
DIAGNOSTICO DE LABORATORIO DE 
VIRUS HERPES SIMPLEX EN COSTA RICA 

 
 

Laya Hun, Luis G. Fuentes*, 
 
RESUMEN 
 
El presente trabajo aporta información sobre los 
métodos de uso corriente usados en el laboratorio de 
virología de la Universidad de Costa Rica para el 
diagnóstico por aislamiento y serología de virus 
herpes simplex 1 y 2, en pacientes que han acudido 
para su estudio. 
Se diagnosticó 28 pacientes, 4 asintomáticos, 6 con 
lesiones orales, 12 con lesiones genitales, 3 con 
lesiones en piel y 3 con encefalitis. 
Con los resultados obtenidos, se pudo observar en 
estos pacientes la característica de recurrencia y la 
localización anatómica de ambos serotipos. [Rev. 
Cost. Cienc. Méd. 1987; 8(3):143-148]. 
 
INTRODUCCION 
 
Desde que se reconoció que hay dos tipos de virus 
herpes simplex (HSV) HSV-1 y HSV-2 (1,2), se ha 
puesto en evidencia las diferencias entre ellos, 
mediante serología, morfología de placas (12, 17, 
19,33), características de crecimiento en cultivos 
celulares y recientemente, por diferencias en el 
análisis de polipéptidos es tructurales y secuencia de 
nucleotidos en el ADN viral (6, 7, 8, 16, 35, 36, 37). A 
pesar de tener características diversas de 
crecimiento, los herpes virus se clasifican en una 
misma familia denominada HERPETOVIRIDAE con 
base en su estructura, morfología, tamaño y tipo de 
ácido nucleico. Los virus que la conforman son: 
Epstein Barr (EBV), Citomegalovirus (CMV), varicela-
Zoster (VZV) y HSV 1 y 2, siendo estos últimos los 
más estudiados. 
Los virus herpes son partículas grandes de 150-170 
nm de diámetro, con un ácido nucleico del tipo ADN 
lineal de doble banda, una cápside proteica y una 
cubierta lipídica. Al infectar una célula, estos virus 
inhiben la síntesis de macromoléculas y ácidos 
nucleicos celulares (18). 
Como todos los virus, los HSV son parásitos 
intracelulares obligatorios, que necesitan de una 
célula viva  para  su   multiplicación,    tal   como   cul- 
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tivos celulares, huevos embrionados y animales. La 
infección con HSV-1 ocurre a temprana edad, entre 
los 5 meses y 5 años, y es generalmente inaparente 
(1). La infección primaria con HSV-2 ocurre más tarde 
y se transmite normalmente por contacto sexual y a 
través del canal vaginal durante el parto (4, 5, 15, 23). 
La Clínica atribuida a estos virus se resume en el 
Cuadro 1. Los HSV son capaces de una variedad de 
interacciones con su célula hospedera y como con-
secuencia de esta interacción se puede dar: 
1) muerte celular, caracterizada por biosíntesis de 

progente viral, infección y destrucción tisular 
originando respuestas en el individuo que van 
desde infecciones asintomáticas subclínicas hasta 
enfermedad fatal (21). 

2. latencia o persistencia viral, producto de una 
infección y multiplicación en la cual los virus no 
son totalmente eliminados por el organismo, sino 
que viajan a núcleos neuronales y de ahí a nervios 
sensoriales para establecer la latencia. Es una 
característica de los virus herpes que permanecen 
en la persona infectada de por vida. Es una 
observación común y uno de los misterios más 
grandes de la virología: el que personas infectadas 
con HSV mantengan una infección latente por 
años. Estos virus pueden dar cuadros de re-
currencia, activados por una variedad de es-
tímulos, que pueden ser ambientales, químicos, 
hormonales, factores sicológicos y otros 
(9, 10, 13, 24). 

3. Oncogenia. La correlación del cáncer de cérvix 
con el HSV-2 ha sido estudiada intensamente, 
tanto seroepidemiológicamente (2, 27, 28, 30) 
como virológicamente (1, 29). La hipótesis que 
señala a los HSV-2 como factor causal del cáncer 
merece seria consideración, dado su patrón de 
transmisión venérea y sus propiedades biológicas 
con potencial oncogénico para el hombre. 
El diagnóstico de laboratorio se puede hacer tanto 
por el aislamiento mismo del agente a partir de la 
lesión, el cual es el método más sensible, o bien 
por serología.     El primero demuestra la 
presencia del virus en el    paciente, y por 
diferentes            procedimientos           serológicos  
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se puede determinar el serotipo. La serología, como 
método de diagnóstico único, no es muy efectiva ya 
que, estos virus invaden al ser humano en temprana 
edad conviertiendo al paciente en seropositivo y 
además, existe una reacción cruzada entre ambos 
por los métodos serológicos convencionales, siendo 
su resultado de difícil interpretación y de poco valor 
diagnóstico (25, 26, 27,32). 
 
El diagnóstico se puede realizar utilizando técnicas 
como la inmunofluorescencia con anticuerpos 
monoclonales, inmunoperoxidasa, técnicas de 
biólogia molecular tales como el estudio de ADN con 
enzimas de restricción por electroforesis y otras (14, 
16,34,36,37), que aunque pueden consumir solo unas 
pocas horas para resolver un diagnóstico, tienen el 
inconveniente del alto costo de equipos y reactivos, lo 
cual se hace más evidente cuando se trata de 
diagnósticos aislados y no en forma masiva. La 

frecuencia de las lesiones herpéticas en la población 
demanda la necesidad de establecer un diagnóstico 
preciso de herpes en algunas condiciones, para lo 
cual es necesario contar con técnicas sensibles, 
rápidas y ojalá de bajo costo. Debido a que el 
Laboratorio de Virología, de la Facultad de 
Microbiología de la Universidad de Costa Rica (UCR) 
no cuenta con estos recursos, el diagnóstico se 
realiza por el método directo de aislamiento del 
agente y su potencialidad de formar placas usando 
cultivos celulares. La confirmación del tipo de virus 
aislado se realiza por neutralización con sueros 
específicos. 
El presente trabajo relata la experiencia que se ha 
tenido en el laboratorio de Virología de la Facultad de 
Microbiología de la Universidad de Costa Rica con el 
virus herpético en pacientes que han acudido para su 
estudio.
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MATERIAL Y METODOS 
 
Parte de la población en estudio está constituida por 
pacientes que han acudido al laboratorio de virología 
de la Facultad de Microbiología remitidos por médicos 
particulares, especialmente ginecólogos o bien por 
iniciativa propia, algunos de los cuales ya habían 
tenido estos cuadros. Otros son pacientes 
hospitalizados por causas diversas. 
En el caso de muestras genitales, bien sea de cérvix 
o de pene, las muestras consisten en frotis de 
lesiones tomados con una torunda de algodón o de 
alginato de calcio. Las muestras de los pacientes con 
problemas de estomatitis (fuegos) o cuadros de piel, 
fueron tomadas de igual forma, rompiendo las 
vesículas frescas con una torunda de algodón. 
Finalmente, en los pacientes con sintomatología 
nerviosa o bien los que forman parte de una 
población de voluntarios que se estudiaban en este 
laboratorio, las muestras que se tomaron eran frotis 
faríngeos y LCR, o sólo el primero de ellos, según el 
caso. 
Las muestras fueron suspendidas en un medio de 
transporte (excepto LCR) que consistía en una 
solución balanceada de Hanks, a la cual se le 
adicionó 500 U de penicilina y polimixina y 500 ug de 
dihidroestreptomicina. Las muestras se mantuvieron a 
4oC por 30 minutos y finalmente se almacenaron a -
70oc. 
Se empleó una línea establecida de riñón de mono 
verde africano (VERO) crecida en este laboratorio en 
medio 199 complementado con 5 por ciento de suero 
fetal de ternero y 0.11 por ciento de bicarbonato. Se 
preparó monocapas celulares confluentes en tubos 
de vidrio empleando 1.5 x 105 células por tubo. 
Igualmente se utilizó fibroblastos de embrión de pollo 
preparados a partir de embriones de 8-10 días 
obtenidos en incubadoras locales y procesados 
según la técnica de Robín (31). 
Con estas células se preparó capas confluentes 
usando botellas de cultivo de 20 mI, usando para su 
crecimiento medio de lactalbumina completado con 
10 por ciento de suero fetal de ternera y 0.11 por 
ciento de bicarbonato, 100 U de penicilina, polimixina 

B y 100 ug de estreptomicina. Los medios de cultivo 
empleados fueron el de lactalbumina, 199 y MEM que 
son medios deshidratados adquiridos de la casa 
GIBCO. El medio de plaqueo Mínimo Esencial de 
Eagle se preparó a partir de soluciones stock de 
vitaminas, aminoácidos, glutamina y solución salina 
de Earle. 
 
El aislamiento del virus se logró inoculado mono-
capas confluentes de células Vero con 0.2 ml de la 
muestra. Después de una hora de absorción a 
temperatura ambiente y con agitación, se drenó el 
inóculo y se realimentaron las células con medio de 
mantenimiento con 2 por ciento de suero fetal de 
ternera y 0.22 por ciento de bicarbonato. Los cultivos 
se incubaron a 37o

 con observación diaria, utilizando 
un microscopio invertido, buscando el efecto 
citopatogénico típico que producen estos virus. 
La determinación del tipo de virus de aquellos 
aislamientos positivos en células Vero, se iden-
tificaron biológicamente en cultivos de embrión de 
polio por la técnica de placas (11.31). Se inoculó 
botellitas con monocapas confluentes con 0.2 ml. de 
una dilución adecuada del virus y se dejó absorber 
una hora a temperatura am biente con agitación 
continua. 
A continuación se agregó una sobrecapa de medio 
formado por partes iguales de MEM 2X y Agar Noble 
2 por ciento. Después de incubar a 37oC por tres 
días, se reveló con una segunda sobrecapa del 
mismo medio adicionado de Rojo Neutro 1/20.000. 
Las placas se visualizaron 24 horas después. 
La identidad del virus fue verificada mediante la 
técnica de neutralización, utilizando antisueros 
específicos contra HSV preparados en conejo. 
Brevemente, 0.2 ml del virus conteniendo 100 DL5O 
citopáticas se mezcló con 0.2 ml de suero 
conteniendo 20 unidades neutralizantes. Se incubó 
por una hora a 37oC en baño maría. Al cabo de este 
tiempo se inocularon tubos de Vero con 0.2 ml de la 
mezcla, se dejaron absorber una hora a temperatura 
ambiente y se realimentaron los tubos con medio 
fresco. Se observaron los tubos diariamente por 
ausencia de efecto citopatogénico. 
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RESULTADOS 
 
De las muestras estudiadas reportamos las positivas 
agrupadas según el sitio de la lesión. (Cuadro 2).  
 

 
DISCUSION 
 
Los virus herpes simplex se caracterizan por 
presentar afecciones en piel, mucosas y pliegues 
mucocutáneas, en donde producen lesiones 
papulosas, llenas de linfa, que contiene abundantes 
partículas virales. En Otros casos, como en las 
encefalitis herpéticas, el virus podría localizarse en la 
orofaringe, aún en ausencia de lesiones. 
La frecuencia de estas lesiones en la población (31) y 
las complicaciones clínicas y genéticas que los HSV 
pueden causar, demanda la necesidad de establecer 
el diagnóstico preciso con técnicas sensibles, rápidas 
y posibles de realizar con la infraestructura 
disponible, hasta estar en condiciones de utilizar la 
teconología que permita hacer un diagnóstico más 
rápido y preciso (anticuerpos monoclonales, estudio 
de ADN, etc.). 
Cabe recalcar que se pudo constatar tanto por 
historia como por positividad de cultivo, las ca-
racterísticas de recurrencia clínica de las lesiones 
herpéticas (datos no publicados). 

De los cultivos realizados y por la identificación 
serológica de los HSV de acuerdo a sitio de lesión 
encontramos algunos datos interesantes que 
contradicen el “dogma” de que el HSV-1 es 
exclusivamente extragenital y el HSV-2 genital, 
incluso el HSV-2 era así denominado (Herpes simplex 
genital), pues en 25 por ciento de las lesiones 
herpéticas genitales se aisló HSV-1. 
Por otro lado, en las lesiones de piel (no labial) se 
aisló HSV-2, incluso uno en nariz. Estos datos 
pueden deberse a los hábitos sexuales de los 
pacientes o una predisposición genética a alguno de 
los dos tipos de HSV, son necesarios más estudios 
para dilucidar este punto. 
La importancia de un diagnóstico de laboratorio por 
HSV, radica principalmente, como en todas las 
infecciones, en la identificación del agente causal, 
para poder tomar medidas de tratamiento, prevención 
de contagio y en el caso especial de herpes genital 
en mujeres embarazadas, evi tar el nacimiento de 
niños con herpes neonatal 
(22). 
 
 
 
ABSTRACT 
 
This study provides information on routine methods of 
isolation and serology of Herpes Simplex virus types 1 
and 2 used in the virology laboratory of the University 
of Costa Rica. 
Diagnosis was made in 28 patients, 4 asymtomatic, 6 
with oral lesions, 12 with genital Iesions, 3 with skin 
lesions and 3 with encefalitis. We determined these 
patients recurrence and anatomic sit of infection with 
both serotypes. 
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