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Enterovirus asociados a Afecciones del
Sistema Nervioso Central confirmados
por biologia molecular
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>>> Un alto porcentaje de las meningitis asépticas son causadas por
enterovirus(EV), arribar rapidamente al diagnédstico correcto evita, aplicacion de

tratamientos innecesarios, disminucién del tiempo de internacién y sobre todo de
complicaciones. La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) en LCR, es el método

gold estandar.
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RESUMEN

Aproximadamente 90% de las meningitis
asépticas son causadas por enterovirus (EV),
miembro de la familia de los picornavirus. Los EV
son ubicuos, se diseminan por via fecal- oral y
contacto directo, responsables de brotes o casos
esporadicos con importante morbilidad. El
diagndstico se basa en la presentacion clinica,
imagenes, estudio citoquimico del liquido cefalo-
rraquideo (LCR) y la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR), gold estdndard que reemplaza
al aislamiento viral y la serologia. El objetivo de
este estudio descriptivo de corte transversal fue
determinar la presencia de EV por RT-PCR en el
LCR de pacientes con sospecha clinica de
meningitis aséptica, internados en servicios
publicos y privados de Asuncién y departamento
Central del Paraguay de noviembre de 2007 a
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noviembre de 2014. El material genético fue
extraido mediante el mini kit ADN y ARN Qiagen®
que fue sometido a RT-PCR. Seincluyeron LCR de
203 pacientes, 124 (61%) nifios (4 dias-15 afios) y 79
(39%) adultos (16-81 afnos). Setenta y siete (38%)
provenian de servicios publicos y 126 (62%) de
privados; 115 (57%) fueron varones. Se detectd
RNA de EV en 166 (82%) pacientes, 90 nifios y 76
adultos, y mayor nimero de casos entre los meses
de octubre a abril. Este es el primer trabajo en el
pais y muestra una importante participacion del
EV en pacientes por infecciones del SNC compa-
tibles con meningitis asépticas de etiologia viral.
La sospecha clinica fue mayor en nifios, sin em-
bargo, la proporcidn de resultados positivos fue
mayor en adultos. Se observd mayor circulacion
enlosmeses calidos.

Palabras clave: enterovirus, meningitis, PCR,
Paraguay.

>>> INTRODUCCION

Las infecciones del sistema nervioso
central causadas por virus, aunque no son frecu-
entes tienen importancia debido a su gravedad,
constituyendo una emergencia pediatrica ya que
surapido diagndstico y manejo son decisivos en el
prondstico y seguimiento de la evolucién. Entre

ellas, la meningitis y encefalitis son cuadros
agudos mas frecuentes.

Los virus son agentes de reconocida pre-
valencia en el liquido cefalorraquideo (LCR) claro
0 aséptico, compatible con meningitis (infla-
macién meningea del espacio subaracnoi-deo)
asociandose en 90% a enterovirus humanos (EV),
tanto en niflos como en adultos, sin predominio
degénero(1).

El género Enterovirus perteneciente a la
familia de los Picornavirus son virus ARN de
menor tamafio, con mas de 100 serotipos, ubicuos
y de diseminacién fecal-oral, siendo el tracto
alimentario, la principal puerta de entrada por
contacto directo o indirecto con manos o aguas
contaminadas. El periodo de incubacidon es de 7 a
14 dias y las personas con infeccién subclinica
pueden eliminarlos en las heces por varias sema-
nas y en faringe por 1 a 2 semanas (2). Son
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responsables de brotes o casos esporadicos, que
varian seguin la época del afio, la localizacién
geografica, edad y el nivel socio-econédmico. En
paises templados se observan frecuentemente en
las estaciones calidas, pero en los tropicales
durante todo el afio, siendo los Coxsackie B5 y los
Echovirus 4,6,9,11 y 30, los que producen las
meningitis con frecuencia y con importante
morbilidad (3). Entre ellos podemos mencionar a
Estados Unidos de Norteamérica, donde pro-
bablemente causen alrededor de las tres cuartas
partes de todos los casos de meningitis viral
notificados. En México constituyen causa impor-
tante de meningitis viral y sonresponsables del 80
-90% de las Encefalitis, en l[actantes y menores de 5
afos, identificandose los Coxsackie Bs, B2, B4, B3,
B1y los Echovirus 11, 9, 30, 4, 6, 3, 7,5y 21(5). En
Japdn, se reportd el Echovirus tipo 9 en1990y en
Alemania, un brote en 21 nifios por Echovirus tipo
30, con una tasa de ataque de 24%, en 1997. En
paises de nuestra Region, la Argentina reporto
casos desde el 1983 asociado a los Coxsackie B1,
B3yBs5,asicomoalos Echovirus 11,21y 25(8).

Mas del 90% de las afecciones por los
enterovirus pueden ser asintomaticas y los cua-
dros varian desde el sindrome pie-mano-boca
hasta pericarditis y meningitis. Otro aspecto
importante de la etiologia de los enterovirus son
las infecciones neonatales, que se adquierendela
madre o por transmisidon nosocomial. La frecu-
encia con que se aisla un determinado serotipo
varia marcadamente, ya que algunos se detectan
por varios afios produciendo epidemias y luego
desaparecenenlasiguiente estacion.

El diagndstico de la meningitis viral se
basa enla presentacion clinica, que generalmente
es aguda con signos meningeos, imagenes, el
estudio citoquimico del liquido cefalorraquideo,
junto a la identificacion del agente etioldgico. La
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
actualmente se constituye en el Gold Standard,
reemplazando asf al aislamiento viral y serologia
debido su rapidez, sensibilidad (100%) y especi-
ficidad del 95- 100% (4). La mas utilizada es la RT-
PCR genérica que detecta todos los serotipos de
Enterovirus al amplificar la regién 5 NC, mas
conservada del genoma (5). La PCR permite dife-
renciarlas del Virus Herpes Simple, posibilitando el



manejo clinico con tratamiento de soporte ge-
neral, suspendiendo el antiviral (Aciclovir) ins-
taurado, ya que el cuadro es auto limitado, se
resuelve en cinco a siete dias, disminuyendo los
dias de internacidn, asi como el costo de atencién

(6)

En nuestro pais los primeros datos dispo-
nibles sobre la participacidn de los Ente-rovirus en
pacientes hospitalizados por serologia (IgG e IgM)
fueronreportados por Portillo et al. enel 2004 (7).
El objetivo de este estudio fue identificaral EV por
PCR en el LCR de pacientes con sospecha clinica
de meningitis asépticas, internados en diferentes
servicios publicos y privados, de Asuncidn y
Departamento Central de noviembre de 2007 a
noviembre de2014.

>>> MATERIALESY METODOS

Estudio descriptivo de corte transversal
realizado desde noviembre del 2007 a noviembre

de 2014 e incluyd las muestras remitidas al labora-
torio de liquidos cefalorraquideos de pacientes de
todas las edades, internados en diferentes ser-
vicios publicosy privados del pais bajo la sospecha
clinica de meningitis por EV por manifestar signos
meningeos y un estudio citoquimico aséptico o a
liquido claro.

La extraccion de material genético se
realizd con el mini kit ARN de Qiagen® utilizando
200 pl de muestra, seguido de una RT con 5 pl del
ARN obtenido mediante el Kit MMLV y RNasout
de Invitrogen®, llevandolos en el termociclador
Mastercycler Personal Eppendorf® a 37°C por 45
miny posteriormente a 94°C por 10 minutos.

Enla PCR serealizé la amplificacidn de la
region 5 no codificante pero muy conservada para
los EV de acuerdo al protocolo modificado de
Giacca (1993) (7) en 50 pl de volumen final con la
Taq DNA Polimerasa recombinante de Invitro-
gen®, una primera ronda de 45 ciclos de 94°C por 1
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min, 94°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos,
68°C por 30 segundos y una extensién final de
68°Cpor 3 min. Del producto obtenido se tomaron
1ul paralasegundaronda con 35 ciclos de 94°C por
5 minutos, 94°C por 30 segundos, 49°C por 30
segundos, 72°C por 30 segundos y una extension
final de 72°C por 5 min, también a un volumen de
50 ul. Los primers CX3, CX8, CX9Y CX10 utilizados
fueron sintetizados por Invitrogen® y detectaron
unos productos de 230-120 pb, visualizados en gel
de agarosa y tinciéon con bromuro de etidio. El
limite de deteccion fue de 5 copias/ml y los
controles positivos que fueron gentilmente pro-
veidos por el Instituto Carlos Malbran Argentina.
Todo este protocolo se pasd a tiempo real, desde
el 2011 utilizando el equipo Rotor gene® y los
Iscript Selectc DNA Synthesis Kit y Master mixSso
Fast Eva Green Supermix de Bio Rad respec-
tivamente.

Analisis estadistico

Se utilizé estadistica descriptiva calculan-
dose las frecuencias y los porcentajes de entero-
virus hallados y su distribucién por afo, estacidony
edad.

Aspectos éticos

El estudio es retrospectivo de revision de
fichas de pacientes que tuvieron indicaciéon de
estudio laboratorial para su diagndstico. Se pre-
servo laidentidad de los pacientes utilizando solo
cddigos garantizando asi el anonimato en los
resultados.

>>> RESULTADOS

Se incluyeron muestras de LCR de 203
pacientes internados con sospecha de meningitis
por enterovirus por el reporte de un citoquimico
(aséptico) compatible con etiologia viral, de ellos
124 (61%) fueron de nifios con edades compren-
didas entre 4 dias a 15 afios y un 79 (39%) de
adultos de 16-81 afos. Setenta y siete pacientes
(38%) provenian de servicios publicos y 126 (62%)
de privados; 115 (57%) fueron del sexo masculino y
88(43%) del sexo femenino.

En 166 de los LCR se detectd el ARN del
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Enterovirus con un 82% de positividad, diagnosti-
candose asi meningitis viral afectando principal-
mente nifios (Figura 1), en 90 casos (54 %) nifios y a
76 (46%) adultos, siendo el menor de 4 dias y el
mayor de 81afios.

> > Tabla 1. Pacientes con sospecha de me-
ningitis por enterovirus. Paraguay 2007-2016. n:
203

n: 203

Caracteristicas N° de muestras 9

Edades Menores de 1 afio 33 16
1 a 5 afios 95 47
6 a 10 afios 54 27
11 a 15 afos 21 10
1a1i15 173 85
16 a 30 47 23
31a45 23 11
46 a 60 8 4
61a75 6 3
76 a 85 4 2

Sexo Femenino 88 43
Masculino 115 57

Procedencia O 126 62
Publico 77 38

>> Figura 1. Enterovirus detectados por
grupo etario. Paraguay,2007-2014.n:166
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En cuanto a la distribucidn por sexo, los
EV se detectaron en 101 varones (61%) y en 65
mujeres (39%). En su mayoria correspondieron a
pacientes internados en diferentes servicios del
sector privado 111(62%)y en el publico 56 (38%).
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La distribucidn los casos positivos detec-
tados por afio mostré un aumento gradual coin-
cidente con el aumento del nimero de muestras
estudiadas, pero conun50% como minimo en cada
afo, tal comolo muestraenlasiguiente Figura 2.

> > Figura 2. Enterovirus en infecciones del
SNC. Paraguay, 207-2014 n: 203
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En cuanto a la distribucién estacional,
desde el 2011, se observaron mas detecciones de
casos positivos de octubre a abril, coincidentes
con los meses mas calurosos en el pais, tal como
seobservaenlaFiguras.

> > Figura 3. Distribucién mensual de los
Enterovirus. Paraguay, 2007-2014.n:166
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>>> DISCUSION

Este primer estudio en el pais, con un
periodo de 7 afios, confirmd un 82% de parti-
cipacién del EV mediante la PCR, en pacientes
internados en diferentes servicios, con sospecha
de meningitis agudas asépticas de etiologia viral.
En todos los afios el predominio fue de nifios
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(54%), que se observé claramente enel 2013 con 35
casos (65 %) de 54 muestras, aunque este fue el
grupo mayoritario analizado, constituyéndose asi
estos datos enlalinea de base nacional.

Los casos de meningoencefalitis afectan
en primer lugar a lactantes, lo que se reflejé en
nuestra casuistica que incluyd a nifios desde 4 dias
de vida, quienes generalmente aun tienen el
sistema inmunoldgico débil, por lo requieren de
un diagndstico oportuno que les garantice la vida.
Luego los mayores de 15 afos, que constituyen
poblacién activa y por ultimo al grupo de los
adultos mayores, practicamente inmunsuprimi-
dos (19), con un paciente de 81 afios de edad en
este grupo.

Asumiendo que esta etiologia viral es
dificil de predecir basados uUnicamente en Ia
presentacion clinica y el citoquimico del LCR, el
82% por PCR aporté un diagndstico rapido y
confiable (14).

Esta PCR, que utilizé una regiéon muy
conservada del genoma entre diversos genotipos
de enterovirus (18), posibilité la identificacion
rapida de ARN de enterovirus en los casos sospe-
chosos de meningitis aséptica, permitiendo la
disminucidn del tiempo de internacidn, las compli-
caciones secundarias (extravasacion de la cana-
lizacién e infecciones nosocomiales) y el uso de
antibidticos innecesarios, asi como el Acyclovir

(16).

Se observd un mismo patrdén de circula-
cion de EV todos los afios, pero con mas actividad
en los meses calurosos, mas claramente desde el
2011(81%) coincidente con el incremento de mues-
tras analizadas, lo que indica ademas la utilidad de
esta nueva herramienta diagndstica, ya que la
PCR fue asumida gradualmente por los médicos
mejorando asi el manejo clinico del paciente.

La participacion de los enterovirus en
nuestro pais fue similar alaregistrada en Perti con
83,3% en las meningitis agudas asépticas y en
38,8% en las encefalitis en poblacién pediatrica,
también con comportamiento estacional, frecu-
ente enlos climas calidos y en Panama con un 73%,

entre1998y1999 (17).



Entre el periodo de 2007 a 2014, los por-
centajes de positividad de EV fueron de un 50% o
mas, confirmando que en nuestro pais circulan en
todos los aflos y ademas se correlacionaron conlo
observado en Argentina entre el 2005- 2008 que
reporté un 70 % (8) y que luego en el 2005 - 2010
disminuyd a un 42 % (11,12). En Salvador, Bahia la
frecuencia de enterovirus detectados fue de 37,7%
enelano2002(15).

Sin embargo, fueron muy elevadas en
comparacion a la casuistica del Brasil, en Rio de
Janeiro con un 11%, entre el 2005-2006 (9), en
Uruguay con un 10% por el grupo de Burgefio A, en
el 2009-2010 (10) y la casuistica en Colombia,
Armenia mostré un 10% de deteccion de ente-
rovirus por PCR también en nifios (18). También
un estudio multicéntrico europeo de Vliet en 1993
(23), mostré 24,5% de deteccidn por esta metodo-
logia comparada con el aislamiento en cultivo que
fuesolode7,5%.

En cuanto a que la mayoria de las mues-
tras (62%) provenian de servicios privados, esto se
relacionaria, por un lado, con que en el Servicio
Publico se prioriza la bdsqueda de HSV por su
gravedad y la necesidad de iniciar el tratamiento
con Aciclovir y, por otro lado, a los limitados
recursos econdmicos del paciente hospitalario
generalmente, puesto que esta metodologia aun
no esta disponible enlos hospitales publicos.

Es indiscutible la ventaja que aporta el
diagndstico viral rapido mediante la PCR, en una
enfermedad que, aunque benigna, no tiene un
tratamiento antiviral especifico, tiene un inicio
agudo y preocupante. Por tanto, tiene sus benefi-
cios no solo para el paciente sino en la comunidad
por su impacto en la economia de la salud, al
disminuir el consumo de antibidticos como la dis-
minucién de laresistencia (20)

Si bien el 82% de HEV observado fue
elevado y aun falta analizarlo en detalle, sirven
para considerar que es una patologia importante
en nuestro pais porque se registran anualmente,
causando morbilidad debido a que todas ellas
requirieron internacién y seria conveniente anali-
zar sihayrelacién conla calidad y tipo de las aguas
a la que accede la poblacién u otra fuente de

transmisién a fin de disminuirlas (22).

También es importante considerar que la
PCR anidada no permitid la diferenciacion entre
los diferentes enterovirus, por lo que requirié de
modificaciones al pasarlas en tiempo real, pero
que es imperiosa, laimplementacion de la Genoti-
pificacion a fin de conocery diferenciar el serotipo
circulante en cada temporada(13,21).
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