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RESUMEN

La mayoria de las meningitis linfocitarias, principalmente las de evolucién aguda y benigna, estan produci-
das por virus. Los mas comtinmente implicados en nuestro medio son los enterovirus, virus del herpes
simple, virus varicela-zéster y virus Toscana. Las técnicas de amplificacién de acidos nucleicos (TAAN) son
el método de eleccion para el diagndstico de las meningitis virales a partir de muestras de liquido cefalo-
rraquideo (LCR). Son mas rapidas, mas sensibles y, ademas, no estan tan condicionadas por la viabilidad de
los virus en la muestra clinica como lo estan los métodos tradicionales. El desarrollo de equipos comercia-
les validados, el grado de automatizacion de la técnica, y el empleo de sistemas de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) en tiempo real son las principales premisas que hay que tener en cuenta a la hora de
elegir el método en cada laboratorio. En la actualidad se encuentran disponibles equipos comerciales para
la deteccién mediante PCR en tiempo real de enterovirus y herpesvirus, que son los virus implicados con
mayor frecuencia. Aunque las TAAN a partir de una muestra directa han desplazado al cultivo celular
con fines diagnésticos, la combinacion de ambas tecnologias puede ser de gran utilidad. Cuando no es posi-
ble establecer el agente causal mediante TAAN en muestras de LCR, se debe recurrir al empleo de otras
muestras (exudado faringeo, heces) y otras técnicas, como la serologia, que es el método de eleccion para
el diagndstico de meningitis por virus poco frecuentes en nuestro medio, como el virus de West Nile y el
virus de la coriomeningitis linfocitaria.
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Laboratory diagnosis of lymphocytic meningitis

ABSTRACT

Lymphocytic meningitis, mainly those with an acute and benign course, are caused by viruses. In our area,
the most commonly involved agents are enteroviruses, herpes simplex, varicella zoster and Toscana
viruses. Nucleic acids amplification techniques (NAAT) are the methods of choice to diagnose viral
meningitis from cerebrospinal fluid (CSF) samples. They are more rapid and sensitive, and indeed, they are
not influenced by the viability of the virus in the clinical specimen as traditional methods are. The
development of commercial equipments, the degree of automation, and the use of real-time polymerase
chain reaction (PCR) systems are the most important premises to choose the molecular method in each
laboratory. Recently, commercial kits of real-time PCR are available for the detection of enteroviruses and
herpesviruses, which are the most frequently viruses involved in meningitis. Although NAAT from the
clinical sample have replaced cell culture for diagnostic purposes, the combination of both methods remain
useful. When the detection of the causal agent from the CSF sample is not possible, other specimens
(pharyngeal exudates, stools) or serological methods can be used. Serology is the reference method for
meningitis caused by West Nile virus and lymphocytic choriomeningitis virus, which are less frequently
detected in our area.
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Introduccion

La mayoria de las meningitis linfocitarias (ML), principalmente
las de evolucién aguda y benigna, estan producidas por virus. El tér-
mino “meningitis aséptica” se suele usar, también, indistintamente
junto con el de “meningitis linfocitaria”, para denotar un cuadro de
meningitis aguda con pleocitosis de predominio linfocitario y ausen-
cia de agentes bacterianos en el liquido cefalorraquideo (LCR). Por lo
tanto, habitualmente, los términos meningitis aséptica, ML y menin-
gitis virica (MV) se emplean como sinénimos. Las meningitis en ge-
neral producen un gran impacto sanitario. La deteccién de pleocito-
sis linfocitaria en un cuadro de meningitis aguda es importante para
descartar inicialmente la meningitis meningocécica, la cual lleva apa-
rejado un manejo concreto del paciente y de sus contactos. Sin em-
bargo, la pleocitosis que se da en estadios iniciales de las MV, en
muchos casos es de predominio polimorfonuclear. Aunque la tasa de
mortalidad asociada a la MV es baja, la morbilidad que producen es-
tos cuadros es elevada'. Por ello, el poder disponer de técnicas de
laboratorio que permitan establecer el agente etiolégico en este tipo
de cuadros es de especial importancia, a efectos de evitar un trata-
miento antibidtico innecesario en el paciente y la quimioprofilaxis
en los contactos.

Los virus que estan asociados de forma mas habitual con la me-
ningitis aguda en nuestro medio son los enterovirus (EV), el del her-
pes simple (VHS) tipo 2, varicela-zéster (VVZ) y Toscana (VTOS); con
menor frecuencia, el de la parotiditis (VP), y muy raramente, el de
West Nile (VWN) y el de la coriomeningitis linfocitaria (VCML)?3.

Hasta hace muy poco, el diagnéstico de laboratorio de las MV
se realizaba mediante técnicas seroldgicas o cultivo celular. Sin
embargo, el cultivo celular en muchos casos tiene poca o nula sen-
sibilidad, u ofrece un resultado demasiado tardio para la mayoria
de los virus potencialmente responsables. Ademas, la muestra
idonea para diagnosticar un caso de MV mediante cultivo celular
es el LCR, en el cual las cargas virales no suelen ser elevadas. Una
demora en el transporte o en el procesamiento de la muestra dis-
minuye ain mas el nimero minimo de virus viables necesarios
para replicarse en lineas celulares. La serologia, por otra parte, es
un método indirecto que no permite establecer un diagnéstico de
certeza, que ademas esta especialmente limitada cuando el episo-
dio esta causado por EV y alfaherpesvirus. Por todo ello, las técni-
cas de amplificacién de acidos nucleicos (TAAN) son, hoy en dia,
el método de referencia para el diagnéstico de laboratorio de es-
tas infecciones*.

Con fines diagnésticos, las TAAN deben enfocarse a amplificar re-
giones conservadas del genoma viral que hay que detectar. Existen
métodos de TAAN comerciales para la deteccién de los virus mas
frecuentes productores de MV (EV, VHS, VVZ); sin embargo, la detec-
cién de otros virus a menudo asociados a meningitis en nuestro me-
dio, como es el caso del VTOS, se realiza por métodos de desarrollo
propio. El uso de métodos automaticos de extracciéon de acidos nu-
cleicos y de formatos de PCR en tiempo real simplifica enormemente
todo el proceso.

Otros microorganismos que producen meningitis linfocitarias,
aunque de forma menos frecuente, son Listeria monocytogenes, Myco-
bacterium tuberculosis, Treponema pallidum, Brucella y Cryptococcus.
Sin embargo, los cuadros de meningitis producidas generalmente
por éstos, o bien no tienen una evolucién aguda y estan asociados a
una poblacién determinada con una serie de factores predisponen-
tes, o bien se deben a complicaciones neurolégicas de una infeccién
preexistente. A diferencia de lo que ocurre con los virus, las TAAN a
partir del LCR no son los métodos de referencia para la mayoria de
estos agentes; éstos se basan en técnicas de cultivo, deteccién
de antigenos microbianos o serologia.

La participacién de los laboratorios en controles de calidad tanto
externos como internos permite asegurar la validez y la reproducibi-
lidad de los métodos diagnoésticos.

Toma de la muestra y conservacion

La toma de la muestra para el diagndstico microbiolédgico de las
MV corresponde a la fase preanalitica del proceso, que generalmen-
te no suele estar controlada por el laboratorio. El método preferen-
te para la obtencién de la muestra de LCR es la puncién lumbar. La
obtencion de la muestra debe realizarse en condiciones asépticas
para evitar la contaminacién con microorganismos de la piel. El en-
vio al laboratorio debe ser inmediato y, preferiblemente, el médico
solicitante debe avisar de esta circunstancia al facultativo de mi-
crobiologia.

El procesamiento de la muestra de LCR debe ser igualmente in-
mediato. Esta practica es crucial si se trata de una meningitis bacte-
riana, en la que se recomienda un procesamiento en un tiempo infe-
rior a 1 h. Para el estudio del virus, el LCR puede conservarse a 4 °C
si se va a procesar en un tiempo inferior a 48 h, y para periodos su-
periores se recomienda conservarlo congelado a -80 °C. No debe
conservarse a -20 °C para el estudio viral, ya que esta temperatura
puede tener un efecto deletéreo para los virus ARN (EV, VTOS, VWN,
VCML). En cambio, en el caso de la meningitis bacteriana, si la mues-
tra debe conservarse unos dias para estudios posteriores, lo mas ade-
cuado es mantenerla a temperatura ambiente.

Parametros bioquimicos de las meningitis linfocitarias

Ante un cuadro meningeo, la peticién que recibe el laboratorio
suele ser mdltiple, y en una misma muestra de LCR puede solicitar-
se, conjuntamente, el estudio bacteriano, el viral, el de hongos, y
otros. Las caracteristicas analiticas del LCR, de entrada, nos orien-
tan hacia la mas probable etiologia infecciosa. La tabla 1 representa
los parametros bioquimicos del LCR asociados a las meningitis agu-
das mas frecuentes, las bacterianas y las MV. En éstas aparece ge-
neralmente una pleocitosis discreta, con predominio linfocitario,
aunque en algunos casos el recuento de leucocitos es muy elevado,
y en estadios iniciales de la infeccién puede haber predominio de
polimorfonucleares; los valores de proteinorraquia son normales o
ligeramente elevados, y los valores de glucorraquia estan elevados.
En la meningitis bacteriana, el recuento de leucocitos de LCR es ma-
yor, las concentraciones de proteinas estan elevadas y existe un
descenso de los valores de glucosa. Otros parametros, especialmen-
te en la edad pediatrica, se utilizan para orientar hacia una posible
etiologia, como son las concentraciones de la proteina C reactiva y
de la procalcitonina en suero, que son marcadores de infeccién bac-
teriana y, por lo tanto, se encuentran elevados en esta situaciéns.
Los parametros bioquimicos son especialmente ttiles para las me-
ningitis agudas, pero no ocurre asi para los casos de encefalitis, en
los que el recuento de leucocitos en el LCR es mucho menor, e in-
cluso negativo. En este tipo de infeccién neurolégica se tiene en
cuenta, sobre todo, la orientacién clinica apoyada por pruebas de
imagen®. Tampoco es (til en el caso de punciones lumbares trau-
maticas en las que la muestra de LCR esta contaminada con sangre
periférica.

Tabla 1

Parametros bioquimicos del liquido cefalorraquideo asociados a las meningitis agudas
Pardmetro Normal Virica Bacteriana
Leucocitos <10/l 100-500/pl? >1.000/ul
Polimorfonucleares Ausencia <50% > 50%

Proteinas (mg/dl) <30-40 <100 > 100

Glucosa (mg/dl) >50 > 50 (2/3 suero) <40

Tincién de Gram Negativa Negativa Positiva

Proteina C reactiva sérica Negativa Negativa Elevada (> 20 mg/l)
Procalcitonina sérica Negativa Negativa Elevada (> 1 ng/ml)

2En nifios pequefios son frecuentes los recuentos > 500 leucocitos/pul con predo-
minio de polimorfonucleares, simulando una meningitis bacteriana.
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La mayoria de las ML estan producidas por virus. Es en los méto-
dos de deteccién de este tipo de microorganismos en lo que mas se
ha avanzado en los Gltimos afios. Asi, mientras que hasta hace unos
afios el diagnéstico virolégico de una ML estaba restringido a deter-
minados laboratorios con capacidad de realizar cultivo celular, hoy
en dia las TAAN han sustituido a los métodos clasicos. Para los virus
mas frecuentes existen numerosas TAAN comerciales que permiten
obtener un diagndstico en pocas horas.

El diagnéstico definitivo de un caso de ML de naturaleza virica se
establece demostrando la presencia del microorganismo en el LCR. A
veces esto no es posible y se recurre a otras técnicas, o a métodos
indirectos. La deteccién del microorganismo en otros lugares dife-
rentes al LCR (faringe, heces, determinaciones serolégicas) no permi-
te establecer un diagndstico definitivo, sino un diagnéstico probable.
La tabla 2 detalla los principales virus causantes de meningitis linfo-
citaria asi como el tipo de muestras y técnicas que pueden utilizarse
para detectarlos.

Técnicas moleculares

Las TAAN son, hoy en dia, el método de eleccién para el diagnés-
tico de ML de origen virico a partir de muestras de LCR. Estas ofrecen
una serie de ventajas con respecto a las técnicas clasicas como, por
ejemplo: a) su rapidez, pues permiten disponer del resultado en po-
cas horas; b) la sensibilidad, en general mds sensibles que el cultivo
celular (éste, ademas, en muchos casos, afiade la lentitud a la falta
total de sensibilidad), y c) las TAAN no estan tan condicionadas por
la viabilidad de la muestra. Las desventajas que podrian asociarse a
las TAAN serian, en primer lugar, que requiere el conocimiento de al
menos una parte de la secuencia del genoma que se va a detectar. Por
ello, deben disefiarse protocolos especificos para cada virus y, en
consecuencia, con un mismo protocolo sélo se podra detectar un nd-
mero limitado de virus; en segundo lugar, hay que sefialar que los
equipos comerciales disponibles sélo han sido disefiados frente a al-
gunos virus; en tercer lugar, hay una falta de estandarizacién y vali-
dacién de técnicas entre laboratorios, y por Gltimo, el coste de los
reactivos incluidos en las TAAN comerciales siguen siendo mas caros
que los reactivos empleados en métodos clasicos.

A la hora de elegir una técnica molecular para el diagnéstico ha-
bitual de los virus productores de ML, se podria atender, por este
orden, a los siguientes criterios: a) disponibilidad de reactivos co-

Tabla 2

merciales con demostrada sensibilidad y especificidad; b) empleo de
sistemas de PCR en tiempo real (u otros métodos de amplificacion),
con sensibilidad equivalente a los sistemas convencionales de PCR
anidada, pero mas reproducibles, rapidos y menos sujetos a proble-
mas de contaminacién que éstos; c) posibilidad de automatizacién o
semiautomatizacién del procedimiento; d) empleo de protocolos de
PCR en tiempo real de disefio propio para aquellos virus para los que
no existen reactivos comerciales disponibles, y e) sistemas conven-
cionales de PCR mltiple para la deteccion de los virus mas frecuen-
tes. Ademas, la infraestructura y el personal disponible en cada labo-
ratorio con experiencia en TAAN van a condicionar el empleo de una
o varias de estas técnicas moleculares.

Mas del 80% de las ML de origen virico estan producidas por EV7.
De hecho, los EV son los agentes microbianos mas frecuentes de me-
ningitis aguda, especialmente en la edad pediatrica. Se han descrito
mas de 90 serotipos de EV, aunque son s6lo unos pocos los que pro-
ducen con frecuencia cuadros de ML: echovirus 6, 9, 11, 30 y coxsac-
kievirus B5%. En Espafia, Gltimamente se han notificado casos de me-
ningitis por serotipos de reciente descripcion, como es el caso del EV
75, el cual estaba asociado a cuadros no meningeos en otras areas
geograficas®. Existen métodos comerciales de PCR en tiempo real que
amplifican regiones conservadas del genoma viral, lo cual permite
detectar cualquier serotipo de EV. La regién mas adecuada para la
deteccion de EV con fines diagndsticos es la regién 5’ no codificante
(5" NC). La automatizacion de algunos de los pasos del proceso total
simplifica bastante el diagndstico microbiolégico. Asi, existen méto-
dos para la deteccién de EV totalmente automatizados, como el sis-
tema GeneXpert® EV (Cepheid, Sunnyvale, Estados Unidos), que inte-
gra los pasos de extraccion del ARN viral, transcripcion reversa (TR)
y PCR en tiempo real en un mismo cartucho de reaccién®. En princi-
pio, el mayor inconveniente que puede tener este sistema seria su
coste, mas elevado que otras TAAN comerciales semiautomaticas o
manuales. Sin embargo, el mayor gasto derivado del estudio y el ma-
nejo de un cuadro de meningitis aguda se produce durante las pri-
meras 24 h del ingreso'?, y esta técnica permite obtener un diagnos-
tico rapido y fiable en 2,5 h. Por lo tanto, el disponer de la misma
puede facilitar enormemente el manejo del cuadro clinico, ya que
evitaria, en muchos casos, el ingreso hospitalario y tratamientos an-
tibiéticos del paciente y sus contactos, que ademads generan un coste
muy superior al del sistema molecular de diagnéstico. Aparte de este
método, otras TAAN comerciales han sido optimizadas para utilizar-
se a partir del acido nucleico viral extraido por sistemas automati-
cos; o bien, en combinacién con éstos, utilizan reactivos que permi-

Rendimiento de los principales métodos de diagndstico microbioldgico de las meningitis linfocitarias de origen virico

Microorganismo LCR Otras muestras
PCR Cultivo Serologia? PCR Cultivo Serologia®

Enterovirus +++ ++ - +++ (faringeo, heces) +++ (faringeo, heces) +
Herpesviridae

VHSP +++ = + = = =

\A4 4+ +[- ++ ++ (vesicula) ++ (vesicula)® ++
Paramyxoviridae

VP4 +++ ++ ++ ++ (saliva, orina) ++ (saliva, orina) ++
Arbovirus®

VTOS (Phlebovirus) +++ ++ + - - +++

VWN (Flavivirus) ++ + ++ ++ (suero) - 4+
Roborivusf

VCML (Arenavirus) ++ ++ ++ - - +++

aSuero: un aumento de 4 veces el titulo de IgG entre el suero de fase aguda y el de fase convaleciente, o una tnica IgM positiva, pueden ser diagndsticas.

bMeningitis aséptica recurrente (sindrome de Mollaret) producida por VHS tipo 2.
¢La inmunofluorescencia directa ofrece la misma sensibilidad que el cultivo.

dPracticamente han desaparecido los cuadros de meningitis por VP desde la introduccién de la vacuna triple virica en el calendario vacunal.

eClasificacién no taxonémica de virus transmitidos por artrépodos.

fClasificacion no taxondmica de virus transmitidos por roedores. Modificado de Pérez-Ruiz et al**.
VCML: virus de la coriomeningitis linfocitaria; VHS: virus del herpes simple; VP: virus de la parotiditis; VTOS, virus Toscana; VVZ: virus varicela-zéster; VWN: virus West Nile;
+++: alto rendimiento; ++: rendimiento moderado; +: bajo rendimiento; —: no recomendado.
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ten realizar los procesos de TR y PCR en un solo paso'?>'. La ventaja
que pueden ofrecer estos sistemas con respecto al sistema automa-
tico para la deteccién de EV es que el eluido obtenido tras el proceso
de extraccion se puede utilizar para la investigacién de otros virus.
Este hecho es especialmente importante cuando se trata de muestras
de LCR, cuyo volumen habitualmente es escaso.

Alos EV le siguen en frecuencia e importancia los alfaherpesvirus.
De éstos, los que se asocian con las ML son el VVZ y el VHS tipo 2 (el
VHS tipo 1 estd generalmente asociado a encefalitis), y que afecta,
principalmente, a neonatos que adquieren la infeccién por transmi-
sion vertical, y en los que se produce un cuadro de meningitis recu-
rrente denominado sindrome de Mollaret'®. Las TAAN son el patrén de
referencia para detectar estos virus en muestras de LCR. Se han descri-
to numerosos sistemas comerciales de PCR en tiempo real y PCR con-
vencional, que utilizan diversas dianas del genoma de los herpesvirus
(timidina cinasa y ADN polimerasa del VHS; timidina cinasa, gen 28 y
gen 29 del VVZ)"7. Algunos de ellos son sistemas de PCR miltiple que
detectan varios virus de la familia Herpesviridae en un mismo tubo, o
bien se trata de formatos de PCR simple que utilizan el mismo proto-
colo de amplificacién y permiten su deteccién simultanea.

Aparte de los EV, VHS y VVZ, no existen TAAN comerciales dispo-
nibles para detectar otros virus responsables en nuestro medio de
cuadros de ML. Este es el caso del VTOS, que es uno de los virus de-
tectados con mas frecuencia en ML en ciertas regiones2. La PCR es
mads sensible que el cultivo viral para detectar VTOS en muestras de
LCR'8, Se han publicado diversos métodos de PCR con este fin'82!, Sin
embargo, algunos de ellos?® carecen de sensibilidad para detectar la
variante de VTOS que circula en Espafia debido a la variabilidad ge-
nética que tiene ésta con respecto a la cepa de referencia original-
mente descrita en Italia'®?2 Por ello, al igual que ocurre con los EV, la
PCR para detectar VTOS en el LCR debe dirigirse a dianas conservadas
del genoma viral. De las técnicas de PCR descritas para este virus, las
que utilizan el formato de PCR en tiempo real'8?! son las mas adecua-
das con fines diagndsticos, porque permiten detectar la variante es-
pafiola de VTOS y, ademas, son mads sencillas de realizar y optimizar
que los formatos de PCR convencional.

Las TAAN a partir de una muestra tnica de LCR para detectar EV,
VHS, VVZ y VTOS permitirian diagnosticar, en la mayoria de ocasio-
nes, mas del 95% de las ML de origen virico en nuestro medio. Para
algunos de estos virus, se pueden realizar TAAN sobre otras muestras
representativas del cuadro clinico. La deteccién de EV en el exudado
faringeo o heces puede orientarnos hacia esa etiologia, aunque el re-
sultado hay que interpretarlo en conjuncién con unas manifestacio-
nes clinicas compatibles, ya que los EV pueden estar presentes en
estas muestras en ausencia de ML, bien como colonizador, en la fa-
ringe, o por ser la via de excrecién del virus, en las heces. Dado el
coste que tienen las TAAN, el uso de éstas para la detecciéon de EV
queda restringido al estudio del LCR, que es la (inica muestra que
realmente permite confirmar el cuadro clinico.

La ML producida por el VP practicamente ha desaparecido desde
la introduccién en el calendario vacunal de la vacuna triple virica.
Para este virus, se han descrito protocolos de PCR-TR convencional y
PCR-TR en tiempo real, que amplifican diversos fragmentos de genes
virales. La diana mas utilizada es el gen SH, que codifica para la pro-
teina small hydrophobic, que ademads es la diana de eleccién para
identificar el genotipo?>. Con fines exclusivamente diagnésticos, han
sido publicados otros protocolos de PCR en tiempo real que amplifi-
can un fragmento de este gen y otras regiones mas conservadas del
genoma, como son el gen F, que codifica para la proteina de fusién?2,
Ademas del LCR, las muestras de saliva y de orina también son ttiles
para la deteccién del VP mediante TAAN.

Excepcionalmente, se han detectado en Espafia casos de meningitis
por el VWN?¢ y por el VCML (de F. Ory Manchén, M. Pérez Ruiz y ].M.
Navarro Mari, comunicacién personal). Algunas casas comerciales dis-
ponen de equipos de PCR en tiempo real para VWN. Sin embargo, no
existen formatos comerciales para la deteccién molecular del VCML.

Recientemente se ha descrito la implicacién de los parechovirus
humanos (PEVh, familia Picornaviridae) en episodios de ML?”. El PEVh
genotipo 3 ha mostrado un especial tropismo por el sistema nervioso
central, y se ha detectado en episodios de ML en nifios pequefios.
Aunque todavia el conocimiento es muy preliminar, es posible que
en un futuro haya que considerar este patégeno emergente en episo-
dios de ML no filiados y, por lo tanto, disefiar protocolos especificos
para detectarlo.

Excepto los alfaherpesvirus que no requieren de un paso de TR
previo a la PCR, al ser virus ADN, el resto de virus frecuentemente
asociados a ML son virus ARN. La deteccién de virus ARN mediante
TAAN se puede realizar de dos formas: a) empleo de sistemas one-
step que realizan TR y PCR en un solo paso, y b) TR con cebadores
random (mezcla homogénea de hexanucleétidos con todas las com-
binaciones de secuencias posibles) que permite obtener ADN com-
plementario (ADNc) total de cualquier ARN viral. En funcién de la
cantidad de muestra disponible, se debe elegir uno u otro método.
Los protocolos one-step son mas simples y rapidos; sin embargo,
para detectar multiples agentes mediante PCR especificas para cada
uno de ellos, deben utilizarse varias alicuotas del ARN viral. El segun-
do método requiere dos pasos independientes, pero generalmente el
rendimiento es mayor, y con sélo una alicuota de ARN viral se obtie-
ne un producto de ADNc que puede usarse para las diferentes reac-
ciones de PCR especificas para cada virus.

Cultivo viral

El cultivo como método de diagndstico de ML de origen virico
esta restringido a laboratorios especializados y de referencia. Entre
los virus mas prevalentes, solamente con los EV y el VTOS se obtiene
un rendimiento aceptable. Aunque se han usado diversas lineas ce-
lulares para el cultivo del VTOS?8, la utilizada mas ampliamente es la
que contiene células Vero. Los serotipos de EV comtnmente impli-
cados en la ML crecen bien en lineas celulares a partir del tercer dia
de incubacién, dependiendo de la carga de virus que contenga la
muestra?. Sin embargo, no existe una linea celular 6ptima para to-
dos ellos y, por lo tanto, el abordaje del diagnéstico de los EV me-
diante cultivo celular lleva consigo el uso de varias lineas celulares
que permiten el crecimiento de todos los serotipos de EV. Las lineas
mas adecuadas son células de rabdomiosarcoma, MRC-5, BGM, Vero,
Hep-2, etc. El cultivo celular permite recuperar la cepa viral para
posteriores analisis de caracterizacién antigénica y genética con fi-
nes epidemiolégicos.

Aunque las TAAN a partir de una muestra directa han desplazado
al cultivo celular con fines diagnésticos, la combinacién de ambas
tecnologias puede ser de gran utilidad. El uso de PCR sobre el sobre-
nadante del cultivo celular no sélo genera una amplificacién del vi-
rus en ambos sentidos —primero sobre el cultivo y, mas tarde, la dia-
na de PCR-, sino que ademas permite la identificacién, mediante
métodos genotipicos, de nuevos serotipos de EV que no dan efecto
citopatico visible y para los que no existen antisueros especificos con
los que caracterizar la cepa por métodos clasicos (neutralizacion del
efecto citopatico o inmunofluorescencia con antisueros especificos
de tipo)*®. Para determinar el serotipo mediante métodos genotipi-
cos, se suele realizar la secuenciacién de los productos de la amplifi-
cacién de un fragmento del gen VP13'2 Por el volumen generalmen-
te limitado de LCR, es preferible obtener el aislado de EV a partir de
otras muestras con mayor carga viral como el exudado faringeo y las
heces, una vez que se ha confirmado el diagnéstico etiolégico.

En definitiva, el tipo de laboratorio y la capacidad de éste para
realizar TAAN, bien por la disponibilidad de reactivos comerciales
para detectar los virus mas prevalentes en cuadros de ML, bien por
la existencia de infraestructura y personal entrenado en este tipo de
tecnologia, van a condicionar la amplitud del estudio virolégico en
estas infecciones. Cualquier laboratorio deberia tender a utilizar
reactivos comerciales, ampliamente evaluados y optimizados. El uso
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Figura 1. Algoritmo del procesamiento de la muestra de liquido cefalorraquideo para el diagnéstico de meningitis linfocitaria de origen virico. LCR: liquido cefalorraquideo; TR-
PCR: transcripcion reversa mas reaccion en cadena de la polimerasa; VCML: virus de la coriomeningitis linfocitaria; VHS: virus del herpes simple; VP: virus de la parotiditis; VTOS,

virus Toscana; VVZ: virus varicela-zéster; VWN: virus West Nile.

de TAAN de desarrollo propio, asi como el cultivo celular para el
diagnéstico viral y posteriores estudios epidemiolégicos, quedaria
restringido a ciertos laboratorios especializados y laboratorios de re-
ferencia. La figura 1 muestra un posible algoritmo de diagnéstico
virol6gico de ML a partir de muestras de LCR.

Serologia

La serologia se utiliza para el diagndstico de ciertas ML viricas.
Aunque no es ttil para diagnosticar las causadas por EV o por el VHS,
si se han utilizado para las originadas por el VVZ, bien por demostra-
cién de IgM especifica en suero, bien por seroconversion de IgG entre
suero de fase aguda y fase convaleciente, o por la produccién intra-
tecal de anticuerpos especificos®. Una IgM positiva frente al VTOS
con unas manifestaciones clinicas compatibles es diagnéstica de un
cuadro de meningitis aguda por este virus. Ademas, es el método de
eleccion para detectar cuadros neurolégicos por el VWN y otros virus
emergentes, como el VCML, a partir de suero o de LCR.

Las técnicas de ELISA comerciales son generalmente las preferi-
das para el diagnéstico serolégico por su buena sensibilidad y capa-
cidad de analizar un gran volumen de muestras. Otros métodos
seroldgicos que se utilizan para la deteccion de anticuerpos especi-
ficos son, por ejemplo, la reaccién de fijacién de complemento, el
immunoblot y la inmunofluorescencia indirecta. Hay que tener en
cuenta la posibilidad de que se produzcan reacciones cruzadas
cuando se trata de la deteccién de anticuerpos frente a virus empa-
rentados. El método de confirmacién de la especie viral seria el en-
sayo de reduccién de placas o el ensayo de neutralizacién del efec-
to citopatico®®. Estos métodos son demasiado laboriosos para su
uso comin y, en consecuencia, sélo se llevan a cabo en laboratorios
de referencia.
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