis, faringitis) o genital (herpes genital), las infecciones del SNC, la afectacion visceral y el herpes neonatal.
Esto hace que el planteamiento diagndstico microbiol6gico deba realizarse desde premisas iniciales claras, en funcién del tipo
de lesion, caracteristicas del huésped y estadio evolutivo de la infeccién en el momento de la obtencién de las muestras.

En la actualidad, dentro del espectro clinico causado por los VHS, la afectacion del SNC y el herpes genital son quiza los dos
cuadros mas importantes que requieren del diagndstico microbiologico. En cuanto a las infecciones del SNC se dividen en tres
categorias: i) infecciones neonatales, habitualmente causadas por el VHS-2, relacionadas con la infeccidn genital de la madre
y que requieren un diagndstico rapido y eficaz por su elevada mortalidad, ii) encefalitis, mayoritariamente causadas por el
VHS-1y que presenta una elevada morbilidad y mortalidad, de ahi la necesidad de un diagndstico rapido que permita
instaurar un tratamiento precoz, antiviral, por lo que estarian indicadas alternativas moleculares o serolégicas, Y iii) meningitis
aseéptica recurrente (meningitis de Mollaret), principalmente asociada al VHS-2.

El herpes genital es una de las mas frecuentes enfermedades de transmision sexual y esta causada en su mayoria por el
VHS-2. Los estudios seroepidemiolégicos de prevalencia de anticuerpos anti-VHS-2 son especialmente trascendentes para
determinar el impacto de esta infeccién en los grupos de riesgo. Ademas, la adecuada identificacion de los individuos
infectados por el VHS-2 es importante para prevenir la transmision a parejas y heonatos, asi como para identificar las
infecciones asintomaticas. El herpes genital no diagnosticado constituye claramente uno de los factores més importantes en el
mantenimiento de la epidemia. El método més préactico y comin para identificar un portador silente del virus es el estudio de
anticuerpos especificos de tipo, metodologia disponible en la mayoria de los laboratorios.

LA REPUESTA SEROLOGICA EN EL DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR
LOS VHS

Ante la sospecha de infeccion por los VHS, es muy importante que el laboratorio tenga claros los objetivos que persigue,
adecuando las diferentes técnicas diagnosticas disponibles a las diferentes situaciones clinicas con las que se enfrente. Esta
claridad de objetivos es fundamental para luego interpretar correctamente los resultados obtenidos segun cada situacion
concreta. El diagndstico indirecto seroldgico, basado en la determinacién de los anticuerpos especificos frente a los VHS, no
resulta en general de tanta utilidad como el diagndstico directo basado en el aislamiento del virus o en la aplicacién de
metodologia molecular. Aun partiendo de esta premisa, no debemos olvidar que, debido al amplio espectro de infecciones por
los VHS, vamos a encontrarnos ante casos en los que resulte necesario recurrir a la deteccion de anticuerpos especificos de



cada tipo de virus, principalmente en el suero o en el liquido cefalorraquideo (LCR) del paciente. Esto ocurre sobre todo
cuando el aislamiento del virus no resulte posible, en situaciones de negatividad del diagndstico directo o en aquellos casos
(v.g. encefalitis) en los que la toma de una muestra adecuada suponga un riesgo no justificable. En estos casos el diagnostico
seroldgico aparece como una alternativa a utilizar o, incluso en ocasiones, el Unico modo de establecer la infeccion.

La investigacién de los anticuerpos anti-VHS se realiza basicamente a partir del suero del paciente aunque, en ocasiones, se
pueden detectar de diversos liquidos bioldgicos, entre los que destaca el LCR en los casos de afectacién neuroldgica. Es
importante sefialar, para poder detectar una hipotética seroconversion, la necesidad de obtener dos muestras de suero, al
inicio de los sintomas y a los 15-21 dias siguientes.

La ausencia de anticuerpos indica que el individuo no ha sido infectado por los VHS. Tras la infeccion primaria se produce un
incremento rapido de los anticuerpos IgM, seguido posteriormente de un incremento de los IgG. Los de clase IgM, aunque
pueden desaparecer al cabo de 3-6 meses, presentan perfiles muy variados para cada individuo, pudiendo su persistencia
indicar que la replicacion viral continGa. En las infecciones recurrentes pueden persistir o reaparecer los anticuerpos IgM, lo
que ocurre también tras las infecciones secundarias herpéticas graves como la encefalitis, aunque su negatividad no excluye
el diagnéstico. Las IgG persistiran elevadas practicamente de por vida, por lo que su deteccion no podra utilizarse como signo
de infeccion activa. Tan sélo implican que el individuo ha sido infectado por el VHS-1, VHS-2 0 ambos. También suponen que
es portador del VHS en los ganglios sensitivos y que el virus puede reactivarse intermitentemente. Para documentar el estado
inmunitario de un individuo frente a los VHS se han descrito numerosos métodos seroldgicos, entre los que los més eficaces y
disponibles comercialmente se basan en técnicas de EIA. Sin embargo, la elevada reactividad cruzada entre el VHS-1y el
VHS-2 cuando se utilizan antigenos crudos hara imposible diferenciar entre una infeccién pasada por uno u otro virus. La
necesidad de solucionar este problema desde el punto de vista del manejo practico en las diferentes situaciones clinicas ha
hecho que, en los dltimos afios, se hayan desarrollado métodos basados en antigenos especificos de tipo. Ambos virus
poseen aproximadamente un 83% de homologia en su secuencia nucleaotidica, lo que se traduce en una marcada reactividad
serolégica cruzada. El descubrimiento en los afios 80 de la glucoproteina G (gG), con diferencias en la antigenicidad segun el
tipo de virus, permitié, en cierto modo, la resolucion del problema, facilitando el desarrollo de pruebas especificas de tipo
dirigidas a la deteccién de anticuerpos IgG e IgM.

TECNICAS DISPONIBLES EN EL DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE LOS VHS

La necesidad de identificar los dos tipos de VHS ha justificado el desarrollo de métodos serolégicos, en particular de
enzimoinmunoensayo, con el objetivo principal de diferenciar los anticuerpos especificos de cada tipo. Sin embargo, en la
actualidad existen todavia pruebas disponibles comercialmente que utilizan antigenos comunes y cuyo interés diagndstico es,
l6gicamente, muy limitado. Esto se traduce en la dificultad de interpretar los resultados seroldgicos, como muy bien se
observa en el Control de Calidad que acompafia a esta revision. La ineficacia de los métodos de ELISA basados en un
antigeno crudo obtenido tras el lisado de las células infectadas es una consecuencia de la elevada concentracion de
antigenos comunes de ambos VHS. Los ensayos para desarrollar pruebas basadas en antigenos especificos de tipo se han
centrado ante todo en las glucoproteinas de la envoltura, como la gG, que se comportan como buenos inmundgenos, ademas
de tener importantes funciones biolégicas.

Aungue se han utilizado numerosas técnicas en el estudio serolégico de la infeccién por los VHS, la fijacion de complemento,
de utilidad hasta épocas recientes, la IFl y actualmente las técnicas de EIA, o de inmunotransferencia son las mas comunes.
La fijacion de complemento con un antigeno soluble de VHS ha ido perdiendo protagonismo, debido a su moderada
sensibilidad y a su incapacidad para diferenciar entre los tipos de virus y de inmunoglobulinas. Las técnicas de ELISA son las
mas utilizadas actualmente, al estar ademas disponibles comercialmente. Permiten la deteccion de anticuerpos IgG o IgM y la
diferenciacion, no sin problemas, entre los dos tipos. La comercializacion de este tipo de pruebas ha ampliado su
disponibilidad a muchos laboratorios. Actualmente deben incluirse como las técnicas de eleccion para el estudio seroldgico de
los VHS.

La técnica de inmunotransferencia o western-blot (WB), aunque descrita hace méas de diez afios, se utiliza en la diferenciacién
de los dos tipos de VHS como método de referencia, con los problemas ya conocidos de coste, tiempo y laboriosidad. Es una
técnica sensible y especifica que permite detectar anticuerpos IgG en suero y LCR en donde se estudia la reactividad frente a
las proteinas especificas del virus, por lo que resulta de utilidad en el diagnéstico de la encefalitis y en los estudios de
diferenciacion entre ambos tipos de virus. Aunque se considera en la actualidad como el patron de referencia para el
diagndstico diferencial de los dos VHS, su complejidad técnica y la demora en su realizacién la inhabilitan como prueba de
cribado. Una alternativa comercial que podria aplicarse en algunos laboratorios es el immunoblotting en tiras (RIBA), valido
para casos concretos, aunque no utilizable para estudios amplios de seroprevalencia.

En resumen, las pruebas basadas en antigenos especificos de VHS-1 y VHS-2 disponibles comercialmente en la actualidad
se basan en:

a) Pruebas de EIA que utilizan como antigeno la glucoproteina gG. Se han desarrollado diversos métodos
comerciales para la determinacion de anticuerpos especificos de tipo, segun utilicen como antigeno la glucoproteina
G del VHS-2 (gG-2) o del VHS-1 (gG-1). La diferencia entre los diversos sistemas existentes en el mercado se basan
principalmente en el modo de obtencion del antigeno para recubrir la placa. Su utilidad se comenta al analizar algunos
estudios realizados recientemente.

b) Técnica de immunoblotting en tira o RIBA que incluye bandas tipo comun de proteina recombinante D (gD), un
péptido dominante especifico del VHS-1 (gB-1 0 gG-1) y un antigeno recombinante (gG-2) especifico del VHS-2. Es
util para la deteccién precoz de la respuesta serologica y la diferenciacién entre infeccion por VHS-1, VHS-2 o por
ambos. Su aplicacion esta restringida al andlisis de casos concretos, no siendo recomendable en estudios de
seroprevalencia.



INDICACIONES E INTERPRETACION DE LA SEROLOGIA DE LOS VHS

Aunque en la mayor parte de las ocasiones el diagnéstico de las infecciones por los VHS es clinico, existen situaciones que
justifican el estudio microbioldgico. Seria, por ejemplo, el caso del herpes neonatal, el diagnéstico etioldgico de la encefalitis,
las infecciones generalizadas en individuos inmunodeprimidos, en ocasiones con formas de presentacioén clinica poco
habitual, y el diagnéstico etiologico del herpes genital en el contexto del diagnostico diferencial de los agentes causales de
Ulceras genitales.

Un resultado seroldgico (deteccidon de IgG) negativo indicara la ausencia de un contacto previo con el VHS o la falta de una
respuesta inmunitaria debida a alteraciones en su sistema inmune, o porgue la infeccidn esta en su fase inicial. La presencia
de anticuerpos totales, por el contrario, sera evidencia de una infeccién herpética en fecha no precisada. La ausencia de
seroconversion, o una prueba de IgM negativa indicara una infeccion previa no activa en el momento del estudio. La presencia
de IgM sera reflejo de una infeccién en evolucion, aunque no siempre sera sinébnimo de infeccion primaria, ya que es posible
detectar este tipo de anticuerpos en algunas recurrencias. Asi, la deteccion de IgM no parece mejorar la especificidad del
diagndstico seroldgico en los pacientes con signos clinicos de infeccidn por VHS, y no debe utilizarse esta prueba para
diferenciar la infeccion primaria de las reactivaciones. Tampoco la cuantificacién del titulo de anticuerpos IgG es util para este
proposito, puesto que las recurrencias no siempre se acomparfian de una elevacion del titulo y, por el contrario, éste puede
aumentar en ausencia de reactivacion viral. En resumen, los métodos serolégicos no deberian ser utilizados como norma
general para el diagnostico de las infecciones recurrentes por los VHS.

Papel de la serologia en el diagndstico de las infecciones herpéticas del SNC

La serologia no ocupa un lugar preferente entre las técnicas diagndsticas de las infecciones herpéticas del SNC al ser un
diagnéstico indirecto cuya positividad tan sélo sugiere la posibilidad de una infeccién activa y cuyos resultados son, por lo
general, retrospectivos. En la actualidad las técnicas de PCR son las recomendables.

La deteccién de anticuerpos en LCR no siempre es sindnimo de una infeccion local, ya que el origen de éstos puede ser
sérico y haber pasado las barreras correspondientes. Asi, en las infecciones de SNC se utilizan los indices de 1gG totales y
especificos en LCR y suero, junto con el indice de albumina (que nos indicara una alteracion de barrera hematoencefalica)
para asi poder demostrar la produccion de anticuerpos intratecales. Se considera que una relacion entre anticuerpos
especificos locales y anticuerpos séricos igual o mayor de 2 indica una infeccién localizada. En consecuencia, la deteccién
local de IgG anti-VHS en el LCR puede ser utilizada para documentar una encefalitis herpética en algunos pacientes aunque,
en ocasiones, se requieren 2-4 semanas para demostrar los casos positivos. Asi pues, los métodos seroldgicos no resultan
Utiles para el diagndstico precoz que permita establecer un tratamiento antivirico rapido que condicionara, a su vez, el
pronéstico del paciente. Quiza la deteccion de los anticuerpos de la clase IgM pudiera solventar esta limitacion, aunque el
valor de esta prueba no esta claramente establecido por el momento.

Papel de la serologia en el diagndstico del herpes genital

El diagnéstico del herpes genital resulta fundamental en el manejo de estos pacientes y en el desarrollo de estrategias para
prevenir la transmision a las parejas y a los neonatos. La deteccidn de anticuerpos permite el diagnostico de la infeccion
cuando otros métodos viroldgicos como el cultivo, la deteccion antigénica o las técnicas de PCR son impracticables o dan
resultados negativos.

En estas situaciones, la deteccidn seroldgica de los anticuerpos especificos anti-VHS-2 podria solucionar el problema. Sin
embargo hay que tener en cuenta algunas condiciones. Si se utilizan sistemas ELISA con antigeno comun, el problema mas
importante sera demostrar la presencia de anticuerpos frente al VHS-2 en pacientes con una infeccion previa por el VHS-1.
Por el contrario, las pruebas especificas de tipo permiten la identificacion de los portadores asintomaticos del VHS-2 en
pacientes con o sin anticuerpos preexistentes frente al VHS-1. Estos pueden también proporcionar informacién en los
pacientes sintomaticos cuando el diagnéstico directo no es posible. Hay que recordar, sin embargo, que hasta un 10-15% de
las infecciones genitales pueden estar causadas por el VHS-1.

UTILIDAD DE LA SEROLOGIA ANALIZADA EN ALGUNOS ESTUDIOS
RECIENTES

La utilidad de las técnicas de ELISA actualmente disponibles, basadas en la gG recombinante expresada en baculovirus o
purificada de cultivos infectados, ha sido estudiada recientemente por diversos autores. Eis-Hubinger et al. (1999) compara un
ELISA comun de tipo, con antigeno de sobrenadante de células infectadas, frente a métodos ELISA basados en gG: antigeno
gG2 recombinante en baculovirus, gG2 purificado por afinidad con anticuerpos monoclonales y gG2 purificado con lectina.
Estos nuevos sistemas de ELISA resultan (tiles en la deteccion especifica de la IgG anti-VHS-2, mejorando el serodiagnéstico
de la infeccion por los VHS aunque, en ocasiones, requieren de una cuidadosa interpretacion en funcién del tipo de infeccién
del paciente.

Schmid et al. (1999) comparan la utilidad de un ELISA comercial con gG1 expresada en baculovirus o gG2 purificada con
lectinas, frente a un immunoblot comercial en tiras de nitrocelulosa impregnada de gG1 expresada en baculovirus, gG2, gD2 y
vp4l en diferentes bandas y un método western blot. Aplican estos métodos en el seguimiento temporal de un grupo de
pacientes, comprobando cambios en el estado seroldgico individual (pacientes previamente positivos se volvian negativos a lo
largo del tiempo) y un grado de coincidencia s6lo moderado entre los diferentes métodos, a pesar de que todos ellos habian
mostrado buenos resultados durante la validacion individual realizada con estudios de corte. Las discrepancias eran mas



acusadas en la deteccién de anticuerpos frente al VHS-2. A juicio de los autores, es importante incluir muestras seriadas en
los estudios de validacion metodolégica, y alertan a los usuarios para que tengan en cuenta esta circunstancia cuando
interpreten los resultados de la serologia especifica.

Groen et al. (1998) comparan la utilidad de la técnica anterior de inmunoblot rapido (RIBA) basada en membranas de
nitrocelulosa con proteina recombinante D (gD) del VHS-1 y VHS-2, 2 antigenos especificos de VHS-1 (gG1y gB1) y un
antigeno recombinante (gG2) especifico de VHS-2, con dos ELISA especificos de tipo con antigénos recombinantes o
purificados. Concluye en que la técnica de RIBA permite un adecuado diagndstico seroldgico, diferenciando entre el VHS-1y
el VHS-2, pero no es util para estudios amplios, lo que si ocurre con las técnicas de ELISA para el VHS-2.

Garcia-Corbeira et al. (1999) realizan un estudio de corte para determinar la seroprevalencia de anticuerpos frente VHS-2 en
individuos sanos estudiantes universitarios de nuestro pais, comparando diversos métodos de ELISA basados en antigeno de
pared del VHS-2 o antigenos recombinantes gG-2, con un immunoblot que expresa un antigeno comun de VHS, gGl1y gG2, y
prueba de referencia mediante western blot con antigeno lisado de células Vero infectadas por VHS. En este trabajo, se
manejan las posibilidades diagnésticas de estos métodos de reciente actualidad y disponibilidad en el laboratorio. La
sensibilidad y especificidad de estos sistemas puede variar, produciendo resultados hasta el momento dificilmente
comparables, lo que pone en evidencia la necesidad de normalizacion de los ensayos. Subrayan el que, debido a que las
pruebas basadas en antigeno comuin para VHS permanecen disponibles en el mercado, los laboratorios deben tener presente
este hecho a la hora de interpretar los resultados e intentar utilizar métodos ELISA basados en glucoproteinas especificas de
tipo como métodos de eleccién.
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