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Diagndstico de meningoencefalitis por virus herpes
simple tipo 1 mediante PCR anidada en muestras

de LCR
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OsBJeTIVO: El objetivo de este estudio ha sido diagnosticar
precozmente las alteraciones neuroldgicas causadas por
el virus herpes simple tipo 1 (VHS-1), utilizando la técnica
de PCR anidada en LCR.

PACIENTES Y METODOS: Desde enero de 1994 a octubre de
1995, se estudiaron en nuestro laboratorio 140 LCR
pertenecientes a otros tantos pacientes:

95 diagnosticados de meningoencefalitis viral (grupo A)

y 45 con otras patologias neurolégicas (grupo B). En todos
los casos se realiz6 PCR anidada de VHS-1 y cultivo viral
convencional.

ResuLTADOS: En el grupo A se obtuvo el diagnéstico de
laboratorio en 13 pacientes (13,68%) en 12 {12,63%) se
detect6 genoma de VHS-1 por PCR anidada y en un
paciente se aislé adenovirus.

En el grupo B se detecté genoma de VHS-1 por PCR en

2 pacientes (4,44%).

ConcLusionNes: Los resultados obtenidos muestran la
utilidad de la PCR anidada de VHS-1 para el diagnéstico
de meningoencefalitis herpética en los estadios iniciales
de la enfermedad, disponiendo de una Ginica muestra de
LCR.

Palabras clave: PCR anidada. VHS-1. Meningoencefalitis.
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Diagnosis of meningoencephalitis by the herpes simplex
virus type 1 by anidated PCR in LCR samples

BACKGROUND: The aim of this study was to achieve the
early diagnosis of the neurologic alteration caused by the
Herpes Simplex virus type 1 (HSV-1) with the anidated
PCR technique in LCR.

PATIENTS AND METHODS: From January, 1994 to October,
1995, 140 LCR from 140 patients were studied in our
laboratory. Ninety-five were diagnosed with viral
meningoencephalitis (Group A) and 45 with other
neurologic diseases {Group B). Anidated PCR of HSV-1
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and conventional viral cultures were carried out in all the
cases.

ResuLrs: Laboratory diagnosis was achieved in 13
(13.68%) of Group A patients: in 12 (12.63%) HSV-1
genoma was detected by anidated PCR and in one patient
adenovirus was isolated. In Group B, the HSV-1 was
detected by anidated PCR in 2 patients (4.44%).
ConcLusions: The results obtained demonstrate the
usefulness of anidated PCR in HSV-1 infection for the
diagnosis of herpetic meningoencephalitis in initial stages
of the disease, from a single LCR sample.

Key words: Anidated PCR. HSV-1. Meningoencephalitis.
Neuropathy.

Introduceion

El VHS-1 es un virus neurotropo, que origina alteracio-
nes neuroldgicas centrales y periféricas’. Es consideradc
el agente etiolégico de un 10-20% de las meningoencefali-
tis virales y se cree que puede estar relacionado con otras
patologias neurolégicas tradicionalmente consideradas
idiopaticas™?. En las meningoencefalitis herpéticas, su de-
teccién precoz es de vital importancia ya que alcanza una
tasa de mortalidad superior al 70% sin tratamiento ade-
cuado. La baja sensibilidad del cultivo viral del LCR en es-
tos casos, la tardia aparicién de anticuerpos de produccién
intratecal, cuando se producen, y la agresividad de la biop-
sia cerebral hacen que la técnica de reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) en LCR sea el método diagnéstico de
eleccién por su alta sensibilidad y por la posibilidad de ob-
tener dicho diagndstico a partir de una vinica muestra,
desde estadios tempranos de la enfermedad'’'°. En el pre-
sente estudio, se compara el cultivo viral convencional con
una PCR anidada de VHS-1 basada en el método descrito
por Aurelius en muestras de LCR?®.

Pacientes y métodos

Desde enero de 1994 a octubre de 1995, se estudiaron 140 LCR per-
tenecientes a otros tantos pacientes: 95 con sospecha de meningoence-
falitis viral (grupo A) y 45 con otras patologias neuroldgicas (grupo B):
2 mielitis, una enfermedad desmielinizante, 2 polirradiculoneuritis, 1
cerebelitis, 4 accidentes cerebrovasculares, 2 crisis epilépticas, 3 mi- :
graiias, un traumatismo craneoencefilico, una neuroldes, una parili-
sis facial. 3 esclerosis multiples, una esclerosis lateral amiotréfica, |
una hipertensién intracraneal benigna, 2 sindromes de Guillain-
Barré, 10 encefalopatias por HIV, 2 toxoplasmosis cerebrales, 3 me-
ningitis tuberculosas y 5 meningitis bacterianas. En todas las mues-
tras se realizé PCR anidada de VHS-1 y cultivo viral convencional.
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TABLA 1. Oligonucleétidos del gen de la glucoproteina D del VHS-1

Situacién
BJHSV1.1 5 ATCACGGTAGCCCGGCCGTGTGACA 8 (19-43)
BJHSV1.2 5 CATACCGGAACGCACCACACAA 3 (239-218)
BJHSV1.3 5 CCAACCGACCACACCGACGA 3’ (51-71)
BJHSV14 5 GGTAGTTGGTCGTTCGCGCTGAA 3’ (188-166)
BJHSV1 sonda 5 TACGAGGAGGAGGGGTATAACAAAGTCTGT 3 (96-125)
PCR anidada Hibridaciéon

Se anadieron 10 ul de LCR previamente tratado con calor a una
mezcla reactiva conteniendo 10 mM Tris-HCI pH 8,3, 50 mM de cloru-
ro potésico, 1,5 mM de cloruro magnésico, 1 U de Tag DNA polimerasa
recombinante (Gibco BRL, Paisley, Escocia, RU), 125 pM de cada des-
oxinucledtido trifosfato y 0,25 pM de cada oligonucleétide externo®
(BJHSV1.1 y BJHSV1.2; estos oligonucleétidos pertenecen al gen de
la glucoproteina D del VHS-1) (tabla 1). Cada muestra de LCR fue en-
sayada en paralelo con la mezcla anteriormente descrita y con una
mezcla reactiva idéntica preparada con antelacién y almacenada a
~20 °C hasta el momento de uso. En todos los ensayos de PCR se to-
maron las precauciones y medidas habituales para evitar contamina-
ciones™. La primera amplificacién consté de 22 ciclos con un perfil
térmico de desnaturalizacién a 95 °C durante 30 s, hidridacién a 58 °C
durante 30 s y extensidon a 72 °C durante 1 min, seguidos de una ex-
tensién final a 72 °C durante 10 min. La segunda amplificacién se re-
aliz6 en el mismo tubo de reaccién afiadiendo 1 U de Tag DNA polime-
rasa recombinante y 25 M de cada uno de los oligonucledtidos
internos®’ (BJHSV1.3 y BJHSV1.4) (tabla 1), llevindose a cabo la se-
gunda amplificacién, con la que se obtiene un fragmento de 138 pb.
Esta segunda amplificacién consté de 35 ciclos con un perfil térmico
de desnaturalizacién a 95 °C durante 30 s, hibridacién a 61 °C duran-
te 30 s y extension a 72 °C durante 1 min, seguido de una extensién fi-
nal a 72 °C durante 10 min. Se sometieron a electroforesis 10 pl del
producto final de la PCR anidada en un gel al 3% de agarosa (NuSieve
GTG; FMC Bioproducts, EE.UU.) con un bromuro de etidio observan-
dose los resultados con luz ultravioleta (fig. 1).

Figura 1. Amplificacion por la PCR anidada de VHS-1 en muestras de LCR.
En las calles 2,3, 5y 7 se observa una banda de 138 pb, que corresponde con el
amplificado de VHS-1. En la calle 8 se encuentra el control positivo. En las calles
1,4y 6 se encuentran LCR negativos. En la calle 9 se encuentra el control nega-
tivo. La calle 10 muestra el control de pesos moleculares 100 pb DNA ludder.
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Se trataron 5 pl del producto amplificado con 200 pl de un tampén
de NaOH 0,4 y EDTA 10 mM durante 15 min a temperatura ambien-
te para desnaturalizar el DNA. Transcurrido este tiempo las mues-
tras se trasladaron a una membrana de nailon por el método dot blot,
que posteriormente fue lavada en 2X SSC, fijada con luz ultravioleta
durante 30 min y mantenida a 4 °C hasta el momento de la hibrida-
cion. Antes de realizar la hibridacién, la membrana se incubé en tam-
pén de prehibridacién (un 2% de dodecil sulfato sédico, 2X PBS, 5X de
solucién de Denhardt, 1 mM EDTA, 40 pg DNA de esperma de sal-
moén/ml) a 65 °C durante 30 min y posteriormente se hibridé durante
60 min a 59 °C en tampén de hibridacién (un 2% de dodecil sulfato s6-
dico, 2X PBS, 5X de solucién de Denhardt, 1 mM EDTA, sonda 4 uM)
con la sonda marcada con fésforo radiactivo?® (tabla 1). Realizada la
hibridacién la membrana se lavé cuatro veces consecutivas: la prime-
ra a temperatura ambiente durante 10 min con 2X PBS y 1mM
EDTA,; la segunda y tercera vez a Ja temperatura de hibridacién du-
rante 10 min cada una con 2X PBS, 1 mM EDTA y un 1% dodecil sul-
fato sédico, y la cuarta vez a temperatura ambiente durante 5 min con
PBS. Finalmente, la membrana fue autorradiografiada durante 24 h
a —70 °C con una pelicula Kodak XRP (fig. 2).

Figura 2. Resultados de muestras de LCR del grupo A amplificados por PCR
anidada tras la hibridacién con la sonda radiactiva.
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Cultivo viral

Se inocularon en 2 lineas celulares 300 ul de LCR: células diploides
de fibroblastos humanos (MRC-5; Vircell-Ingelheim Diagnostic,
Granada, Espaiia) y células de rifién de mono verde (Vero; Vircell-
Ingelheim Diagnostic, Granada, Espaiia). Los cultivos se incubaron a
37 °C en una atmésfera con un 5% de CO., siendo examinados cada 72
h. Cuando se observé el efecto citopdtico (ECP), se procedié a realizar
una inmunofluorescencia para identificar el aislado viral. El cultivo
viral se consideré negativo cuando después de 21 dias de incubacién
no se observé ECP,

Resultados

En el grupo A se obtuvo el diagnéstico etiolégico en 13 de
los 95 pacientes estudiados (13,68%): en 12 (12,63%) se de-
tecté VHS-1 por PCR anidada y en un caso (1,05%) se aislé
adenovirus.

En el grupo B se detect6 genoma de VHS-1 por PCR ani-
nada en 2 de los 45 pacientes estudiados (4,4%), clinica-
mente diagnosticados de paralisis facial y mielitis trans-
versa idiopdticas. En los 43 casos restantes, con afectacién
neurelédgica central y/o periférica de tipo vascular, trauma-
tico, idiopético e infeccioso, tanto la PCR anidada de VHS-
1 como el cultivo viral fueron negativos.

Se obtuvieron idénticos resultados con la mezela reacti-
va preparada con antelacién y almacenada a —20 °C que
con la mezcla reactiva preparada inmediatamente antes
de realizar la PCR anidada.

En ninguna ocasién la hibridacién de los productos de la
PCR anidada aumenté la sensibilidad de la misma, siendo
coincidentes los resultados obtenidos por hibridacién con
los observados mediante electroforesis en gel de agarosa
con bromuro de etidio.

Discusién

La meningoencefalitis herpética puede presentar un
gran polimorfismo clinico, al tiempo que existen patologias
que la mimetizan®?¢. Representa un 10-20% de las ence-
falitis virales y, aunque se dispone de un tratamiento anti-
viral eficaz, en estos casos sigue manteniéndose una tasa
de mortalidad superior al 30% y mds del 50% de los super-
vivientes sufren secuelas®2®, Una técnica diagnéstica sen-
sible y especifica en estadios tempranos de la enfermedad
nos permitiria realizar el diagnéstico de certeza e instau-
rar un tratamiento adecuado.

Hasta hace pocos afios, las técnicas diagnésticas eran
agresivas (biopsia cerebral), poco sensibles (cultivo viral,
deteccién de antigeno viral en LCR) o sélo ttiles en etapas
avanzadas de la enfermedad (produccién intratecal de an-
ticuerpos, seroconversién). Actualmente, las técnicas de
amplificacién genémica parecen ofrecer la solucién a estos
problemas por ser técnicas sensibles ¥y de resultados rapi-
dos'*'>?2 En nuestro estudio, en los pacientes del grupo A
la PCR anidada realizada sobre una muestra de LCR obte-
nida en la fase inicial de la enfermedad, permitio el diag-
néstico de meningoencefalitis herpética en un 12,63% de
los casos, cifra similar a las recogidas en la bibliografia8,
pero en ningun caso el cultivo viral nos permitié el aisla-
miento del VHS-1, correspondiendo el tinico cultivo viral
positivo a un aislamiento de adenovirus, Por lo tanto, Ia
mayor sensibilidad de la PCR anidada frente a los méto-
dos diagndsticos tradicionales y ante una sospecha de me-
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ningoencefalitis viral de etiologia herpética debemos con-
siderar la utilizacién de esta técnica en el diagnéstico.

Ya mencionamos anteriormente la existencia de neuro-
patias de etiologia incierta como la paralisis facial, el sin-
drome de Guillain-Barré o la mielitis, que se han relacio-
nado con infecciones virales, habiéndose demostrado
experimentalmente en el caso de la paralisis facial una re-
lacidn con la infeccién por el VHS-1%7,

En nuestro caso, en 2 de los 45 pacientes del grupo B se
detecté genoma de VHS-1 por PCR anidada: uno de ellos
con pardlisis facial y el otro con mielitis transversa. En
ambos casos los estudios radiolégicos y los pardmetros bio-
quimicos en sangre, orina y LCR fueron normales, descar-
tdndose infeccién por virus varicela-zoster, virus del sa-
rampién, virus de la parotiditis, virus influenza, HIV y
Borrelia burgdorferi. Hay que destacar en los anteceden-
tes personales en el caso de la parilisis facial una ldes de-
tectada 3 afios antes del cuadro neurolégico actual y trata-
da correctamente.

Por lo tanto, en patologias neurolégicas no filiadas ¥y con
posible relacién con esta infeccién viral deberia plantearse
la realizacién de una PCR anidada de VHS-1 con el fin de
obtener el diagnéstico etiolégico e instaurar un tratamien-
to si fuese oportuno. Por otra parte, los resultados obte-
nidos en la técnica de PCR con una mezcla de reaccién al-
macenada a —20 °C y con la misma mezcla preparada
inmediatamente antes de su utilizacién fueron idénticos,
por lo que creemos que disponer de tubos listos para la
realizacién de la PCR simplifica su manejo, evita contami-
naciones y acorta el tiempo de obtencién de resultados. En
nuestro caso, estos hechos se ven reforzados al no ser nece-
saria la realizacién de la hibridizacién con un producto ra-
diactivo.

En resumen, ante alteraciones neurol6gicas, tanto cen-
trales como periféricas, de posible etiologia herpética, con-
sideramos de gran importancia la utilizacién de la PCR
anidada de VHS-1 en una rutina diagnéstica de los labora-
torios clinicos, ya que se pueden obtener resultados en es-
tadios muy precoces de la enfermedad disponiendo de una
unica muestra de LCR19,
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