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RESUMEN

Se realiz6 un estudio retrospectivo a fin de describir un brote epidémico de meningitis causado por enterovirus, que
comprometié a 143 nifios de 1 mes a 14 afios internados en el Hospital Pediatrico de Posadas (Misiones) con
diagnéstico de meningitis aséptica, entre agosto y diciembre de 2005. Se observé un aumento de casos entre las
semanas 33 a 50, con un pico maximo entre las semanas 47 y 48, lo que confirmé el brote. La mediana de edad de
los nifios afectados fue de 8 afios y el 55,2% fueron varones. El 80% de los casos se observé entre escolares (5 a 14
afios). El promedio del tiempo de internacion fue de 4,5 + 1,7 dias, y no se registraron fallecidos. Los LCR se
estudiaron mediante examen citoquimico y estudios bacteriol6gicos y virolégicos (aislamiento viral, RT- PCR anidada
e identificacion molecular mediante secuenciacién génica). Los recuentos de células en LCR variaron entre 6 y 5040
células /mm?, el 92% fueron inferiores a 500 células/mm?y el 43,5% mostré predominio linfocitario. EI 56% present6
concentraciones de glucosa normal, con proteinas ligeramente elevadas. El 28% de las muestras estudiadas por
cultivo (17/60) mostré efecto citopatico, compatible con enterovirus. La RT-PCR anidada permiti6 detectar enterovirus
en un 73% de las muestras (43/59), con 6 casos que se tipificaron como echovirus tipo 4. El indice de positividad al
combinar ambas técnicas alcanz6 el 83%.
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ABSTRACT

Outbreak of viral meningitis caused by echovirus type 4 in Misiones province. A descriptive retrospective study
was carried out to describe an epidemic outbreak of enteroviral meningitis in Misiones. We reviewed records of 143
children from 1 month to 14 years of age who were hospitalized with aseptic meningitis in the Pediatric Hospital of
Posadas from August to December 2005. Increased number of cases was observed between weeks 33 to 50 which
reached a maximum peak in weeks 47 and 48, confirming an outbreak. The median of age was 8 years old, 55.2%
were males. Eighty percent of cases were in 5 to 14 years old children. The average length of time spent in the hospital
was 4.5+1.7 days, no deaths were reported. We performed cell counts, chemical and bacterial studies of CSF, and
culture or RT-Nested/PCR for enteroviruses. Isolates were serotyped by RT-PCR amplification and genetic sequencing.
Cell counts were from 6 to 5040 cells/mm?. Ninety two percent had less than 500 cells/mm? and 43.5% had lymphocyte
predominance. Glucose levels were normal with slightly elevated protein counts in 56% of cases. Of the cultured
samples, 28% (17/60) showed cytopathic effect compatible with enterovirus. RT-n-PCR detected enterovirus in 73%
(43/59) of the analyzed CSF. Echovirus type 4 was identified in 6 of them. The positive indicator obtained by combining
both techniques was 83% (58/70).
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INTRODUCCION

La meningitis viral o aséptica es considerada una de
las afecciones mas frecuentes del sistema nervioso cen-
tral y constituye un sindrome que puede ocurrir en forma
esporadica o en grandes epidemias. Es de rapida difu-
sion y afecta fundamentalmente a la poblacién infantil (13,
36, 40, 42, 43). Los principales agentes causales son los
diferentes miembros del género Enterovirus (EV) (familia
Picornaviridae), principalmente los enterovirus no polio
(EVnP).

Los enterovirus incluyen mas de 70 serotipos, pero
solamente unos pocos causan meningitis aséptica en una
comunidad dada y durante un tiempo, probablemente por
la diferencia entre el nivel de infeccion en esa comuni-
dad (inmunidad poblacional), la inmunidad del huésped
y, tal vez, el neurotropismo de la cepa viral (1, 15, 17, 27,
32, 39). Dentro del grupo de EVnP, los echovirus 4, 6, 9,
11 y 30 son reconocidos como productores de grandes
epidemias y los coxsackievirus A'y B como productores
de brotes, aunque con menor incidencia en la poblacion.
Estos agentes presentan un comportamiento endemo-



42

epidémico; existen serotipos que persisten epidémicos
durante uno o dos afios y coexisten con otras cepas de
menor circulacién (1, 15, 29, 32, 37).

Usualmente uno a tres serotipos de EVnP predomi-
nan en cada estacion, y esto varia de una regién a otra.
Algunos serotipos se aislan con baja frecuencia en una
misma localidad durante afios, mientras que otros han
producido epidemias, para desaparecer en la siguiente
temporada y a lo largo de varios afios (21).

Los brotes de meningitis por enterovirus no se aso-
cian con secuelas (excepto en inmunodeprimidos), cau-
san enfermedades de corta duracion, afectan a un ele-
vado numero de personas y producen grandes pérdidas
economicas (34).

La meningitis viral se observa con mayor frecuencia
en nifios de nivel socioeconémico bajo, fundamentalmen-
te asociada a condiciones higiénicas y sanitarias defi-
cientes, aunque puede presentarse en cualquier estrato
social (28).

En Argentina, las meningoencefalitis son enfermeda-
des sujetas a notificacién obligatoria desde 1960 (ley N°
15.465). Las meningitis virales ocurren como casos es-
poradicos a lo largo de todo el afio y presentan un com-
ponente estacional regular que se corresponde con un
aumento de la notificacion de casos durante el otofio y la
primavera (periodo en el cual se manifiestan los brotes)
(29).

Se reconoce que los mecanismos de transmisiéon de
EV no estan totalmente dilucidados y que la especie y la
dosis infectante condicionan las vias y el periodo de eli-
minacion del virus por secreciones orofaringeas y heces.
La via fecal-oral a través de las manos, de persona a
persona, es la forma predominante y es el mecanismo
de transmision que mejor explica la distribucion de casos
en el brote que describimos, donde se evidencia un pa-
tron de transmision mas escolar que familiar, aunque no
puede excluirse el contagio por secreciones faringeas
(9, 21, 23).

En nuestro pais se detectaron varios brotes de me-
ningitis por enterovirus en distintas provincias; entre ellas,
Buenos Aires (echovirus 30, afio 2003 y 2004); Mendoza,
Cérdoba y Neuquén (echovirus 30, afio 2004) (11, 19,
35, 39).

Si bien el echovirus tipo 4 ha sido detectado como
agente causal de brotes epidémicos en todo el mundo
en décadas pasadas (12, 15, 24, 33, 42), su circulacién
en nuestro pais no habia sido denunciada hasta 1996,
afio en que se informo el primer brote por este agente en
la Argentina, en la provincia de Tucuman (10). Misiones
no habia informado brotes hasta la fecha.

El estudio virologico es excepcional en nuestra pro-
vincia, razon por la cual se desconoce la real importan-
cia de los virus como agentes productores de casos es-
poradicos y de brotes de meningitis. Esta situacion difi-
culta la aplicaciéon de acciones destinadas a lograr un
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mejor control de los casos una vez que han aparecido y
a prevenir la aparicién de nuevos eventos, para contri-
buir a evitar el uso incorrecto de antibitticos.

Con el objeto de dar a conocer este hecho presenta-
mos los aspectos epidemioldgicos de un brote de menin-
gitis aséptica que motivo la hospitalizacion de 143 nifios
en el Hospital Provincial de Pediatria “Dr. Fernando
Barreyro” de la ciudad de Posadas, Misiones, entre agosto
y diciembre de 2005.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio descriptivo de caracter retrospectivo,
analitico y observacional, avalado por el Comité de Etica del
Hospital de Pediatria de Misiones.

Definicién de caso

Caso sospechoso: sindrome caracterizado por fiebre de co-
mienzo repentino, con signos y sintomas de irritacién meningea,
pleocitosis en liquido cefalorraquideo (LCR), aumento o no de
proteinas, con glucosa normal y ausencia de bacterias piégenas.

Caso confirmado: caso sospechoso en el cual se detecta
enterovirus en LCR, materia fecal o hisopado rectal (41).

La pleocitosis se definié por la presencia de mas de 5
leucocitos/mmg.

Poblacién estudiada

La poblacién en estudio estuvo constituida por 143 nifios de
edades comprendidas entre 1 mes y 14 afios y 11 meses, que
requirieron ser hospitalizados y que cumplian con la definicion
de caso.

En todos los pacientes se estudiaron muestras de LCR obte-
nidas mediante puncién lumbar por personal médico especiali-
zado. Se enviaron al laboratorio en tres porciones: a) tubo para
estudios citoquimicos; b) tubo estéril para bacteriologia, y c) tu-
bos conicos de plastico de 1,5 ml estériles, con certificacion como
libres de RNAsas y DNAsas, para estudio virolégico.

Analisis clinicos y bacteriolégicos

El examen citoguimico incluyé la deteccion de glucorraquia,
proteinorraquia y celularidad (nGmero de células/mm?y porcen-
taje de mononucleares y polimorfonucleares). El estudio bac-
teriolégico consistié en observacion del Gram del sedimento y el
cultivo en medios enriquecidos para la bisqueda de agentes
etiolégicos habituales (16).

La tercera alicuota fue congelada de inmediato a -20 °C para
ser enviada al Servicio de Neurovirosis (Centro de Referencia
Nacional) del Departamento de Virologia del Instituto Nacional
de Enfermedades Infecciosas - Administracion Nacional de La-
boratorios e Institutos de Salud (INEI-ANLIS) “Dr. Carlos G.
Malbran”, para la deteccién viral por las metodologias clasica
(7, 43, 44) y molecular (27, 28).

Diagnéstico y caracterizacion virolégica

El aislamiento viral se realiz6 mediante la inoculacién de cé-
lulas Rd provistas por el Servicio de Cultivo de Tejidos (Depar-
tamento de Virologia INEI-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”). Las
muestras fueron tratadas con una mezcla de antibiéticos y
antimicéticos, y después de la inoculacion fueron incubadas
durante 7 dias a 37 °C en una atmoésfera con 5% de CO,. Siem-
pre se realiz6 un nuevo pasaje a ciegas. Los tubos con efecto
citopatico fueron conservados a -70 °C y reservados para su
uso posterior en la identificacion.

También se realizé la deteccion de enterovirus mediante PCR
anidada con transcripcion reversa de la regién 5’ no codificante
del genoma viral (RT-n-PCR) (4, 5). La extraccion del acido
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nucleico viral de las muestras clinicas y de los virus aislados se
realiz6 utilizando el reactivo comercial Trizol, siguiendo las indi-
caciones del fabricante (6).

La identificacion molecular de los serotipos detectados por
PCR y cultivo se realizé mediante secuenciacion génica (5). Se
amplifico la region terminal 5 de la proteina VP1 mediante PCR
anidada con transcripcion reversa. El producto de la amplifica-
cion se secuencié en ambos sentidos con el sistema comercial
Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
(Applied Bio system Inc., Foster City, California). Las secuen-
cias obtenidas se alinearon con el programa MegAlign (DBAStar
Inc., Madison, Wisconsin). El serotipo se determind mediante la
comparacion de la secuencia parcial de la VP1 del virus aislado
con la base de datos del Gene Bank, con el programa CLUSTAL
X (version 1.8). Se consideré que un virus aislado era de un
determinado serotipo cuando su secuencia nucleotidica coinci-
dia en por lo menos 75% con la de un EV prototipico (27).

Los datos clinico-epidemioldgicos, asi como los resultados
de los andlisis, fueron extraidos de los registros del Laboratorio,
de las historias clinicas de los pacientes y del Servicio de Esta-
disticas del Hospital. Se analizaron las variables edad, género,
tiempo de internacion, fecha de internacién y hallazgos de labo-
ratorio mediante el programa EPI info, versién 6. Las variables
cualitativas se analizaron mediante las pruebas de Chi cuadra-

do con la correccion de Yates. Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas con un p<0,05. La asociacion se
midio6 a través del riesgo relativo (RR) con IC 95%); se establecio
tal asociacion cuando el limite inferior no contenia a la unidad.

RESULTADOS

Datos epidemioldgicos

El aumento del nimero de casos de meningitis
aséptica por encima de lo observado en los dltimos 20
meses se detect6 en el afio 2005 a partir de la semana
33 (14 de agosto) y continud hasta la semana 50 (11 de
diciembre), dos semanas después de finalizado el afio
lectivo. El 72% de los casos ocurrié entre el 16 de octu-
bre y el 11 de diciembre (Figural).
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De los 143 nifios, el 55,2% (79) fueron varones (rela-
cion V:M = 1,2:1). La mediana de edad fue de 8 afios y la
media de 7 afios y 8 meses (DE: 3 afios y 8 meses).

El analisis de los datos por grupo de edad permitié de-
terminar que casi el 80% de los casos se observo en nifios
en edad escolar (5 a 14 afios) (RR 5-14 afios = 1,18; IC
95%: 1,08-1,28) (Tabla 1). Sin embargo, no se detectaron
diferencias significativas en la incidencia de casos entre
los nifios menores de 1 afio, los de 5 a 9 afios y los de 10
a 14 afos (14, 15 y 16 casos/10.000 afios-nifios, p (0-1
afo vs. 5-9 afios) = 0,88; p (0-1 afio vs. 10-14 afios)=0,72;
p (5-9 afios vs. 10-14 afios) = 0,72, respectivamente. Es-
tas tasas de ataque son superiores y estadisticamente sig-
nificativas respecto de las observadas para el grupo etario
de 1 a4 afios (10 casos /10.000 afios-nifios; p (0-1 afio vs.
1-4 afios) = 0,02; p (1-4 afios vs. 5-9 afios) = 0,001, p (1-4

afos vs. 10-14 afios) = 0,0005).
El tiempo promedio de internacion fue de 4,5 + 1,7
dias y no se observaron diferencias entre los nifios de
los diferentes grupos de edad (p>0,05). En todos los ca-

sos la evolucion fue favorable y no se informaron falleci-
mientos.

Analisis clinicos y bacterioldgicos

El analisis fisicoquimico de las muestras de LCR mos-
tré recuentos entre 6 y 5040 células/mm?3 (media: 188
células/mms?; DE: 444 células/mm?3). El 92% (120/131)
presento recuentos inferiores a 500 células/mm?, con 4
casos en los que éste fue superior a 1000 células/mm3,

El 43,5% de los liquidos (62/143) presentaron inicial-
mente predominio linfocitario, el 40,5% (58/143) mostra-
ron predominio de polimorfonucleares (PMN), en 11
muestras no se observé predominio y de las 12 restantes
no se obtuvieron los datos. Cuarenta de los 58 pacientes
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Figura 1. Curva epidemioldgica de los casos de meningitis aséptica de los afios 2004 y 2005. HPPPA.

Posadas, Misiones.
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que presentaron predominio de células PMN en los LCR
de las punciones lumbares iniciales fueron repunzados
dentro de las 24 horas siguientes, lo que permitié detec-
tar en 30 casos de cambio a predominio linfocitario.

El 56% de los LCR (72/128) presentaron concentra-
ciones de glucosa normales, con proteinas ligeramente
elevadas.

Las glucorraquias oscilaron entre 0,150y 1,25 g/l (me-
diana: 0,592 g/l; media: 0,623g/l; DE: 0,188g/l). Los 56
nifios en los que se detectaron valores aumentados te-
nian valores de glucemia superiores a 1 g/l al momento
de la toma de muestra, y en todos ellos la relacién
glucorraquia/glucemia estuvo entre 0,6 y 0,8.

Los valores de proteinas oscilaron entre 0,10 y 4,37
g/l (mediana: 0,270 g/I; media: 0,334 g/I; DE: 0,510 g/l).
Todos los cultivos bacteriolégicos fueron negativos. No
se encontro relacion entre los parametros analizados en
el LCR Yy la edad de los pacientes.

Diagndstico y caracterizacion virologica

Se enviaron 70 muestras de LCR al Laboratorio de
Referencia de Virologia, 60 de las cuales se inocularon
en células Rd y 59 se estudiaron por una RT-n-PCR.
Cuarenta y nueve muestras fueron analizadas por am-
bos métodos.

El 28% de las muestras de LCR estudiadas por culti-
vo (17/60) mostraron efecto citopatico compatible con EV,
6 de ellas se tipificaron como positivas para echovirus
tipo 4. Mediante RT-n-PCR fue posible detectar echovirus
tipo 4 en el 73% de los LCR analizados (43/59). El indice
de positividad obtenido al combinar ambas técnicas fue
del 83% (58/70) (Tabla 2).

DISCUSION

Este trabajo da cuenta por primera vez de un brote de
meningitis viral asociado a echovirus tipo 4 en la provin-
cia de Misiones.

En el analisis de la ocurrencia de casos por semanas
epidemiolégicas se observa un aumento entre las sema-
nas 33y 50, con un pico maximo entre las semanas 47 y
48, lo que confirma la existencia de un brote. Este perio-
do corresponde a los meses de primavera e inicio del
verano, caracteristicamente asociados a este tipo de in-
fecciones en estas latitudes (3, 21, 37).

El inicio de la disminucién de casos coincidio con la
finalizacion del afio lectivo (semana 48), lo que podria
estar relacionado con el patrén de transmision escolar,
hecho ya descrito por otros autores (2, 9, 23).

Si bien la incidencia en el género masculino fue lige-
ramente superior (1,2:1), estuvo por debajo de lo demos-
trado por diversos autores que han informado mayor in-
cidencia en varones —del 72,7% (16), 66% (26) y 64,4%
(3)-, tal vez debido a la mayor exposicién de éstos a fac-
tores ambientales que favorecen la infecci6on por
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Tabla 1. NUmero de casos y tasas de meningitis viral segin
grupo etario. Semanas epidemiolégicas 33-50. Posadas, Mi-
siones, 2005, (N= 143).

Edad (en afios) N° % Poblacién Tasa por 10 mil
0-1 12 8,39 8130 14,76

1-4 17 11,89 25698 10,50

5-9 56 39,16 36199 15,47
10-14 58 40,56 35092 16,527
Totales 143 100 105119 13,60

Tabla 2. Resultados del analisis del LCR mediante cultivo y
PCR anidada. Posadas, Misiones, 2005.

Cultivo  Cultivo Cultivo Totales
positivo negativo NR
RT-PCR positivo 10 25 48 43
RT-PCR negativo 5 9 2 16
PCR NR 2 9 0 11
Totales 17 43 10 70

NR: No realizado

enterovirus (3, 8, 16, 26, 30). No obstante, este hecho
deberia ser investigado de modo mas exhaustivo.

Es posible que, globalmente, la distribucién por edad
durante una epidemia de meningitis aséptica varie en
funcion de los diferentes agentes causales y la inmuni-
dad especifica de la poblacién, la que resulta de varia-
ciones socio-economicas, del ambiente y de otros facto-
res (17).

El brote afecté principalmente a nifios en edad esco-
lar (5-14 afos) y a los menores de 1 afio, que presenta-
ron tasas de morbilidad superiores a 140 cada 100.000
habitantes.

Latasa de ataque observada para el grupo de 10 a 14
afos fue superior a la informada por otros autores para
brotes con caracteristicas similares, no asi la de los otros
grupos etarios, que en general fue inferior. Llama la aten-
cioén que la de los menores de 1 afio no fuera la mas
importante, como lo sefialan otros trabajos (11, 23).

Es habitual que las tasas de infeccion y de meningitis
virica durante las epidemias por enterovirus sean mas
elevadas en los lactantes y preescolares, lo que se po-
dria atribuir a que en estas edades existe mayor suscep-
tibilidad ante diversas infecciones comunes, por ausen-
cia de exposicién previa y de inmunidad (23).

Se desechd la hip6tesis de transmision a través del
agua de la red de abastecimiento, dada la informacion
obtenida de su control (datos no mostrados) y la distribu-
cion del brote (9, 21, 23).
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El tiempo de internacion coincidié con el de otras
publicaciones en las que se establece que la duracion
de la enfermedad es usualmente menor a una semana.
Asimismo, no se observaron diferencias entre los distin-
tos grupos etarios. Muchos pacientes mejoraron en for-
ma notable después de la puncién lumbar, presumi-
blemente debido a la reduccion de la presion intra-
craneana (14, 17, 22, 30, 31, 37).

Con respecto al numero de células en el LCR al ingre-
s0, hubo coincidencia con otros estudios en relacion con
el predominio de células mononucleadas. Sin embargo,
el liquido extraido al principio de la enfermedad puede
mostrar predominio de células polinucleadas y descenso
de éstas a menos del 50% después de 24 horas de evo-
lucién, como lo observado en nuestros resultados (15,
18, 20, 23, 25, 38, 44).

Los hallazgos de los demas parametros citoquimicos
fueron similares a lo detectado por otros autores. Los
valores de glucorraquia hallados estuvieron dentro del
rango normal, excepto en aquellos casos donde se los
encontr6 elevados debido a las condiciones de los pa-
cientes al momento de la puncién lumbar, que posible-
mente no eran las adecuadas (ayuno), y a que el equili-
brio glucorraquia/glucemia se produce recién luego de
las 2 h de la dltima ingesta.

No se encontr6 relacién entre los parametros analiza-
dos en el LCR Yy la edad de los pacientes, lo que coincide
con otros informes (34).

Debido a la dificultad que existe en nuestra zona para
que el laboratorio confirme la etiologia viral de esta en-
fermedad, se envio al Centro de Referencia Nacional una
muestra significativa durante todo el brote a fin de
monitorear la correlacion clinico-etioldgica, especialmente
cuando el nimero de casos comenz6 a disminuir. En todo
momento la clinica de los pacientes y el informe inicial
de los parametros citoquimicos de los liquidos extraidos
guié el manejo del brote, ya que no fue posible esperar el
resultado confirmatorio para tomar conductas adecuadas
y oportunas.

Los resultados de la deteccién e identificacion viral en
las muestras enviadas al laboratorio de referencia (Ta-
bla 2) evidencian la mayor sensibilidad de las técnicas
moleculares sobre el cultivo celular al momento del diag-
néstico virolégico de la enfermedad, lo cual ya habia sido
demostrado por Casas et al., quienes evaluaron la sensi-
bilidad y especificidad del método de RT-PCR usado fren-
te al cultivo celular (17). El porcentaje de positividad glo-
bal informado al combinar ambas técnicas es similar al
obtenido por diversos autores (11, 25). Los resultados
negativos para la deteccion de EV por RT-n-PCR en
muestras de LCR de pacientes con meningitis aséptica
tipica y cultivos negativos pueden deberse a muy bajas
concentraciones en LCR, a una inadecuada conserva-
cion de la muestra, o al hecho de que algunas infeccio-
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nes del SNC pueden no estar acompafiadas por la pre-
sencia de virus en LCR (25).

Los resultados falsos negativos de esta técnica con
cultivos positivos podrian obedecer a la presencia de
sustancias inhibitorias que interfieren con la funcion de
las enzimas usadas en la PCR (25).

El mal manejo inicial de las repercusiones sociales
del brote torné dificil su control y origind una reaccién
exagerada por parte de la comunidad, hecho que se pudo
revertir informando a la poblacién acerca de la existen-
cia del brote, de su etiologia y de las medidas de preven-
cion para su control, con precauciones de tipo entérico.
Esto fue posible, sobre todo, gracias a la participacion de
la comunidad educativa.

Dado que la expresion clinica de las infecciones por
enterovirus es diversa y variada, con frecuentes casos
asintomaticos o cuadros febriles inespecificos, resulta
dificil evaluar la extension de la infeccion por echovirus
tipo 4 en la poblacién durante este brote y el resultado de
las medidas que se adoptaron para su control, aunque
seguramente la dispersion de la poblacion escolar pro-
ducida por el inicio de las vacaciones de verano contri-
buy6 a la finalizacion del mismo.
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