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FunbamenTo: Evaluar prospectivamente la eficacia de
diferentes muestras clinicas y lineas celulares en el
aislamiento de Enterovirus en pacientes pediatricos.
Métopos: Durante el periodo comprendido entre julio de
1997 y julio de 1999 se.han analizado muestras
procedentes de 102 lactantes (< 2 afios) con un sindrome
febril de etiologia desconocida. Todas las muestras tras su
descontaminaci6n fueron sembradas en las lineas
celulares MRC-5, Hep-2 y Vero mediante el sistema shell-
vial. A los 2-3 dias de incubacién a 37 °C las monocapas
fueron reveladas con un anticuerpo monoclonal anti-VP1,
siendo las cepas posteriormente identificadas como

Poliovirus, ECHO-virus y Coxsackie mediante anticuerpos .

especificos. :

ResuLTADOS: Se han estudiado 96 muestras {45 de frotis
faringeo, 28 de heces, 13 de liquido cefalorraquideo, 5 de
sangre, 4 de orina y un lavado broncoalveolar). En 48
pacientes (47%) se aisl6 algiin Enterovirus,
correspondiendo a 60 muestras (62,5%). Se aislaron
Enterovirus en el 75,5% de los frotis faringeos, el 71,4% de
las heces, el 30,7% de los liquidos cefalorraquideos, uno
en sangre (20%) y en el lavado broncoalveolar. En 28
pacientes se disponia de forma simultanea de un frotis
faringeo y de heces; en este grupo, el empleo simultaneo
de ambos permitié el diagnéstico en 26 casos (92,8%). De
los 60 Enterovirus aislados, 59 (98,3%) lo fueron en la linea
MRC-5, 23 (38,3%) en la Hep-2 y 14 (23,3%) en la Vero,
observandose diferencias significativas entre la MRC-5 Yy
las restantes. De los 60 Enterovirus aislados, 30 (50%)
fueron identificados como ECHO-virus, 15 (25%) como
Poliovirus vacunal, 12 (20%) no pudieron ser tipificados y
3 (5%) no crecieron. La linea MRC-5 ha resultado ser
significativamente superior para el aislamiento de cada
uno de los diferentes tipos de Enterovirus.

ConcLusiones: Para la obtencién del maximo rendimiento
diagnéstico frente a la sospecha de infeccion por
Enterovirus es necesario utilizar varias muestras,
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preferentemente las mas cercanas al foco infectivo
(liquido cefalorraquideo y sangre). La linea celular MRC-5
ha resultado ser la mas eficaz en el aislamiento de los
Enterovirus indépendienfemente del tipo de muestra o del
género virico. El método de shell-vial permite el
aislamiento y la identificacién de los Enterovirus aislados
en muestras clinicas.

Palabras clave: Enterovirus. Muestras clinicas. Lineas
celulares. Shell-vial.

Evaluation of different clinical samples and cell lines ™
in the isolation of enterovirus in pediatric patients

BackGrouno: To evaluate prospectively the efficacy of
different clinical samples and cellular lines in the isolation
of Enteroviruses from pediatric patients.

MeTHobs: In the period july-1997 to july-1999 we analyze
the samples of 102 pediatric patients {< 2 years old) with
an unkonw febrile etiology syndrome. After the process of
decontamination the samples were inoculated in the
MRC-5, Hep-2 and Vero cell lines by the shell-vial assay.
After 2-3 days of incubation the monolayers were stained
by a monoclonal antibody against VP1; then the strains
were identified as Poliovirus, ECHO-virus or Coxsacke by
specific antibodies. .

ResuLts: 96 clinical samples were studied (45 pharyngeal
swabs, 28 feces, 13 cerebrospinal fluid, 5 bloods, 4 urines
and one bronchoalveolar lavage). Enteroviruses were
isolated in 48 patients (47%), corresponding to 60 clinical
samples (62.5%). The enteroviruses were isolated in
75.5%of pharyngeal swabs, 71.4% of feces, 30.7% of
cerebrospinal fluid, one blood (20%) and the
bronchoalveolar lavage. 28 patients presented
simultaneously both pharyngeal and rectal swabs; in this
group the use of both samples permited the isolation of
Enteroviruses in 26 cases (92.8%). Of 60 Enteroviruses, 59
(98.3%) were isolated in the MRC-5 cell line, 23 (38.3%) in
the Hep-2, and 14 (23.3%) in the Vero; the MRC-5
demonstrated a significant difference in the isolation of
Enteroviruses compared with the other cell lines. The
Enteroviruses were identified as 30 (50%) ECHO-virus, 15
{25%) as Poliovirus vaccine, 12 {20%) could not to be
identified and in 3 cases (5%) no growth of virus was
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detected in the culture. The MRC-5 cell line was
significatively superior to the other in the isolation of the
different Enteroviruses.

Concusions: To obtain the maximun diagnostic efficacy in
front a patient with a possible infection by Enteroviruses,
is necessary to use different clinical samples, specially the
more related to the infection focci (cerebrospinal fluid or
blood). The MRC-5 cell line has been the most efficace in
the isolation of Enteroviruses independently of the type of
clinical sample or the viral genus. The shell-vial assay is a
good method for the isolation and identification of
Enteroviruses isolated from clinical samples.

Key words: Enteroviruses. Clinical samples. Cellular lines.
Shell-vial assay.

Introduccion

Los Enterovirus son un grupo de virus ampliamente
ubicuo que forma parte del medio ambiente y afecta al
ser humano. Se los ha implicado en una gran cantidad
de enfermedades humanas, aunque muchas de ellas son
dificiles de demostrar de una forma definitiva’>.

Los Enterovirus son uno de los principales agentes
etiolégicos de los sindromes febriles sin focalidad de los
lactantes y neonatos, asi como de las enfermedades neu-
rolégicas (meningitis aséptica) y neuromusculares de la
edad infantil**5. La inexistencia de casos agresivos de po-
liomielitis no ha disminuido la prevalencia de otros Ente-
rovirus en el ecosistema humano, encontrandose en este
momento un mayor nimero de enfermedades asociadas a
la vacuna (Poliovirus vacunal), como paralisis flicidas?.

Debido al ciclo biolégico de los Enterovirus, estos virus
penetran por via oral, donde pueden ser detectados du-
rante largos periodos, y se excretan de forma muy pro-
longada en heces. Por este motivo, los aislamientos reali-
zados en estas muestras clinicas son muy dificiles de
valorar en cuanto a su significacién clinical?. El aisla-
miento de Enterovirus en muestras estériles como el li-
quido cefalorraquideo (LCR) y la sangre pone de mani-
fiesto una mayor significacién clinica, aunque con una
menor sensibilidad®”. ‘

Otro problema de los Enterovirus es la inexistencia de
una linea celular tnica que permita aislar la totalidad
de los virus. Esto obliga al empleo de varias lineas celu-
lares sin que exista una recomendacién definitiva sobre
cudl/es son las mas 6ptimas para ello!28,

Debido a todo ello hemos realizado un estudio prospec-
tivo sobre la eficacia de diferentes muestras clinicas y li-
neas celulares en el aislamiento de Enterovirus en la po-
blacién pediatrica.

Material y métodos

Se ha realizado un estudio prospectivo (de julio de 1997 a julio de
1999) sobre la utilidad de diferentes muestras clinicas y lineas celu-
lares en el aislamiento de Enterovirus de pacientes pedi4tricos (lac-
tantes de < 2 afios de edad) con un sindrome febril de etiologia desco-
nocida. Las principales muestras analizadas fueron: heces y/o frotis
rectales, frotis farfngeos, sangre, orina y lavado broncoalveolar.

Las muestras altamente contaminadas, como las heces y los frotis
faringeos, fueron descontaminadas previamente por mantenimiento
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TABLA 1. Resultados obtenidos en las muestras analizadas

Cultivo
Tipo de muestra

Negativo (%) | Positive (%) | Total (%)
Frotis faringeo 11 34 45 (46,8)
Heces 8 20 28(29,1)
LCR 9 4 13(13,5)
Sangre 4 1 5(5,2)
Orina 4 0 4(4,1)
LBA 0 1 1(1,0)
Total 36 (37,5) 60 (62,5) 96

LBA: lavado broncoalveolar; LCR: liquido cefalorraquideo.

en un medio de descontaminacién con antibiéticos. La sangre com-
pleta con EDTA o heparina fue fraccionada utilizando el compuesto
polimérico Limphoprep®, que permite la separacién de la fraccién
con predominio de los linfocitos-monocitos; esta fraccién fue lavada
dos veces con tampén fosfato salino (pH 7,2) y posteriormente cen-
trifugada hasta resuspenderse en 1 ml de MEM (minimum essential
medium).

Tras el proceso de descontaminacién, homogeneizacién y fraccio-
namiento, las muestras fueron sembradas a razén de 250-300 pl en
3 viales de las diferentes lineas celulares a evaluar. Se han utilizado
las lineas celulares MRC-5, Hep-2 y Vero en forma de shell-vial
(Vircell, Granada). Tras su centrifugacién (3.500 rpm/15 min), ad-
sorcién y cambio de medio, los viales fueron incubados durante 3
dias a 36 °C. Transcurrido este periodo fueron fijados con metanol
y/o acetona y revelades con un anticuerpo monoclonal dirigide con-
tra la proteina VP1 del género Enterovirus (clon 5-D8/1, Dako Diag-
néstica, Barcelona).

Los Enterovirus aislados fueron posteriormente identificados en
cuanto a su género como Poliovirus vacunal, ECHO-virus o Coxsa-
chie B mediante resiembra en la linea celular de mejor crecimiento
y posterior revelado mediante inmunofluorescencia indirecta con
anticuerpos especificos (Poliovirus 1, 2 y 3; ECHO-virus 4, 6, 9,11,
30 y 34; Coxsackie B1, B2, B3, B4, B5 y B6) (Chemicon, CornMedica
S.A., Barcelona). Las cepas no fueron subtipificadas tras la identifi-
caci6n del género.

El anilisis estadistico se realizé utilizando la prueba delay%yla
determinacién de la t de Student para los datos apareados. Todos
los valores de p fueron bilaterales y se ha considerado como signifi-
cativo un valor de p < 0,05.

Resultados

Durante el periodo de estudio se han analizado 102
lactantes con un sindrome febril (> 39 °C) sin focalidad
aparente y no pertenecientes a ningtn brote epidémico
(casos comunitarios esporadicos). De éstos, en 54 (53%)
no se aislé ningtin Enterovirus y en 48 (47%) se aislé al-
gin Enterovirus. En estos 48 pacientes se estudiaron 96
muestras: 45 frotis faringeos (46,8%); 28 heces y/o frotis
rectales (29,1%), 13 en LCR (13,5%), 5 en sangre (5,2%),
4 en orina (4,1%) y uno en lavado broncoalveolar (1%).

Se aislé algtin Enterovirus en 60 muestras (62,5%),
siendo las 36 restantes (37,5%) negativas para estos vi-
rus. Segtn el tipo de muestra se aislaron Enterovirus en
34 frotis faringeos (75,5%), 20 heces (71,4%), 4 LCR
(30,7%), uno en sangre (20%) y uno en lavado broncoal-
veolar (tabla 1). En 28 pacientes se disponfa como mini-
mo, y simultdneamente para su estudio, de una muestra
de heces y un frotis faringeo, siendo ambas muestras po-
sitivas en 11 casos (39,2%), sélo positivas las heces en
9 casos (32,1%), sélo positivo el frotis faringeo en 6 casos
(21,4%) y ambas negativas en 2 casos (7,1%). Las heces
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TABLA 2. Distribucién de los Enterovirus aislados
entre los pacientes estudiados

. Cepas Pacientes
Virus n.° (%) n.° (%)
ECHO-virus 30 (50) 22 (45,8)
Poliovirus 15 (25) 11(22,9)
No tipificado 12 (20) 12 (25,0)
No crecido 3(5) 3(6,2)
Total 60 48

tras (71,4%) frente a 17 casos del frotis farihgeo (60,7%)
(p = 0,14). El empleo simultaneo de ambas muestras per-
miti6 el diagnéstico en 26 casos (92,8%).

Los Enterovirus fueron aislados en las diferentes li-

neas celulares del siguiente modo: 59 cepas en la linea
celular MRC-5 (98,3%), 23 cepas en la linea Hep-2
(38,3%) y 14 cepas en la linea Vero (23,3%). La linea
MRC-5 ha demostrado una diferencia estadisticamente
significativa al compararla con las otras dos lineas celu-
lares (p = 0,001), observandose también una diferencia
estadistica entre los aislamientos obtenidos en la linea
Hep-2 y Vero (p = 0,032).

Los 34 Enterovirus procedentes de los frotis faringeos
fueron aislados del siguiente modo: 33 en MRC-5 (97%),
14 en Hep-2 (41,1%) y 8 en Vero (23,5%). La linea
MRC-5 ha resultado ser significativamente superior al
resto de las comparadas para este tipo de muestra
(p < 0,001). Los 20 Enterovirus procedentes de las heces
se aislaron del siguiente modo: 20 en MRC-5 (100%),
9 en Hep-2 (45%) y 6 en Vero (30%). De nuevo la linea
MRC-5 ha sido significativamente superior al resto
(p < 0,001).

De los 60 Enterovirus aislados, 30 (50%) fueron identi-
ficados como ECHO-virus, 15 (25%) como Poliovirus va-
cunal, 12 (20%) no fueron tipificados y se clasificaron
como Enterovirus y en 3 casos (5%) no se pudo realizar
Ia tipificacién por pérdida de la cepa. La distribucién de
los diferentes Enterovirus entre los pacientes se presen-
ta en la tabla 2.

Los 30 ECHO-virus fueron aislados en 29 casos en la
~ linea MRC-5 (96,6%), en 19 casos en la Hep-2 (63,3%) y
ningin caso en la Vero. Los 15 Poliovirus vacunales fue-
ron aislados en 15 casos en la linea MRC-5 (100%), 14 en
l1a Hep-2 (93,3%) y 13 en la Vero (86,6%). La linea celu-
lar MRC-5 ha resultado ser mads eficaz en el aislamiento
de ECHO-virus, con significacién estadistica (p = 0,01),
aunque igual a la Vero en el aislamiento de los Poliovi-
rus vacunales (p < 0,5).

Discusién

De los diferentes cuadros clinicos causados por los En-
terovirus, un gran numero se presentan sin una focali-
dad evidente y su manifestacién predominante es sim-
plemente un sindrome febril de > 39 °C, con o sin signos
de afectacién del sistema nervioso central*®#°. Este tipo
de presentacién clinica es la que hemos estudiado pros-
pectivamente en un intento de conocer la utilidad (rendi-
miento diagnéstico) de las diferentes muestras clinicas y
la eficacia (capacidad de aislamiento) de diferentes li-
neas celulares.
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Las muestras clinicas recomendadas para el aisla-
miento de los Enterovirus son principalmente aquellas
mas relacionadas con la sintomatologia predominante,
de modo que su aislamiento en ellas (LCR o sangre) nos
aportaria un diagnéstico de seguridad. Por otro lado, el
aislamiento en muestras no relacionadas directamente
con la clinica (heces o frotis faringeo) nos aportaria un
diagnéstico de probabilidad, aunque siempre deben te-
nerse presentes los estados de excrecién asintomatica
existentes, tanto en los nifios sanos vacunados como en
los infectados, lo que dificulta la valoracién de los resul-
tados obtenidos?. :

En nuestro estudio sélo hemos analizado el rendimien-
to diagnéstico de diferentes muestras clinicas, sin valo-
rar su significacién clinica. Asi, se ha podido comprobar
cémo el frotis faringeo y las heces han sido las mejores
muestras capaces de detectar la presencia de Enterovi-
rus con un rendimiento superior al 70%. La mayoria de
los estudios han demostrado una mayor eficacia de las
heces, con porcentajes de positividad situados entre el
80-100%25; sin embargo en nuestro caso y debido al ais-
lamiento de un gran ntmero de Poliovirus vacunales en
los frotis faringeos, esta muestra ha presentado un ma-
yor porcentaje de positividad. Sin embargo, al analizar
aquellos nifios que disponian de forma simultinea de
ambas muestras, se observa ¢6mo son las heces (71,4%)
las muestras de mayor eficacia diagnéstica. La utiliza-
cién de varias muestras incrementa de forma significati-
va la capacidad diagndstica de las mismas. Asi, en el es-
tudio de Dagan et al5, el empleo simultdneo de las heces
y el frotis faringeo comportaba un porcentaje de positivi-
dad del 90%, valor muy parecido al observado por noso-
tros (92,8%). _

El LCR es la muestra recomendada para el diagnés-
tico de la meningitis por Enterovirus; sin embargo, su
rendimiento diagnéstico mediante el empleo del culti-
vo celular dista bastante de ser el 6ptimo?%'®. En nues-
tro caso, esta muestra fue positiva en sélo 4 nifios
(30,7%), en uno de ellos conjuntamente con el frotis fa-
ringeo y las heces, en otro con negatividad en ambas
muestras y en dos casos s6lo se remiti6é esta muestra.
El porcentaje de positividad por cultivo del LCR es
bastante variable, pues depende del contexto epide-
miolégico, brote de meningitis o caso esporédico, y del
tipo de cultivo y lineas celulares que se utilicen. Los
dltimos estudios realizados en nuestro pais ponen de
manifiesto unos porcentajes de aislamiento de Entero-
virus en LCR que oscilan entre el 8,7 y el 35,5%, por-
centajes que ascienden si se consideran sélo las mues-
tras con pleocitosis!*3, A pesar de ello, parece
evidente la necesidad de utilizar métodos moleculares
(PCR) para la obtencién del maximo rendimiento diag-
néstico de esta muestras10.13,

La utilizacién de la sangre periférica para el aisla-
miento de Enterovirus se recomienda en aquellos nifios
con un sindrome febril sin focalidad que se presentan
preferentemente en el verano*’. La eficacia diagnéstica
de esta muestra es, as{ mismo, variable (positividad del
30-60%) dependiendo de la clinica, edad y técnicas viro-
légicas®’. En nuestro estudio, el 20% de las sangres estu-
diadas fueron positivas para Enterovirus, aunque su sig-
nificacién debe ser tomada con precaucién debido al
escaso nimero de sangres analizadas.
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En general, los Enterovirus no presentan una excesiva
dificultad para crecer en los cultivos celulares; sin em-
bargo, debido a la diversidad de los mismos no existe
una inica linea celular que permita y asegure el aisla-
miento de todos ellos®%8. Por ello, la mayoria de autores
recomiendan la utilizacién de varias lineas celulares
para obtener el maximo rendimiento en el aislamiento
virico. Entre las diferentes lineas celulares existentes,
seria recomendable utilizar una primaria de rifén de
mono (PMK), una continua tipo BGM, RD o Hep-2
(Cincinnati) y otra semicontinua de tipo fibrobl4stico
(MRC-5), aunque las dificultades para la obtencién y
mantenimiento de las lineas primarias no permiten su
utilizacién rutinaria.

En nuestro estudio hemos analizado el rendimiento de
tres de las lineas celulares utilizadas rutinariamente en
nuestro laboratorio para el aislamiento de virus, MRC-5,
Hep-2 y Vero. Hemos utilizando el método de shell-vial a
pesar de que en algunos estudios se demuestra una sen-
sibilidad algo inferior (57-93%) sobre el cultivo conven-
cional en tubo!*' sin embargo, presenta una mayor es-
pecificidad (100%) al utilizar un anticuerpo monoclonal
frente a la VP1 del cdpside (clon 5-D8/1) y una mayor ra-
pidez diagnéstica (2-3 dias)'61.

Al igual que otros estudios previos2611, 1a linea celular
MRC-5 ha resultado ser significativamente superior al
resto de las estudiadas, tanto globalmente como en parti-
cular para cada tipo de muestra. Sélo en un caso el Ente-
rovirus crecié en la linea celular Hep-2 y no en la MRC-5.
Al analizar la lfnea celular en funcién del Enterovirus
aislado se observa que sélo la mayoria de los Poliovirus
vacunales crecieron en las tres lineas celulares, miéntras
que los ECHO-virus lo hicieron preferentemente en la
MRC-5 (96,6%) y no en la linea Vero. Por tanto, a la hora
de recomendar una linea celular de maximo rendimiento,
coincidimos con Rubio et al' en la elevada eficacia de la
linea MRC-5 frente a las otras lineas estudiadas.

De los 60 Enterovirus aislados en este estudio, un 20%
(12 cepas) no pudieron ser tipificadas con los antisueros
comerciales utilizados, lo que apoya la necesidad de em-
plear sueros de mejor calidad y de remitir las cepas a un
centro de referencia. Los reactivos utilizados por noso-
tros estdn formados por una mezcla de varios anticuer-
pos dirigidos contra los serotipos més frecuentes en cada
género, de modo que existe la posibilidad de que las ce-

. pas no tipificables pudieran pertenecer a alguno de los
no prevalentes. De los Enterovirus tipificados, el 50% co-
rrespondieron a ECHO-virus, incluidos los 4 aislamien-
tos de LCR y sangre, y un 25% a Poliovirus vacunales,
aislados preferentemente de heces y frotis faringeos. La
cepa aislada de sangre fue un Echovirus al igual que la
aislada del lavado broncoalveolar.

En resumen, parece demostrada la necesidad de uti-
lizar varias muestras clinicas, y las procedentes del
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foco clinico deberian ser siempre las recomendadas. De
las diferentes lineas celulares a utilizar para el aisla-
miento de Enterovirus, parece que la de tipo fibroblasto
(MRC-5) es la que permite un mayor porcentaje de ais-
lamientos, por lo que seria mas aconsejable. El método
shell-vial aplicado a esta linea nos parece eficaz en
aquellos laboratorios que, por sus propias circunstan-
cias, no puedan mantener los cultivos celulares conven-

cionales en tubo.
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