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RESUMEN

Entre los meses de octubre y diciembre de 1995 se report6 un incremento en los casos de meningoencefalitis viral er. r&®stro pai
recibieron 23 muestras de heces fecales, que procedian de 2 provincias, con la finalidad de obtener el aislamientoteilal imszdian

laciéon de éstas en cultivo de células y ratones recién nacidos simultdneamente, para comparar la sensibilidad de ambpsetistemas
aislamiento. Se obtuvo un mayor nimero de aislamientos en cultivo de células que en ratones, el cultivo de célulasrden@igarde
africano adulto normal (Vero) resulté el méas sensible. Se lograron 18 aislamientos, que fueron identificados como Cox&Ekseiru
realizé un estudio anatomo-patolégico en ratones inoculados y se observaron lesiones compatibles con la infeccién enteroviral.

Descriptores DeCS MENINGOENCEFALITIS/epidemiologia; MENINGOENCEFALITIS/virologia; BROTES DE ENFERMEDADES;
ENTEROVIRUS/aislamiento & purificacion; CULTIVO DE CELULA; CELULAS VERO; CUBA.

Las infecciones virales agudas del sistema ner{ponsables de la mayor cantidad de casos reportados.
vioso central (SNC) han sido divididas de forma tra- A pesar de que casi todos los casos cursan de una
dicional en 2 sindromes: meningitis y encefalitis, forma benigna, la MEV constituye un problema de
segln se desarrolle el proceso infeccioso en lasalud importante por su alta morbilidad y por la mag-
leptomeninges o en el parénquima cerebral, respecnitud que alcanza en periodos epidémicos; se pre-
tivamente. Es usual que la encefalitis viral se acom-senta en Cuba y en otras partes del mundo de mane-
pafie de una reaccion meningea, por lo que es caa ciclica cada cierto nimero de afié$ diagnosti-
mun el empleo del término meningoencefalitis. La co virologico de la MEV incluye: a) el aislamiento
meningoencefalitis viral (MEV) a predominio me- viral, b) el serodiagnéstico y c) los datos
ningeo es un sindrome pluricausal, y los Enterovirusgpidemiol6gicos que permitan establecer una rela-
sobre todo los virus Coxsackie y echo, son los res<ion de causa-efecto entre la infeccion virica encon-
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trada y el sindrome infeccioso observado. Para e(ECP) total caracteristico de Enterovirus, se proce-
aislamiento del agente se utilizan sistemas biolégi-dié a la identificacién viral de los casos positivos.
cos como el cultivo celular (método de eleccion) y Inoculacién en animales de laborator®imul-
los animales de laboratorio (en su mayoria ratonestaneo a la siembra en cultivo, las Hf tratadas se ino-
conejos y monos), estos ultimos son mas usados coaularon en familias de ratones OF-1 heterocigéticos
fines investigativos, cuando el aislamiento en culti- lactantes de 1 d de nacidos (4 animales por mues-
vo es dificil, o para diferenciar patogenicidad entretra). Cada muestra se inocul6 por via intracerebral
grupos virales, como entre los Coxsackievirus A y (25 uL) e intraperitoneal (30 pL) y los animales se
B.? En octubre de 1995 comenz6 en Cuba un incre-observaron durante 14 d, en busca de signos de in-
mento vertical y acelerado en la notificacion de ca-feccion enteroviral. Los enfermos y fallecidos se
sos de MEV con respecto a similar periodo de 1994.congelaron a -70°C, a las 24 h los que habian muer-
En este trabajo nos propusimos esclarecer la causa di# por inoculacién inadecuada se desecharon. Lue-
brote, mediante el aislamiento e identificacion en 2 sis-go se procedi6 a realizar un pase en el mismo siste-
temas bioldgicos y realizar un estudio anatomo-pato-ma biolégico, asi como en cultivo de células (se uti-
l6gico a partir de los ratones inoculados. liz6 un macerado de musculo y de cerebro) para la
posterior identificacion.
Identificacién viral.Determinadas previamente
METODOS las 100 TCD), (dosis letal para cultivo de tejidos) de
los virus aislados, los casos positivos de infeccion

Muestras.Se trabajaron 23 muestras de hecesenteroviral en ambos sistemas fueron identificados
fecales (Hf) de nifios con diagnéstico de MEV, pro- por la prueba de neutralizacion del ECP
cedentes de los hospitales pediatricos de Ciudad dénicromeétodo) a partir del cultivo celular, se usaron
La Habana y Santiago de Cuba, recibidas en el Lapoolsde sueros hiperinmunes a Enterovirus que iden-
boratorio de Enterovirus del Instituto de Medicina tifican de forma directa 42 serotipos distintos, se-
Tropical"Pedro Kourf (IPK) en los meses de octu- gun el esquema de Lim-Benyesh-Melrfick.
bre a diciembre de 1995. Estudios de anatomia patologicae realizaron

Tratamiento de las muestrasas muestras de Siguiendo el protocolo para estudios de histopato-
Hf se prepararon en suspension al 10 % en soluciéﬂpgif"‘ de infecciones enterovirales en ratones recién
salina tamponada con fosfatos (PBS). La mezcla s&acidos’
homogenizé y se centrifugé a 13 000 rpm durante
10 min. El sobrenadante se trat6 con cloroformo en
una proporcion 9:1. Luego de la centrifugacion
(13 000 rpm, 5 min), se le afladié antibiéticos (sulfato
de estreptomicina y penicilina en concentracion fi-
nal de 1 000 mg/mL y 1 000 U, respectivamente, y

queda listo para la inoculacion. zacion del medio, redondeamiento, aumento de la

.Inoculacién en cuI'FivosLas muestras tra_ltadas refringencia y desprendimiento celular), 17 en célu-
se inocularon por duplicado en tubos de cristal con,5 varg (73.91 %) y 1 en PHUE-1 (4,35 %).
una monocapa confluente de 72 h de sembrada de g 13 de los 23 casos (56,52 %) la inoculacién

células renales de mono verde africadi®rco-  gn ratones lactantes evidencié signos positivos, que
pithecus aetiopadulto normal (Verojen el rango  fueron: parélisis espastica con espasmos del miscu-
de pases 25 al 30 y cultivo celular diploide de |o esquelético de las extremidades posteriores, tem-
fibroblastos de pulmon embrionario humano (PHUE- blores, incoordinacién motora, anormalidades
-1),> de 72 h de sembrado (subcultivo 20-30), a ra-postulares, dificultad al voltearse e incorporarse, re-
z6n de 200 pL de muestra por tubo. Los tubos ino-tardo en el crecimiento y pérdida de peso. Al inocu-
culados se incubaron a 37°C por 7 d y fueron congetar el macerado de musculo y cerebro de ratén en
lados a -70°C. Luego de 2 pases a ciegas, en aqueélulas Vero se observo la aparicion del ECP carac-
llos casos donde fue observado efecto citopaticateristico de Enterovirus.

RESULTADOS

A partir de las 23 muestras analizadas de Hf de
nifios con diagndstico de MEV, se obtuvierorais3
lamientos con ECP tipico de Enterovirus (alcalini-
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Todos los aislamientos obtenidos en cultivo ce- TABLA 2. Hallazgos histopatolégicos en ratones lactantes inoculados
lular y 6 de los obtenidos en ratén (que fueron ino-con muestras de Hf de casos de MEV
culados en cé_IuIag Vero) se identifica_1ror_1 por la prue-¢rgano Caso 1 Caso 2 Caso 3
ba de neutralizacién como Coxsackievirus B5.

En la tabla 1 se comparan los 2 sistemas biol6-}\ > Miositis Miosts Miositis
gicos utilizados, se destaca que en este caso el cultsna Ganglionitis Ganglionitis .
vo celular fue mas sensible que los ratones Iactante?;fa;al - - _Pamcullg,s
0 . . . -_par a Inespecitica
(§6 %) para el alslamlentq. E_ntre e_tmbos la especifi-octino Degeneracion i .
cidad fue de 80 % y la coincidencia de 70 %. delgado vacuolar

TABLA 1. Comparacion de los resultados obtenidos en los 2 sistemasFueme: Laboratorio de Enterovirus, IPK, 1996.

biolégicos utilizados

Cultivo celular Cultivo celular
Sistema biol6gico positivo negativo Total

Raton lactante

positivo 12 1 13
Raton lactante

negativo 6 4 10
Total 18 5 23

Fuente: Laboratorio de Enterovirus, IPK, 1996.

Los resultados del estudio anatomo-patologico “ ) o, * . ‘ .
se muestran en la ta_bla 2, en la que se evidencia ql_‘ﬁg. Corte histologico de musculo estriado de localizacion pélvica que
las mayores alteraciones fueron encontradas al Nimuestra cambios degenerativos de fibras con infiltrados linfociticos
vel muscular. En todos los ratones se observé miointersticiales. H&E. Microscopia optica x 400.
sitis, que consistio en infiltrados linfociticos de lo-
calizacion predominantemente perivascular, con
engrosamiento hiperplasico de la pared de los vasog, scysioN
y cambios degenerativos de la fibra muscular (pér-
dida de miofibrillas, hialinizacion y degeneracion En el periodo comprendido entre 1972 y 1985
aciddfila) (fig. ). Se encontro afectacion en todos los reportaron en Cuba 3 epidemias de MEV origina-
grupos musculares estudiados (musculos facialesgas por Enterovirus, de las cuales 1 fue producida
intercostales, paravertebrales y pélvicos) no detecnor Coxsackievirus B5 en el afio 197Besde en-
tada en los ratones control. En la médula espinal sgynces hasta 1995, no se habia detectado circula-
localizaron neuronas con degeneracion discreta, %ion de este serotipo en el pafs, y se produjo una
fue notable la presencia de leucocitos polimor- 50,mylacién de poblacién susceptible, que pensa-
fonucleares neutréfilos como manifestacion de in-mg sea la posible causa del brote de MEV estudia-

flamacion local. En los ganglios del sistema nervio- 4o, |o que demuestra la circulacion caracteristica en
so auténomo (SNA) se apreciaron cuerpos de inclu+gjeadas” de los Enterovirés.

sion y fragmentacion nuclear. Sdlo 1 animal mostré  pgra el aislamiento de este agente las células
cambios inflamatorios inespecificos en la grasa par+/ero mostraron mayor susceptibilidad que los PHVE-
da. Eltejido pulmonar de 1 raton presenté neumonitis.1  aunque se han reportado también otros cultivos
exudativa alveolar como resultado de los trastornose|ulares mas sensibles, sobre todo cuando el mayor
ventilatorios ocasionados por la miositis intercostal. porcentaje de aislamientos corresponde a virus
En el intestino delgado de 1 caso se observo degeschol%!!y en este caso hay que destacar que se es-
neracion vacuolar de la superficie de las vellosidadesudié un brote epidémico con etiologia Unica de

intestinales (tumefaccion turbia). Coxsackievirus B5.
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Las células Vero fueron también méas sensibleswere received from 2 provinces aimed at obtaining the viral isolation

. . . their inoculation in cell culture and in newborn mice at the same
que los ratones lactantes como sistema de aISIamlenfﬁ\e in order to compare the sensitivity of both systems in isolation. A

para la cepa de Coxsackievirus B5 analizada, |0 queigher number of isolations was obtained in cell culture. The cell culture

puede deberse a las caracteristicas de esta cepa W kidney of a normal adult green African monkey (Vero) proved to
be more sensitive. 18 isolations were obtained and identified as

particular, a que el volumen real del in6culo fue Coxsackievirus B5. An anatomical and pathological study was
mayor en el cultivo celular gue en los ratones conducted in inoculated mice and injuries compatible with the
lactantes si se supone que ambos sistemas tuvierdjteroviral infection were observed.

igual sensibilidad, o a que en los animales se necesisupject headings MENINGOENCEPHALITIS/epidemiology;

ta una mayor cantidad de virus viables para lograr elé"@E'ggsg\L‘J%/E_P'I“'A'-'Tg/vifg_'ogy; PE&SSEU?EJSEE\;*EK%
aislamiento. Existen trabajos que también demuescy, | o copp o o partieation: ’

tran estos resultados para otros virus estudiados,
como los realizados pddesaen 1971 y por otros
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SUMMARY

) ) ] -~ _ Recibido: 12 de marzo de 1997. Aprobado: 14 de abril de 1997.
An increase of the cases of viral meningoencephalitis was reported in_jc. lvette Mariela Abreu Nicotnstituto de Medicina Tropical "Pedro
our country from October to December, 1995. 23 faeces specimenskouri* Apartado 601, Marianao 13, Ciudad de la Habana, Cuba.
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