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Deteccidon viral por inmunofluorescencia directa en
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introduccién:

El HVS tipo {1 tiene entre 150 vy 200 nm de diametro v esta compuesto de un
DNA lineal que envuelve un centro proteico a su vez rodeado de un materiai
amorfo y una hicapa lipidica.

Desde 1929 Goodpasture habia postulado que el virus herpes simple se
establecia en el sistema nervioso central, reactivandose para producir las
recurrencias, por lo que se han hecho muchos trabajos con el propdsito de
descubrir esta incognita.

El hombre es el tnico huésped natural para el virus herpes simple |, el 90% de
la poblacion presenta anticuerpos contra dicho virus, los cuales se optienen en
fa nifiez. durante una infeccion sistémica no reconocida a no ser que curse con
vesiculas en piel. Existen 2 lipos viroldgica e inmunoldgicamente distintos y
se les denomina tipo | v tipo 1L El tipo | afecta frecuentemente boca, labios v
ojos y el tipo |l principaimente es genital, aunque en raras ocasiones pueden
invertirse los teiidos blanco. Después de la primoinfeccién el virus se
establece por causas desconocidas en el SNC  (neurotropismo),
especificamente en los ganglios trigeminal v espinal en forma latente. Cuando
ocurre una reactivacion, éste viaja a través de los nervios sensoriales hacia
fos ganglios v luego al tejido blanco.

La lesidn ocular primaria sucede con mas frecuencia en nifios v adultos
jovenes, el cuadro primaric es una queratoconjuntivitis folicular con
adenopatia, fiehre |, malestar, irritacion v lagrimeo unilateral leve. El 50% de
estos pacientes en el curso de 2 semanas inician con mayor compromiso
corneal de localizacion exclusivamente epiteliai con sensacion de cuerpo
extrano, fotofobia, visién borrosa y una lesion epitelial muy variada que va de
puntiforme a geografica.. Si se vuelve recurrente pasan indistinguiblemente a
queratitis disciforrne que se inicia con una edematizacion epitelial tante intra
como extracelular deiando célulags necrdticas en el lecho ulceroso que
finalmente son reemplazadas por células inflamatoria y detritus . El proceso se
repite luego en capa de Bowman y estroma, aungue puede llegar a todas las



capas de la comea. En algunas ocasiones se aprecian célutas gigantes
multinucieadas de tino reaccion a cuerno extrafio advacentes a la membrana
de descemet.

k!l prondsito de este estudio fue el de demostrar el tiempo promedio de
permanencia del virus herpes simpie tivo | en el epitelio comeal después de
inactivado el cuadro clinico. asi como establecer patrones de conducta
teranéutica tanto medico como auirirgica.

Material v métodos:

Se trata de un estudio Prospectivo. transversal. comparativo. observacional.
aleatorio. original. cerrado v de muesireo aleatorio.

Se estudiaron 50 casos probiemas a compararse con un gruno control de
corneas sanas.

* Criterios de inclusion v Exclusion:

Pacienies con diaonostico de ileucoma postherpético secundario a orimer
cuadro o a recidiva.

Se incluveron individuos entre 10 v 60 afios de edad

Se incluveron aguellos individuos aue fueron tratados con aciciovir topico

Se excluveron individuos aue cursaron con cuadras activos.

Se exciuveron individuos aue no firmaron caria de consentimienic para el
astudio.

* Fuentes v Métodos de Recoleccion:

Se registraron en una hoia de contabilidad por partida independiente para
cada individuo. Se consignaron en dicha hoia los resuitados de
inmunofiuorescencia asi como informacion general de cada paciente. nimero
de cuadros activos. tiempo del ditimo Cuadro Activo v LIso o no de
medicamento.

e hicieron 3 frotis {enitelio comeal) vor separado. de cado oio estudiado v
una vez secos. se filaron con un citosprav. las muestras fueron concerbadas a
4 arados centiorados hasta el momento de su procesamiento.

* Inmunofluorescencia:

El estudio se realizd con la técnica de inmunofluorescencia directa, dos frotis
de cada caso nroblema se incubaron con anticuerpo primario congra HVS tino |
v se analizaron contra un testioo negative. un testiao positive v un control
normal . £l testiao negativo se  obtuvo al incubar el tercero de los frotis con
suero normal de congjo. el festioo positivo fue una laminilla con herpes simpie
labial. E! control normal se obtuvo de frotis de corneas sanas.

* Factores aue se tomaron en cuenta para evitar resultados "falsos nositivos™:

- evitar el yso de fluoresceina para valoracion clinica del paciente.

- aplicador adecuado para la toma del frotis dei epitelio comeal. (isopo
humedecido en solucién fisioléaica)

- filacion  inmediata del material hasta su  procesamiento nor
inmunofiucrescencia. entre 2 v 8 grados centigrados (nromedio 4 arados cent.)
~ realizacion de un frotis por iaminilia.

- uso del anticuerpo a2 una dilucion especifica v no en forma pura concentrada.



- comparacion del caso problema con un testiao positivo para HVS | labial.
- us0 de suero normail de coneio como testigo negativo.
- frotis del epitelio corneal sano como control negativo.
valoracion inmediata de las preparaciones para evitar pérdida de Ia
positividad de fas reacciones antiaeno-anticuerno.
- revision de las preparaciones a dobie ciego.
- valoracion de las preparaciones por dos ohservadores (patdlogos) con
amplia experiencia.
* factores gue se tomaron en cuenia para evitar resuitados "faisos negativos”
- toma inadecuada del material de los ¢asos problema.
- falta de filacion inmediata v desecacion del material.
- mala conservacion del materiai { temp. > 8 arados centigrados)
- falta de uso de un testigo positivo para comparario con los casos problema.
- anticuerpo no viable por caducidad v / 0 mala conservacion del mismo.
- valoracion tardia de las preparaciones realizadas, lo que condiciona una
disminucion en la intensidad de la reaccion Ag-Ac o pérdida de 1a positividad.
- valoracion inadecuada por el observador (inexperiencia)

msuiiados:

e 50 ojos, 45 fueron positivos (90%) v 5 negativos (10%). 23 oios
pertenecieron a individuos de sexo mascuiino (46%) v 27 oios a pacientes del
sexo femening (54%). 22 fueron olos derechos (44%) v 28 fueron izauierdos
{56%).

Conforme al tiempo de recurrencia se encontré que en el grupo de 0 a 6
meses 24 casos fueron positivos {(48%) v 2 negativos (4%) ; de 6 a 12 meses
12 casos fueron positivos (24%) v 3 negativos (6%) : v de mas de 12 meses 9
casos fueron posiivos {18%) v ninguno negativo.

En relacién con las secuelas 18 oios tuvieron leucomas (36%) v 32
presentaron leucomas vascularizados (64%:3.

La toma de la muesira se realizé en 34 cios que aiin estaban con fratamiento
{68%) v en 16 olos va sin tratamiento (32%]).

Discusion:

La infeccion primaria del herpes simple tipo | es generalmente sisiémica. con
sintomas respiratorios superiores inespecificos. Aun permanece incierto si la
infeccion se origina de una inoculacion ocular primaria o si es el resultado de
una infeccion secundaria procedente del ganglio frigeminal. Se cree que los
primeros ieiidos afectados son ios mucocutaneos de la boca produciendo
infeccion de las ramas mandibular v maxilar superior. llegando asi al ganglio
trigeminal para posteriormente pasar centrifugamente a la rama oftaimica.

Se conoce ia forma de latencia del herpes virus en ios ganaglios trigémino v
espinal mas sin embargo no se habia demostrado en humanos su
persistencia a nivel corneal cuando el cuadro clinicamente estd inactivo. Es
sabido que el virus herpes simpie tipo | se replica a nivel del nlciec de las
neuronas infectadas v que de ahi viajan hacia ias terminaies nerviosas para




ser liherados, lo cual produce las iipicas vesiculas en piel v mucosas 6 una
lesion dendritica en Ia cornea durante la fase activa. Sin embargo nosotros
encontramos que el virus nunca deja de liberarse en e! epitelio de la cornea
aun en fases cicatrizales tardias totalmente inactivas, lo cual podria explicarse
en base a la presencia de terminaciones nerviosas en bowman vy estroma
anterior, que permanentemente estarian liberando virus hacia fa membrana
hasal del epitelio corneal vy de aqui por migracion celular hacia las capas mas
superficiales, ademas la cicatrizacion altera en grado variable e! perfecio
ordenamiento de las distintas capas de la cormea. Luego entonces si el virus
permanece latente de por vida en los ganglios, entonces su liberacion a nivel
de los nervios de la cornea podria ser permanente (hinotesis) , lo cual explica
la positividad de los casos en el 90 % de nuestro estudio v 1a existencia de 10
% de casos negativos podria deberse a un error en el diag. o gue fuesen
herpes fipo 1.

Aproximadamente 6 meses después de realizada una gqueratoplastia
penefrante, el botdn comeal injertado recibe nuevos filetes nerviosos
procedentes del receptor, nosotros realizamos frotis de hotones corneales con
mas de 6 meses de evolucidon y en todos los casos la inmunofiuorescencia
mosiré positividad, incluso en una muestra de 14 afios de inactividad, lo cual
confirmé nuestra hipdtesis anteriormente expuesta.

El 68% de nuestros casos problema aun tenian ifratamiento con aciciovir
topico al momento que se tomd ifa muestra y sin embarge la
inmunofiuorescencia fue positiva, pensamos que el tratamiento topico con
aciclovir &s bueno para atenuar el virus que constantemente se esta liberando
y asi disminuir el numero de recidivas, sim embargo se ha reporiado
resistencia de algunas cepas a este medicamento por lo gue sugerimos gue
periodicamente se utilice otro antiviral vy que nunca se suspenda su
adminisiracion aunque sea a dosis muy espaciadas.

conciusiones:

1. ET HVS fipo | permanece latente en la cdmea toda la vida, al igual que en el
ganglio trigeminal.

2. Encontramos HVS tipo | en 90% del epitelio comeal de pacientes con
leucomas postherpéticos de hasta mas de 1afio de inactivado clinicamente el
cuadro, por ko tanto no consideramos un factor decisivo el tiempo de evolucion
de un leucoma postherpético inactivo para la realizacion de una qpp

3. La edad, el sexo v el cjo afectado no tuvieron variaciones con significancia
estadistica.

4. El 68% de los casos problema aun tenian tratamiento tépico antiviral al
momento de tomar la muestra, ei cuai los habia mantenido inactivos durante
largo tiempo sin complicaciones toxicas de importancia o que sean causa de
gueja por parte de los pacientes por [0 que concluimos gue se deben seguir
manejando de este modo, esto es, a bajas dosis por largos periodos v
cambiando el tipo de antiviral periodicamente para evitar resistencia.
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