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Resumen

El proposito de este trabajo fue determinar la pre-
sencia de enterovirus en materia fecal mediante la
utilizacion de la técnica de concentracion acida (TCA).
Paraesto seanalizaron muestrasde58 nifiosmenoresde
cinco afios con diagnoéstico de Sindrome de Guillain-
Barré (SGB), tanto por la técnica de rutina como por la
técnica propuesta. Se utilizaron como testigos nueve
muestras que salieron positivasconlatécnica derutina.
Enestasnuevemuestrasy en22 mas(31 casos) seaisaron
e identificaron enterovirus tipo no polio mediante la
TCA (53%), por lo tanto, se obtuvo 38% mas de aisla-
mientos utilizando la TCA. El aislamiento celular fue
masexitoso enlalinea celular RD (59%) queenlaHep-
2¢ (41%), aunque los titulos virales que se obtuvieron
fueron bajos en su mayoria (71%). La TCA mejora la
deteccion de enterovirus, sin embargo, por ser mas
costosa y mas laboriosa, Unicamente se recomienda su
uso en casos de importancia epidemiol 6gica como: los
compatibles a polio y cuyo resultado sea negativo al
utilizar la técnica de rutina o en casos cuya muestra
proviene de un caso de fallecimiento; siemprey cuando
las muestras sean tomadas en los primeros 15 dias
después del inicio de la sintomatologia.

Palabrasclave: Técnicadeconcentracionéacida (TCA).
Sindrome de Guillain-Barré, (SGB)

aceptacion: 22 de septiembre de 1999

Summary

The purpose of thiswork was to detect enteroviruses
infecesby anacid concentrationtechnique (ACT). Fifty-
eight samples from children less than 5 years age with
diagnosis of Guillain-Barré syndrome (GBS) were
analyzed using the routine technique and ACT. Nine
positive sampleswith theroutinetechniquewereused as
controls. Nine control samples and 22 additional (31
cases) non-polio enteroviruses were isolated and
identified with the ACT (53%). Thus, 38% moreisolates
were obtained by ACT. Isolation was mor e successful in
the RD cdllular line(59%) thaninHep-2c¢ (41%). Inmost
casesmosttiters(71%) obtainedwerelow. ACTimproved
the detection of enteroviruses but because it is very
expensive and laborious, it should be used in the case of
laboratories that analyze multiple samples, for special
cases such as with autopsy cases and when results are
compatibleto poliovirususing theroutinetechniqueand
only in samples obtained during the first 15 days of
symptomatol ogy.
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Introduccién

La familia Picornaviridae se encuentra constitui-
daendos género: Poliovirus y Enterovirus. Los virus
de ésta son agentes etioldgicos de diversas enfer-
medades como: polineuropatias, encefalitis, infec-
ciones del aparato respiratorio y neumonitis, entre
otras, siendo las de mayor importancia las que
afectan al Sistema Nervioso Central.* Los entero-
virus son responsables de los padecimientos para-
liticos, entre ellos las polineuropatias, que produ-
cen serios problemas patogénicos y morfologicos
alos nervios periféricos, todos ellos de gran impor-
tancia para la medicina.?

El Sindrome de Guillain-Barré (SGB) es una
polirradiculoneuropatia de origen desconocido aun-
gue se cree que puede presentarse por distintas
causas como: trastornos metabdlicos, presencia
de toxinas en los alimentos, interaccidn con meta-
les pesados, problemas hereditarios, de autoinmu-
nidad y por infeccion viral. Las alternativas tera-
péuticas que existen segun el agente etioldgico,
hacen que el diagndstico de enterovirus en padeci-
mientos de origen desconocido, tenga un papel
importante en la busqueda de una solucion a este
problema.>*®

El objetivo de este estudio fue determinar la
presencia de enterovirus por la técnica de concen-
tracion 4cida en pacientes con polirradiculoneuritis
motora inferior, de los cuales no se pudo aislar
utilizando la técnica de rutina.

La posibilidad para detectar enterovirus con esta
técnica aumenta, debido a la eliminaciéon de materia
organica, proteinas, restos celulares y sustancias
toxicas que pueden interferir en la infeccion del virus
a las células huésped. La técnica de rutina no tiene
estas ventajas.” La técnica de concentracion &cida
nos permite ademas, disociar los complejos Ag-Ac,
formados entre estos virus y anticuerpos heterélogos
producidos por la infeccién con otros Picornavirus,
porque estos complejos disminuyen la infeccion del
virus a las células evitando asi el aislamiento por la
técnica de rutina.”®

Material y método

Se analizaron muestras de heces de 58 nifios
menores de cinco afios con diagnostico de SGB
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tanto por latécnica de rutina como por latécnica de
concentracion acida. Todas las muestras prove-
nian de nifios de diferentes estados de la Republica
mexicana, de uno y otro sexo; las muestras fueron
tomadas durante los primeros 15 dias después de
iniciada la sintomatologia, entre los meses de enero
y agosto de 1997. Los 58 casos presentaron para-
lisis neuromuscular aguda ascendente.

Aislamiento del virus a partir de muestras de heces

Técnica de rutina. Todas las muestras fecales
se trabajaron bajo las mismas condiciones. Se pre-
pard una suspension homogénea 20% m/v (2 grs
de materia fecal/10 mL de solucién salina balan-
ceada de Hanks pH 7.2), se centrifugé a 1000 g
durante 10 minutos a 5°C; el sobrenadante se
centrifugd nuevamente a 10,000 g durante 30
minutos a 5°C. Al sobrenadante resultante se le
adicionaron 0.8 mL de una mezcla de antibioticos
(penicilina G 100 Ul/mL) y estreptomicina 50 pg/mLy
se conservo a -20°C. 1011

Técnica de concentracion acida. Estatécnicaes
una continuacion de la técnica de rutina, porque
después de adicionar la mezcla de antibi6ticos se
ultracentrifugé a 100,000 g durante dos horas a
5°C. El precipitado obtenido se resuspendié en 4
mL de medio esencial minimo (MEM).”

Una fraccion de 2 mL se conservé a -70°Cy a
los restantes 2 mL se les adicionaron 2.2mL de so-
luciébn amortiguadora de glicina-HCI pH 2.4, se
ajusto el pH con HCI 0.5N a 2.4 y se incubd a
temperatura ambiente durante tres horas. Poste-
riormente se adicionaron 8.8 mL de sacarosa a
30% (m/v) y el pH se ajustd nuevamente a 2.4. La
mezcla acidificada se ultracentrifugé a 100,000 g
durante dos horas a 5°C, el precipitado obtenido se
resuspendiéen2mLde MEMy el pH se ajustba 7.0
con NaOH 0.5 N.™®

Aislamiento viral

Para el aislamiento viral se inocularon 0.4 mL
del clarificado fecal obtenido por latécnica de rutina
y 0.4 mL de la mezcla concentrada y acidificada
obtenida por la TCA en las lineas celulares RD y
Hep-2c, respectivamente. Los tubos de cultivo se
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ajustaron a 200 x 10° células/mL para RD y 180 x
103 células/mL para Hep-2c*. Se inocularon por
duplicado y se incubaron a 35°C en atmésfera de
C0, a5% durante siete dias. Los cultivos se exami-
naron diariamente para observar efecto citopético
(ECP), el cual se identifico con base en las carac-
teristicas especificas que presentan las células al
ser infectadas por un enterovirus: redondas, refrin-
gentes a punto de lisis y finalmente lisis celular. El
ECP se califico en cuatro niveles segun el grado del
dafo celular ocasionado: 1 = 25% de células dafa-
das, 2 = 50%, 3 = 75%, 4 = 100% de células
dafnadas. Para favorecer el crecimiento viral se
realiz6 un segundo pase alos siete dias del primero
en las mismas condiciones.”®

Identificacién y titulacion viral

Laidentificacion viral se realiz6 por seroneutrali-
zacion en microplacas de 96 pozos. Se utilizaron
cinco muestras, un testigo positivo y un negativo
por microplaca. Se prepararon las siguientes mez-
clas de antisueros de tipificacién para poliovirus
lenterovirus (donados por el "Center for Disease
Control and Prevention”, CDC Atlanta, GA); previa-
mente inactivados a 56°C por 30 minutos. Las
mezclas fueron preparadas de la siguiente manera:
parala mezcla de polio 1+2 se mezclaron 0.5 mL de
polio 1 mas 0.5 mL de polio 2 y se llevaron a 5 mL
con medio Leibovitz L-15. De la misma manera se
realizaron las mezclas para polio 1+3 y 2+3. Para
las mezclas de polio 1+2+3 se tomaron 0.5 mL de
cadaantisueroy sellevarona5mL con medio L-15.
Se distribuyeron 0.05 mL de las mezclas de
antisueros en los pozos de una placa usando
cuatro pozos por cada muestra a identificar; cada
antisuero contenia una concentracion final de 20
unidades de anticuerpos neutralizantes por cada
0.05 mL."912

Se prepararon 2 diluciones seriadas del aislado
viral (de 1x10* a 1x10?) con 1. 8 mL de medio de
mantenimiento celular (medio Leibovitz-L15 para
las células RD y MEM paralas Hep-2c) y 0.2 mL de
la muestra por identificar.
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Se agreg6 0.05 mL del aislado viral diluido a
1x10* a cuatro pozos de la placa y 0.05 mL del
aislado viral diluido a 1x102. El testigo positivo con-
tenia 0.1 mL de la dilucion 1x10-1 de una muestra
conocida en poliovirus, para el testigo negativo
Unicamente tenia 0.1 mL de medio de manteni-
miento; se incubaron durante dos horas a 36°C.
Posteriormente se agregaron 0.1 mL de la suspen-
sion celular apropiada a cada pozo con la misma
concentracion de células usada para el aislamien-
to; se incubaron a 36°C, en atmoésfera de C0,a5%
durante siete dias y se observaron en microscopio
invertido al quinto y séptimo dia. La ausencia de
efecto citopatico indica que la mezcla de antisuero
ha neutralizado al virus.”®

El antisuero comudn a las mezclas que causan
neutralizacion indica el tipo de poliovilus. En los
casos de presencia de efecto citopatico en cada
una de las mezclas de antisueros indica la presen-
cia de un enterovirus tipo no polio.®

La retrotitulacion viral se realiz6 en microplacas
de 96 pozos. Se hicieron cuatro diluciones seriadas
(1x10'a1x10%). Se agregaron 0.1 mL de cada una
de las diluciones del aislado viral, ocupando cuatro
pozos por muestra, se incubaron dos horas a 36°C
en atmosfera de C0,, 5%. Posteriormente se agre-
garon 0.1 mL de la suspension celular correspon-
diente que conteniala misma concentracion usada
para el aislamiento; se incubaron a 36°C, en at-
mosfera de C02 5% durante siete dias y se realiza-
ron observaciones en microscopio invertido al quinto
y séptimo dia. La retrotitulacién del virus debe con-
firmar que en la prueba se empleé aproximada-
mente una cantidad de 100 dosis infectivas para
cultivo de tejidos "DICT_", (de 32 a 320 DICT_, se
considera una escala aceptable de la cantidad de
virus) es decir, el titulo viral se consideré como el
reciproco de la tltima dilucion que presenta ECP.%12

Resultados
Con la técnica de rutina obtuvimos nueve aisla-

mientos virales de las 58 muestras de materia fecal
estudiadas (15%), mientras que con la técnica de

*(ILa diferencia de concentracion celular se debe a que las células RD
crecen mas rapido que las células Hep-2c).
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concentracion acida se obtuvieron 31 aislamien-
tos, lo que corresponde a 38% mas de aislamientos
(Cuadrol). Elnimero de aislamientos obtenidos en
primer pase por la técnica de rutina fueron 8
(88.88%) y en segundo pase solamente se aislo
uno (11.22%); mientras que al utilizar la técnica de
concentracion acida se obtuvieron 20 aislamientos
en el primer pase (64.5%), nueve muestras se
aislaron en el segundo pase (29.3%) y dos mues-
tras mas en el quinto pase (6.2%) (Cuadro II).
Utilizando la técnica de rutina se obtuvieron seis
aislamientos (66.66%) en la linea celular RD y tres
(33.33%) en Hep-2c. Utilizando la TCA se obtuvie-
ron en las células RD y en Hep-2c un aumento de
tres y cuatro veces mas aislamientos respectiva-
mente (Cuadro Ill). El aislado viral obtenido me-
diante la técnica de rutina presento titulos altos en
ocho muestras (32-320 DICT,) y titulos bajos en
una sola (menores de 32 DICT,). Utilizando la
TCA, 12 muestras presentaron ECP en las dilucio-
nes 102, 10°y 10* (38.7%) cayendo dentro del
rango de titulos bajos y las restantes 19 (61.3%)
presentaron ECP enladilucién 10?, lo que significa
que presentaron titulosiguales o mayores a 32-320
DICT,,. Lasensibilidad de la técnica es de 99.99%.

4 N\
Cuadro |
Técnica de Técnica
concentracion acida de rutina
Num. % Num. %
Muestras analizada 58 58
Positivos 31 53.44 91 15.51
Negativos 27 46.56 49 84.49
\\§ 4
4 N\
Cuadro Il
Pases Técnica de Técnica
concentracion acida de rutina
NUm. % NUm. %
Primer 20 64.5 8 88.88
Segundo 9 29.3 1 11.22
Quinto 2 6.2 0 0
\\§ 4
96

4 N\
Cuadro 1l
Técnica de Técnica
concentracion acida de rutina
NUm. % NUm. %
RD 18 58.6 6 66.66
Her-2C 13 414 3 33.33
. J
Discusioén

Con la utilizacion de la TCA se aislaron en-
terovirus de los nueve casos que resultaron positi-
vos mediante la técnica de rutina, ademas de 22
muestras mas, dando un total de 31 aislamientos
de las 58 muestras estudiadas, es decir, 53% del
total de los casos, que corresponde a 38% mas de
aislamientos por la TCA, lo cual resalta su eficacia
debido a sumayor sensibilidad paraladetecciénde
enterovirus. Sin embargo la TCA es una técnica
mas costosa y laboriosa por lo que se recomienda
para la determinacién de enterovirus en casos
particulares como casos de defuncién o casos de
importancia para la vigilancia epidemiolégica como
casos asociados al enterovirus 71. Las muestras
siempre deben ser tomadas durante los primeros
15 dias de iniciada la sintomatologia.t?

Los casos negativos resultantes por ambas téc-
nicas, indican que el trastorno neuromotor en el
paciente no es debido a infeccién viral, por lo que
se deberan evaluar otras causas como: una autén-
tica enfermedad autoimnune, posible traumatismo
cerebral, intoxicacion, etc. Sin embargo es impor-
tante considerar que el envio y almacenamiento
adecuado de muestras son aspectos criticos para
lograr el aislamiento viral. Con el fin de tener un
diagnostico exitoso es imprescindible considerar:
la recoleccién de la muestra dentro de los primeros
15 dias de iniciada la pardlisis, controlar al maximo
la red de frio desde el lugar de toma de muestra
hasta el laboratorio de referencia y mantener al
minimo el niumero de ciclos de congelacion des-
congelacién durante la realizacion de la técnica
para evitar que el virus se pierda.®

La mayoria de los aislamientos se obtuvo en el
segundo pase, lo que el éxito del aislamiento
depende de la cantidad de virus presente en la
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muestra sin dejar a un lado el cuidado de las
condiciones para mantener al virus viable. Se ob-
servo una mayor susceptibilidad para el crecimien-
to de los enterovirus en la linea RD, debido a que
se obtienen mas aislamientos en ésta, por lo que
resulta mas recomendable su uso que lalinea Hep-
2c. En vista de que la mayoria de los aislamientos
presento titulos bajos, se recomienda realizar pa-
ses subsecuentes para elevar el titulo viral y ase-
gurar la presencia de ECP en las diluciones mas
bajas al momento de la retrotitulacién. La baja
concentracion viral se demostré porque 61% de los
aislamientos presenta ECP en la primera y segun-
da dilucién (101y 107?).

Lasensibilidad obtenida en latécnica propuesta
nos indica que es una prueba confiable en la de-
teccién de enterovirus, por lo tanto se recomienda
ampliamente su uso para la cual fue propuesta.’
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