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RESUMEN

Entre los meses de octubre y diciembre de 1995 se reportó un incremento en los casos de meningoencefalitis viral en nus. Se
recibieron 23 muestras de heces fecales, que procedían de 2 provincias, con la finalidad de obtener el aislamiento viral medite la inocu
lación de éstas en cultivo de células y ratones recién nacidos simultáneamente, para comparar la sensibilidad de ambos  en e
aislamiento. Se obtuvo un mayor número de aislamientos en cultivo de células que en ratones, el cultivo de células de riñón demono verde
africano adulto normal (Vero) resultó el más sensible. Se lograron 18 aislamientos, que fueron identificados como Coxsackies B5. Se
realizó un estudio anatomo-patológico en ratones inoculados y se observaron lesiones compatibles con la infección enterovir

Descriptores DeCS: MENINGOENCEFALITIS/epidemiología; MENINGOENCEFALITIS/virología; BROTES DE ENFERMEDAD
ENTEROVIRUS/aislamiento & purificación; CULTIVO DE CELULA; CELULAS VERO; CUBA.
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Las infecciones virales agudas del sistema 
vioso central (SNC) han sido divididas de forma 
dicional en 2 síndromes: meningitis y encefali
según se desarrolle el proceso infeccioso en
leptomeninges o en el parénquima cerebral, res
tivamente. Es usual que la encefalitis viral se ac
pañe de una reacción meníngea, por lo que e
mún el empleo del término meningoencefalitis.
meningoencefalitis viral (MEV) a predominio m
níngeo es un síndrome pluricausal, y los Enterov
sobre todo los virus Coxsackie y echo, son los 
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ponsables de la mayor cantidad de casos reporta
A pesar de que casi todos los casos cursan de
forma benigna, la MEV constituye un problema 
salud importante por su alta morbilidad y por la m
nitud que alcanza en períodos epidémicos; se 
senta en Cuba y en otras partes del mundo de m
ra cíclica cada cierto número de años.1 El diagnósti-
co virológico de la MEV incluye: a) el aislamien
viral, b) el serodiagnóstico y c) los dat
epidemiológicos que permitan establecer una r
ción de causa-efecto entre la infección vírica enc
itular.
1 Licenciado  en Microbiología.
2 Master en Virología. Licenciada en Microbiología. Investigadora Auxiliar.
3 Doctor en Ciencias Médicas. Especialista de II Grado en Microbiología. Investigador T
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trada y el síndrome infeccioso observado. Par
aislamiento del agente se utilizan sistemas bioló
cos como el cultivo celular (método de elección
los animales de laboratorio (en su mayoría rato
conejos y monos), estos últimos son más usados
fines investigativos, cuando el aislamiento en cu
vo es difícil, o para diferenciar patogenicidad en
grupos virales, como entre los Coxsackievirus A
B.2 En octubre de 1995 comenzó en Cuba un in
mento vertical y acelerado en la notificación de 
sos de MEV con respecto a similar período de 193

En este trabajo nos propusimos esclarecer la caus
brote, mediante el aislamiento e identificación en 2
temas biológicos y realizar un estudio anatomo-p
lógico a partir de los ratones inoculados.

MÉTODOS

Muestras. Se trabajaron 23 muestras de he
fecales (Hf) de niños con diagnóstico de MEV, p
cedentes de los hospitales pediátricos de Ciuda
La Habana y Santiago de Cuba, recibidas en el
boratorio de Enterovirus del Instituto de Medici
Tropical "Pedro Kourí" (IPK) en los meses de octu
bre a diciembre de 1995.

Tratamiento de las muestras. Las muestras de
Hf se prepararon en suspensión al 10 % en solu
salina tamponada con fosfatos (PBS). La mezcl
homogenizó y se centrifugó a 13 000 rpm dura
10 min. El sobrenadante se trató con cloroformo
una proporción 9:1. Luego de la centrifugaci
(13 000 rpm, 5 min), se le añadió antibióticos (sulf
de estreptomicina y penicilina en concentración
nal de 1 000 mg/mL y 1 000 U, respectivamente
quedó listo para la inoculación.

Inoculación en cultivos. Las muestras tratada
se inocularon por duplicado en tubos de cristal 
una monocapa confluente de 72 h de sembrad
células renales de mono verde africano, Cerco-
pithecus aetiops adulto normal (Vero),4 en el rango
de pases 25 al 30 y cultivo celular diploide 
fibroblastos de pulmón embrionario humano (PHu
-1),5 de 72 h de sembrado (subcultivo 20-30), a
zón de 200 µL de muestra por tubo. Los tubos 
culados se incubaron a 37°C por 7 d y fueron con
lados a -70°C. Luego de 2 pases a ciegas, en a
llos casos donde fue observado efecto citopá
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(ECP) total característico de Enterovirus, se pro
dió a la identificación viral de los casos positivo

Inoculación en animales de laboratorio. Simul-
táneo a la siembra en cultivo, las Hf tratadas se
cularon en familias de ratones OF-1 heterocigót
lactantes de 1 d de nacidos (4 animales por m
tra). Cada muestra se inoculó por vía intracere
(25 µL) e intraperitoneal (30 µL) y los animales
observaron durante 14 d, en busca de signos d
fección enteroviral. Los enfermos y fallecidos 
congelaron a -70°C, a las 24 h los que habían m
to por inoculación inadecuada se desecharon. 
go se procedió a realizar un pase en el mismo s
ma biológico, así como en cultivo de células (se
lizó un macerado de músculo y de cerebro) par
posterior identificación.

Identificación viral. Determinadas previamen
las 100 TCD

50
 (dosis letal para cultivo de tejidos) 

los virus aislados, los casos positivos de infecc
enteroviral en ambos sistemas fueron identifica
por la prueba de neutralización del EC
(micrométodo) a partir del cultivo celular, se usa
pools de sueros hiperinmunes a Enterovirus que id
tifican de forma directa 42 serotipos distintos, 
gún el esquema de Lim-Benyesh-Melnick.6

Estudios de anatomía patológica. Se realizaron
siguiendo el protocolo para estudios de histop
logía de infecciones enterovirales en ratones re
nacidos.7

RESULTADOS

A partir de las 23 muestras analizadas de H
niños con diagnóstico de MEV, se obtuvieron 18 ais-
lamientos con ECP típico de Enterovirus (alcal
zación del medio, redondeamiento, aumento d
refringencia y desprendimiento celular), 17 en cé
las Vero (73,91 %) y 1 en PHuE-1 (4,35 %).

En 13 de los 23 casos (56,52 %) la inoculac
en ratones lactantes evidenció signos positivos,
fueron: parálisis espástica con espasmos del mú
lo esquelético de las extremidades posteriores, 
blores, incoordinación motora, anormalidad
postulares, dificultad al voltearse e incorporarse
tardo en el crecimiento y pérdida de peso. Al ino
lar el macerado de músculo y cerebro de ratón
células Vero se observó la aparición del ECP ca
terístico de Enterovirus.
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Todos los aislamientos obtenidos en cultivo 
lular y 6 de los obtenidos en ratón (que fueron i
culados en células Vero) se identificaron por la pr
ba de neutralización como Coxsackievirus B5.

En la tabla 1 se comparan los 2 sistemas bio
gicos utilizados, se destaca que en este caso el 
vo celular fue más sensible que los ratones lacta
(66 %) para el aislamiento. Entre ambos la espe
cidad fue de 80 % y la coincidencia de 70 %.

TABLA 1 . Comparación de los resultados obtenidos en los 2 siste
biológicos utilizados

                                    Cultivo celular      Cultivo celular
Sistema biológico            positivo                  negativo            Tota

Ratón lactante
positivo 12 1 13
Ratón lactante
negativo 6 4 10

Total 18 5 23

Fuente: Laboratorio de Enterovirus, IPK, 1996.

Los resultados del estudio anatomo-patológ
se muestran en la tabla 2, en la que se evidencia
las mayores alteraciones fueron encontradas a
vel muscular. En todos los ratones se observó m
sitis, que consistió en infiltrados linfocíticos de l
calización predominantemente perivascular, c
engrosamiento hiperplásico de la pared de los va
y cambios degenerativos de la fibra muscular (p
dida de miofibrillas, hialinización y degeneració
acidófila) (fig. ). Se encontró afectación en todos 
grupos musculares estudiados (músculos facia
intercostales, paravertebrales y pélvicos) no de
tada en los ratones control. En la médula espina
localizaron neuronas con degeneración discret
fue notable la presencia de leucocitos polim
fonucleares neutrófilos como manifestación de 
flamación local. En los ganglios del sistema nerv
so autónomo (SNA) se apreciaron cuerpos de in
sión y fragmentación nuclear. Sólo 1 animal mos
cambios inflamatorios inespecíficos en la grasa p
da. El tejido pulmonar de 1 ratón presentó neumon
exudativa alveolar como resultado de los trastor
ventilatorios ocasionados por la miositis intercos
En el intestino delgado de 1 caso se observó d
neración vacuolar de la superficie de las vellosida
intestinales (tumefacción turbia).
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TABLA 2 . Hallazgos histopatológicos en ratones lactantes inocul
con muestras de Hf de casos de MEV

Órgano                    Caso 1                      Caso 2                   Cas

Músculo Miositis Miositis Miositis
SNC - Mielitis -
SNA Ganglionitis Ganglionitis -
Grasa - - Paniculitis
parda inespecífica
Intestino Degeneración - -
delgado  vacuolar

Fuente: Laboratorio de Enterovirus, IPK, 1996.

Fig. Corte histológico de músculo estriado de localización pélvica
muestra cambios degenerativos de fibras con infiltrados linfocí
intersticiales. H&E. Microscopia óptica x 400.

DISCUSIÓN

En el período comprendido entre 1972 y 19
se reportaron en Cuba 3 epidemias de MEV orig
das por Enterovirus, de las cuales 1 fue produ
por Coxsackievirus B5 en el año 1976.1 Desde en-
tonces, hasta 1995, no se había detectado cir
ción de este serotipo en el país, y se produjo 
acumulación de población susceptible, que pe
mos sea la posible causa del brote de MEV estu
do, lo que demuestra la circulación característic
"oleadas" de los Enterovirus.8,9

Para el aislamiento de este agente las cé
Vero mostraron mayor susceptibilidad que los PH
-1, aunque se han reportado también otros cult
celulares más sensibles, sobre todo cuando el m
porcentaje de aislamientos corresponde a v
echo,1,10,11 y en este caso hay que destacar que s
tudió un brote epidémico con etiología única 
Coxsackievirus B5.
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Las células Vero fueron también más sensib
que los ratones lactantes como sistema de aislam
para la cepa de Coxsackievirus B5 analizada, lo
puede deberse a las características de esta ce
particular, a que el volumen real del inóculo f
mayor en el cultivo celular que en los raton
lactantes si se supone que ambos sistemas tuv
igual sensibilidad, o a que en los animales se nec
ta una mayor cantidad de virus viables para logra
aislamiento. Existen trabajos que también demu
tran estos resultados para otros virus estudia
como los realizados por Mesa en 1971 y por otros
autores (Mesa CS. Meningoencefalitis viral. Es
dio clínico, epidemiológico, de laboratorio 
anatomo-patológico [Tesis de Grado para optar
la Especialidad en Neurología Clínica] La Haba
Instituto de Neurología, 1971:116)12 pero en ocasio
nes es necesario utilizar la combinación de am
sistemas ya que existen cepas que no crecen en
tivo o que su adaptación a éstos es difícil, por lo 
necesitan pases seriados que consumen tiempo
cursos.

Hyppia y otros a partir de estudios realizad
con ratones lactantes (inoculados con Coxsackievi-
rus B1, B2, B3, B4 y B5) han planteado que los a
males infectados por Coxsackievirus B5 pued
mostrar daños mínimos e incluso no detectab
histopa-tológicamente.13

De manera general, las lesiones histopatológ
encontradas en la musculatura y en los difere
órganos (hígado, pulmón e intestino) de los rato
infectados son compatibles con la infección p
Enterovirus.7 Sin embargo, en el SNC no se obs
varon cambios (encefalitis, meningitis, pérdida 
mielina y cuerpos de inclusión) ni en la grasa pa
(necrosis, calcificación e hiperplasia).

Teniendo en cuenta las alteraciones detecta
podemos concluir que nuestros hallazgos coinci
con lo reportado en la literatura internacional.

SUMMARY

An increase of the cases of viral meningoencephalitis was report
our country from October to December, 1995. 23 faeces specim
s
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were received from 2 provinces aimed at obtaining the viral isola
by their inoculation in cell culture and in newborn mice at the s
time in order to compare the sensitivity of both systems in isolatio
higher number of isolations was obtained in cell culture. The cell cu
from kidney of a normal adult green African monkey (Vero) proved
be more sensitive. 18 isolations were obtained and identifie
Coxsackievirus B5. An anatomical and pathological study w
conducted in inoculated mice and injuries compatible with 
enteroviral infection were observed.

Subject headings: MENINGOENCEPHALITIS/epidemiology;
MENINCOENCEPHALITIS/virology; DISEASE OUTBREAKS;
ENTEROVIRUS/isolation & purification; CELL CULTURE; VERO
CELLS; CUBA.
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