REV CUBANA MED TROP 1998;50(3):186-90

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL “PEDRO KOURJ”

Deteccion de herpesvirus en pacientes
inmunocomprometidos con meningoencefalitis, mediante
la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
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RESUMEN

Se utilizé la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) mlltiple para detectar, en un solo tubo de reacmiaig la pres

del virus de herpes simple (VHS), Citomegalovirus (CMV), virus de Epstein Barr (VEB), virus de la varicela zoster (VVZ) ylo el
virus del herpes humano 6 (VHH6). Cincuenta liquidos cefalorraquideos de pacientes con el sindrome de inmunodeficiencia
adquirida y con sospecha clinica de meningoencefalitis por el VHS, recibidos en el Laboratorio de Enfermedades de Transmision
Sexual del Departamento de Virologia del Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri" entre los afios 1993 y 1996 fueron
analizados; de éstos, 4 resultaron positivos al VHS, 3 a CMV, 2 al VVZ y 1 al VHH6, para 20 % de positividad. Se cormrelacionaro

los resultados de la RCP con los hallazgos clinicos que presentaban los pacientes en el momento que se les realizé la puncion
lumbar. La introduccion de esta técnica en el laboratorio permite contar con una herramienta Util, por su sencillez parapidez,

el diagnéstico de las meningoencefalitis por herpesvirus.

Descriptores DeCS:REACCION EN CADENA POR POLIMERASA/métodos; MENINGOENCEFALITIS/diagnéstico;
SINDROME DE INMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA/liquido cefalorraquideo; INFECCIONES OPORTUNISTAS
RELACIONADAS CON SIDA; INFECCIONES POR HERPESVIRIDAE; HERPESVIRIDAE/aislamiento & purificacion.

Se conoce que existen hasta el momento actuafuncién importante, complican el curso de la enfermedad.
8 herpesvirus que afectan al hombre. Estos son el viruse plantea por algunos autores que cerca de la mitad de
tipo 1 del herpes simple (VHS1) y el tipo 2 (VHS2), el virus |las enfermedades oportunistas que afectan el sistema
de la varicela zoster (VVZ), el Citomegalovirus (CMV), el nervioso central (SNC) en los pacientes VIH positivos
virus del herpes humano 6 (VHHG6), el virus del herpes son ocasionadas por virus, éstas incluyen aquéllas
humano 7 (VHHY), el virus de Epstein-Barr (VEB) y el causadas por herpesvirus; fundamentalmente el CMV y
herpesvirus humano 8 (VHHS8) recientemente descrito yen menor niimero los VHS tipos 1y 2,y el VVZ. EI VHH6
que se encuentra asociado con el Sarcoma de Kaposi. puede ser un patégeno importante en pacientes
A pesar de que algunas de las enfermedades causad#snunodeprimidos, asi como el VEB, que se ha encontrado
por herpesvirus presentan cuadros clinicos biencon una elevada frecuencia en los linfomas primarios de
definidos, en muchas ocasiones diferentes herpesvirupacientes con sidd.
pueden producir un mismo cuadro clinico lo que hace  Obtener un diagndstico de estas enfermedades en
mas dificil su diagnosticb. pacientes seropositivos o no al VIH es un gran problema

Esto reviste gran importancia en los pacientespor la baja sensibilidad que tienen los métodos
infectados con el virus de la inmunodeficiencia humanaconvencionales de cultivo para el LEE! examen
(VIH), donde se conoce que las infecciones oportunistashistologico del tejido cerebral requiere un proceder muy
dentro de las cuales los herpesvirus desempefian un@vasivo y solo esta indicado en la minoria de los casos.
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Latécnica de reaccién en cadena de la polimerasa (RCPnhomento en que se les realizo la puncion lumbar. Para ello

ha sido propuesta recientemente para el diagndstico dee revisaron las historias clinicas de los pacientes que

algunas enfermedades neurolégités. resultaron positivos mediante la RCP, se presto particular
En nuestro trabajo nos proponemos estudiaratencién a los sintomas y signos neurolégicos, resultado

muestras de liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientesde los analisis convencionales asi como en los estudios

con sida y sospecha clinica de meningoencefalitis por eheurorradiol6gicos.

VHS, para ello se usé la técnica de RCP anidada multiple,

gue permite detectar en un solo tubo de reaccién

diferentes herpesvirus segun la talla del productoRESULTADOS

amplificado.
Los 50 LCRs utilizados para el estudio fueron ino-
) culados en células Vero; éstos se pasaron 3 veces en este
METODOS mismo sistema celular y no se obtuvo efecto citopa-
togénico durante el periodo que fueron observados.
Muestras.Se utilizaron 50 LCRs de pacientes con Utilizando otra alicuota de las mismas muestras, se

sida y sospecha clinica de meningoencefalitis por el VHS realiz6 una RCP anidada mdltiple, se demostré la presencia
gue fueron recibidos en el Laboratorio de Enfermedadesde ADN de herpesvirus en el LCR de 10 de los 50 pacientes
de Transmisién Sexual (ETS) del Departamento deestudiados, para 20 % de positividad.

Virologia del Instituto de Medicina Tropical"Pedro Kouri" ElI' VHS fue el que se encontré con mayor frecuencia
(IPK) en el periodo comprendido entre los afios 1993 yen estos pacientes reportandose en 4 casos, seguido por
1996, y que después de ser procesados para aislamien& CMV que se encontré en 3 casos; el VVZ se detectd en
viral en el momento en que se recibieron, fueron 2 pacientes y el VHH6 en 1. En nuestro estudio no se
mantenidos a -70 °C hasta su utilizacién en este estudioreportd ningiin caso positivo al VEB (fig.).

Aislamiento viral.Cada uno de los casos fue
inoculado por duplicado en cultivo de células Vero (linea
celular derivada de rifion de mono verde africano, o2
subcultivos 129 a 135) y posteriormente se le dieron
3 pases a ciegas, durante todo este periodo se observar
los tubos inoculados a diari®.

Reaccion en cadena de la polimeraSa.utilizé otra
alicuota de cada caso para realizar una RCP anidad |-
multiple que permite detectar en un solo tubo de reaccior 98 ~_
la presencia de VHS, CMV, VWZ, VEB y VHHG, segun la 78—
talla de la banda de ADN que se observa; se incluye %7~
ademas, como control interno de la reaccion 10 000 copia
de un plasmido del virus de la pseudorrabia porcina (VPR).
Tanto para la extraccion del ADN como para la RCP se
siguio el protocolo del doctoA. Tenorioy otros, del
Instituto de Salud "Carlos Ill" de Majadahonda, Madtid.
Los juegos de oligonucledtidos empleados también fueror
donados de forma gentil por esta misma institucion, los
cuales amplifican un fragmento del gen de la ADN
polimerasa virat®

El producto de la RCP fue observado posteriormente, e
en un gel de agarosa al 4 % utilizando un patron de pesi oy
molecular preparado pofenorioy otros con casos 9803
positivos para los diferentes herpesvirus, o que permite 78 —
detectar los distintos tipos de herpes segin latallade i *° ==
banda de ADN observada. Se utilizaron 2 controles
negativos en cada ensayo, los cuales estaban _
constituidos por agua, uno se trabajé antes que |agig. Resultados de la RCP. Gel de agarosa al 4 % tefiido con bromuro

. . . de etidio, donde se observan las bandas de ADN correspondientes a
muestras y el otro al final, para asi descartar cualqwelf'os casos que resultaron positivos para los diferentes herpesvirus.

contaminacion y solo se dieron como positivos a,c1uellos\,F,R 140 pb, VHS 120pb, VVZ 98 pb, CMV 78 pb, VHH6 66 pb y
casos que, al repetirse el ensayo usando otra alicuota d@g 54 pb. Parte superior: lineas 1 y 6, patrén de peso molecular; lineas
la muestra, resultaron positivos. 2-5, casos positivos al VHS, lineas 7 y 8, casos positivos al VVZ; linea 9,

Se correlacionaron los resultados de la RCP con ekaso negativo. Parte inferior: linea 1, patrén de peso molecular; lineas
cuadro clinico que presentaban los pacientes en eP-4, casos positivos a CMV, linea 5, caso positivo al VHHG.

et
o




188

Las formas clinicas que mas frecuentemente setoma meningea puede no detectarse virus en el't CR;
encontraron asociadas con el VHS fueron la enCGfa”tiSademés, cuando éste esta presente se encuentra en muy
(2 casos) con manifestaciones de hipertensidonpgjas concentraciones, lo que dificulta el diagndstico por
endocraneanay en 1 de ellos con trastornos del lenguajgsta via. Por otra parte, el CMV y el VVZ no crece bien en
y el pensamiento, asi como la meningitis y mielitis que cglulas Vero sino en fibroblastos, y el VHH6 en células de
fueron constatadas en los otros 2 casos. De los 4 pagrigen linfoide. Se utilizaron las células Vero porque los
cientes estudiados, 3 tenian lesiones genitales activagasos habian sido enviados a nuestro laboratorio con
por el VHS. sospecha de meningoencefalitis por el VHS y este sistema

De los 3 casos reportados como positivos para elcelular es el empleado para el aislamiento de este virus;
CMV sélo pudimos recuperar los datos clinicos en 2, sin embargo, al realizar la RCP pudimos demostrar que las
donde las manifestaciones clinicas que se presentaromanifestaciones clinicas que presentaban los pacientes
eran de retinitis pOI’ CMVy en 1 de ellos habia ademas Urho habian sido producidaS, en todos los casos, por el
diagnéstico clinico presuntivo de citomegalovirosis yvHS. Otro factor que puede influir en que los casos
generalizada. Estos pacientes presentaban en el momenipsitivos al VHS hayan resultado negativos por cultivo,
de la puncién lumbar manifestaciones de hipertensiénes e| hecho de que una parte de estas muestras se
endocraneana. encontraban congeladas a-70 °C desde hacia varios afios;

Los 2 casos que resultaron positivos al VVZ ng gbstante, se debe sefialar que en el momento en que
presentaban manifestaciones de meningoencefalitis, y €8e recibieron y se inocularon también habian resultado
1 de ellos aparecieron varios dias antes de presentarse ﬁbgativas.
cuadro encefélico, lesiones en la caray el cuello sugestivas g porcentaje de positividad encontrada al realizar la
de ser producidas por el VVZ o el VHS. En 1 caso se pudorCP (20 %) coincide con lo reportado por otros autores
demostrar la presencia del VHH6 en el LCR, éste se trataban, estudios previoé’
de un paciente con sintomas de hipertension gl virus que mas frecuente se encontrd fue el VHS
endocraneana y hemiparesia (tabla). seguido por el CMV y el VVZ, lo cual no coincide en su

totalidad con lo reportado por la mayoria de los autores.
TABLA. Hallazgos clinicos r_n_és frecuent_es encontr_ados en los gg plantea que en inmunodeprimidos el herpesvirus
pacientes que resultaron positivos a los diferentes virus mediante_. . .
la RCP aislado con mayor frecuencia es el CMV, seguido por el
EBVy el VVZ,y en Ultimo lugar esta el VHSEI herpes 6
Virus Manifestaciones clinicas mas frecuentes también se ha reportado en pacientes inmunodeprimidos
afectando el SN€*aunque existen otros estudios donde
aparece el VHS como el virus aislado el mayor nimero de

VHS Encefalitis, hipertension endocraneana meningitis y

mielitis

Lesiones genitales activas por el VHS veces en el LCR de pacientes con encefalitis, seguido por
CMV  Retinitis, citomegalovirosis generalizada el CMVyelVvvzY

Manifestaciones de hipertensién endocraneana En nuestro estudio no diferenciamos entre los VHS
vz Meningoencefalitis, lesiones de herpes zoster en la piel ti 1 12 los hall lini trad
VHH6 Hipertensiéon endocraneana y hemiparesia Ipos Ly el 2, pero por' o0s ha 5.‘2905 C Inicos encontra OS,

Criptococosis cerebral previa en 2 de los casos habian manifestaciones con predominio

encefélico, las cuales son producidas de forma general
VHS= Virgs del herpes simple. CMV= Citomegalovirus. VVZ= Virus por el herpes tipo ,por lo que pensamos que en estos
de la varicela zoster. VHH6= Virus del herpes humano 6. . . . .
2 pacientes, el virus causante de la encefalitis pudiera ser
. el VHS tipo 1. En los otros 2 casos, las manifestaciones
En todos los casos estudiados se encontré Ungran principalmente de tipo meningeo y con toma medular;
gran deterioro fisico de los pacientes en el momento €ue se encuentran mas asociadas al tif@d@emas, se
que se les realiz6 la puncion lumbar y el conteo de CD4yetectg la presencia de lesiones activas por VHS en estos
también estaba muy bajo. pacientes, esto nos hace pensar que en estos 2 pacientes
el cuadro se deba al VHS tipo 2.
3 En 2 de los 3 casos asociados con el CMV se constatd
DISCUSION la presencia de lesiones retinianas por CRiquey
otros Wolfy otros, y Roedel y otros, han reportado la alta
Utilizando el aislamiento viral en el cultivo de los frecuencia de infecciones del SNC por CMV en pacientes
LCRs no se pudo detectar la presencia de ningln caspositivos al VIH, y en Cuba se ha encontrado de forma
positivo al VHS, lo cual ha sido reportado previaméfife,  reiterada como hallazgo de necropsia en pacientes con
ya que es conocido que en los casos de encefalitis sisidal*161920
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Los 2 casos positivos al VVZ tenian manifestaciones puncture. The introduction of this technique in the laboratory
de meningoencefalitis, lo cual hasido reportado por otros?llows to have an easy, fast and useful tool for the diagnosis of
61721 . . meningoencephalitis due to herpesvirus.
autores®"2! as lesiones en la piel causadas por el VVZ

pudieron ser constatadas en 1 de los pacientes qugubject headings: POLYMERASE CHAIN REACTION/

resultaron positivos a este virus en LCR. En el otro casomethods; MENINGOENCEPHALITIS/diagnosis; ACQUIRED
no aparecieron lesiones en la piel, o que ha sido reportaddMMUNO DEFICIENCY SYNDROME/cerebrospinal fluid; AIDS-
con anterioridad-23 RELATED OPPORTUNISTIC INFECTIONS; HERPESVIRIDAE

INFECTIONS; HERPESVIRIDAE/isolation & purification.
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